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Abreviaturas

CG/EM = Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

CGAR-AT-EM = Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo e Altas
Temperaturas acoplada a Espectrometria de Massas

CHN = Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio (Anélise Elementar)
CLAE = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

CLAE-IES-EM = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
lonizacdo por Electrospray acoplada a Espectrémetro de Massas

CLAE-IQPA-EM/EM = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica - Espectrometria de Massas/
Espectrometria de Massas

INIA = Instituto Nacional de Investigaciones Agrarias (Madri-Espanha)
IVTF = Infravermelho com Transformada de Fourier

MQ = Marcador Quimico

PSB

Propolis Santa Barbara

PSG

Propolis Sdo Gotardo

SDE = Simultaneous Destillation Extractor ou Extrator de Destilacao
Simultanea

UV = Ultravioleta



Indice de Figuras

Figura 1. Estrutura da artepilina...........cccocvevviieiieiice e
Figura 2. A numeragdo convencionada e a estrutura basica de um flavondide (A) e
UM FlaVaN-3-01 (B).......coviiiiieiie e
Figura 3. Formac&o do complexo de flavondides com cloreto de aluminio...............
Figura 4. Estrutura do radical DPPH.............ccccccevvivieenee.

Figura 5. Estrutura de padrdes com propriedades antioxidantes (a-tocoferol, 2-
catequing € 3-ePICAtEGUING).......cveieerueeieseerteeieseesieesreeeesreesteeeesreesreeeesreesseeeesneeses
Figura 6. Desenho esquematico de um extrator do tipo SDE............ccccooceviniiiinnnn,
Figura 7. Etapas da extracdo da propolis da amostra PSB com as respectivas
massas e resumo das analises executadas (outras amostras vegetais e de propolis)...
Figura 8. Caracteristicas dos padrdes de isoflavonas analisados por CLAE...............
Figura 9. Cromatograma da propolis marrom (ME) sililada, obtido por CG/EM......
Figura 10. Cromatograma da resina de eucalipto hidrolisada e sililada, obtido por

Figura 11. Cromatograma do extrato aquoso da prépolis marrom (ME) no
gradiente 1, obtido por CLAE no canal 220 NM.........cccooeiiiinininieieee e
Figura 12. Cromatograma do extrato metanol:agua da resina (gradiente 1), obtido
POr CLAE N0 CANAL 220 MMttt s
Figura 13. Cromatograma da solucdo hidrolitica da resina (gradiente 2), obtido por
CLAE, NO CANAL 220 NIM....tiiiie ettt e s s etta e e e s et an e s s sabeneeeans
Figura 14. Cromatograma do 6leo essencial da propolis Santa Barbara, obtido por

Figura 15. Expansdo da regido central do cromatograma do Oleo essencial da
propolis Santa Béarbara, obtido por CG/EM...........ccoceiiiiiiiiiinceeeseee e
Figura 16. Cromatograma do 6leo essencial da propolis Sdo Gotardo, obtido por

Figura 20. Cromatograma dos constituintes do extrato em diclorometano das folhas
de alecrim-do-campo, 0btido por CG/EM........cccociiiiiiiiiiieieeese e
Figura 21. Cromatograma do extrato em diclorometano do broto do alecrim-do-
campo, OBEIAO POr CG/EM........coiiiiiiiiieieie e
Figura 22. Cromatograma do extrato cloroférmico derivatizado com BSTFA,
ODLIAO POI CGIEM ...t bbbt
Figura 23. Cromatograma do extrato em diclorometano da prépolis PSB, obtido
POF CG/EM ... bbbttt bbbt
Figura 24. Cromatogramas dos extratos em diclorometano das amostras a) PSB e
b) PSG 0btidos por CGAR-AT-EM......ccccoiiieiicece e
Figura 25. Espectro de massas do pico 1 do extrato em diclorometano das
AMOSIIAS PSB 8 PSG......oeiiiieee e s
Figura 26. Espectro de massas do pico 2 do extrato em diclorometano das

06
09
10

10
17

24

33

44

45

47

48

49

50

51

52

54

55

56

57

58

65

67

69

70



AMOSIIAS PSB 8 PSG......eiiiiiciee e
Figura 27. Espectro de massas do pico 3 do extrato em diclorometano das
AMOSIIAS PSB 8 PSG......eoiiiiiee s
Figura 28. Espectro de massas do pico 4 do extrato em diclorometano das
AMOSIIAS PSB 8 PSG......eiiiiiie e
Figura 29. Espectro de massas do pico 4a do extrato em diclorometano da
AMOSTIIA PSB.....cee e
Figura 30. Espectro de massas do pico 5 do extrato em diclorometano das
AMOSIIAS PSB 8 PSG......eiiiiiiie e s
Figura 31. Espectro de massas do pico 6 do extrato em diclorometano das
AMOSIIAS PSB 8 PSG......eicieiie e s
Figura 32. Espectro de massas do pico 7 do extrato em diclorometano das
AMOSIIAS PSB 8 PSG......eiciiiee e s
Figura 33. Espectro de massas do pico 8 do extrato em diclorometano das
AMOSIIAS PSB 8 PSG......eiiieiieee e e
Figura 34. Espectro de massas do pico 9 do extrato em diclorometano das
AMOSIIAS PSB 8 PSG......eiiiiieee e
Figura 35. Espectro de massas do pico 10 do extrato em diclorometano das
AMOSIIAS PSB 8 PSG......eiiiiciee e
Figura 36. Espectro de massas do pico 11 do extrato em diclorometano das
AMOSIIAS PSB 8 PSG......eiiieiiee e s
Figura 37. Espectro de massas do pico 12 do extrato em diclorometano das
AMOSIIAS PSB 8 PSG.....oeiiiiiie e e
Figura 38. Espectro de massas do pico 13 do extrato em diclorometano das
AMOSIIAS PSB 8 PSG.....oeiiiiiiee e
Figura 39. Cromatograma do extrato acetbnico da prépolis PSB, obtido por
CGARFAT-EM. ..ottt re e e et e e
Figura 40. Cromatograma do extrato acetdnico da propolis PSG, obtido por
CGAR-FAT-EM. ..ottt e aesaenresnenre s
Figura 41. Cromatograma do extrato em metanol da amostra PSB, obtido por
CGAR-FAT-EM. ..ottt st te et e st e saesaesnaeneas
Figura 42. Cromatograma do extrato em metanol da amostra PSG, obtido por
CGARFAT-EM. ..ottt b e ne s et e e
Figura 43. Cromatograma do extrato aquoso da prépolis Indiandpolis (IN), obtido
POF CLAE. ettt
Figura 44. Cromatograma do extrato aquoso da propolis do Norte de Minas (NM),
ODLIAO POI CLAE ...ttt bbbt
Figura 45. Cromatograma do extrato aquoso da prépolis de Santa Barbara (PSB),
ODLIAO POF CLAE ... ittt bbbt
Figura 46. Cromatograma do extrato aquoso da propolis de Sdo Gotardo (PSG),
ODLIAO POI CLAE ...ttt bbbt
Figura 47. Cromatograma do extrato aquoso da propolis Salomon (SAL), obtido
POF CLAE . ... ettt
Figura 48. Cromatograma do extrato etanolico da propolis M3 (ndo- verde), obtido
POI CLAE . ..ttt et e e st e e e st e e e snbe e e nnneeans
Figura 49. Cromatograma do extrato etandlico da prépolis Vermelha (ndo-verde),
(0] 01T [ o o] g @ I L SR
Figura 50. Cromatograma do extrato etanolico da prépolis de Sdo Gotardo PSG

Xi

70

70

71

71

71

71

72

72

72

73

73

73

74

74

76

76

79

79

80

80

81

82

83



(verde), OBtIdO POFr CLAE ..ottt 83
Figura 51. Cromatograma do extrato etanolico da propolis Coromandel 1 (verde),

(0] o) Lo [ o o] g @ I A TS 84
Figura 52. Cromatograma do extrato etandlico da propolis PerdGes 2 (verde),
(0] o) T [ o o] g @ I A OSSR 84
Figura 53. Cromatograma do extrato etanolico da prépolis Marrom de Tripui MT
(ndo-verde), Obtido POr CLAE.........co et 85
Figura 54. Cromatograma do extrato etandlico da propolis de Santa Béarbara PSB
(verde), OBtIdO POFr CLAE..........oiieii ettt 86
Figura 55. Cromatograma do extrato etandlico do broto de alecrim-do-campo,
(0] o) (T [0 o o] g @ I A OSSR 86
Figura 56. Cromatograma do extrato aquoso PSB no canal 272+8 nm no eluente
ACELONIITIA/AGUAL.......eeiveeceecie e et re e enes 94
Figura 57. Cromatograma do extrato aquoso PSG no canal 272+8 nm no eluente
ACELONIITIA/AGUAL.......ee et re e anes 94
Figura 58. Cromatograma dos padrdes pesquisados no canal 260+8 nm no eluente
ACELONIITTA/AGUAL ... ...ee et re e enes 95
Figura 59. Espectro de massas do extrato etanodlico da amostra PSB, obtido por
CLAE-IQPA-EM/EM N0 MO0 POSITIVO.......ccveiiiiicieiieiie et 97

Figura 60. Placa com ensaio de verificacdo de atividade microbicida das prépolis
PSB (a esquerda) e PSG (a direita) em varias concentracdes contra S. aureus,
comparados com antibioticos de CONrole............cooeieiiiiiiiiiee e 101
Figura 61. Placa com ensaio de verificacdo de atividade microbicida das prépolis
PSB (a esquerda) e PSG (a direita) em vérias concentracBes contra Marsa,

comparados com antibidticos de CONtrole............covveveiieii i 102
Figura 62. Placa com ensaio de verificacdo de atividade microbicida das prépolis

PSB (a esquerda) e PSG (a direita) em varias concentragdes contra S. aureus.......... 103
Figura 63. Placa com ensaio de verificacdo de atividade microbicida das prépolis

PSB (a esquerda) e PSG (a direita) em varias concentragdes contra Marsa............... 104
Figura 64. Grafico da curva de calibracdo obtida com os padrdes de &cido galico.... 107
Figura 65. Grafico da curva de calibracdo obtida com os padrdes de quercetina....... 109
Figura 66. Grafico da curva de calibracdo obtida com os padrdes de catequina

8]0 [ 17 Vo - USSP 110
Figura 67. Espectro no Infravermelho do residuo final da prépolis PSB................... 112

Figura 68. Cromatogramas dos extratos em diclorometano do broto de alecrim-do-
campo (a), folha de alecrim-do-campo (b), éleo essencial do broto de alecrim-do-
campo (c) e da amostra de propolis PSB (d)........ccoverireiininiiiieieeee e 113
Figura 69. Cromatogramas dos extratos em diclorometano da prépolis verde de
Perddes (a), propolis verde de Coromandel (b), prépolis verde de S&do Gotardo (c),
prépolis verde de Nepomuceno (d), propolis verde de Divindpolis (e), propolis
verde de Betim (F) ... 115
Figura 70. Cromatogramas do extratos em diclorometano da prépolis marrom
(ME) da regido de Bom Jardim em Uberléndia (a), prépolis M3 de Coromandel
(b), propolis verde-marrom do Norte de Minas (c), propolis marrom-escura de
Indiandpolis (d) e propolis marrom-escura de TriPUi (8)....cueveeververieeieeseereereeeeee 117
Figura 71. Cromatograma obtidos por CG/EM de: extrato em diclorometano da
prépolis preta de Ouro Preto (a), extrato em diclorometano de uma propolis do Rio
Grande do Sul (b), extrato em diclorometano da prépolis avermelhada de

Xii



Coromandel (c) e Espectro de massas do composto (1) marcador quimico MQ das
propolis de alecrim-do-campo (0).......coereirierireere e 119

Indice de Tabelas

Tabela 1. Faixas de absorcdo para diversos tipos de flavondides na regido do 07
UVIVISIVEL ..ottt ettt st besreene s eneas



Tabela 2. Ensaios espectrofotométricos utilizados no controle de qualidade da
propolis e suas caracteristicas..........c.cvvvvrvveiververierinnnn,

Tabela 3. Marca e grau dos reagentes Utilizados...........ccccvvevverueiieniene e seese e
Tabela 4. Amostras inicialmente trabalhadas e algumas de suas caracteristicas........
Tabela 5. Amostras Vegetais analisadas por CG/EM...........cccccocveveiieneiceiiecseeene
Tabela 6. Descri¢do do aparelho de CG/EM e das condigfes de anélise. - Propolis
ME e Resina de EUCAIPLO.......cc.cciiieeiiiie et
Tabela 7. Descricdo do aparelho de CG/EM e das condicGes de analise (6leos
essenciais e extratos em diclorometano das amostras de propolis)...........ccccceevvenenn.
Tabela 8. Descricdo do aparelho de CGAR-AT-EM e das condigbes de
ANALISE. ...t

Tabela 9. Gradientes e solventes usados nas analises por CLAE na

Tabela 11. Amostras etandlicas analisadas por CLAE...........ccccoeivineneinencieenns
Tabela 12. Alguns compostos e suas bandas de absor¢do no ultravioleta..................
Tabela 13. Compostos identificados por CG/EM na prépolis marrom (ME) sililada.
Tabela 14. Compostos identificados por CG/EM na amostra de resina hidrolisada
S]] 1] oo - VPSSR
Tabela 15. Compostos identificados no extrato aquoso da propolis marrom (ME)....
Tabela 16. Compostos identificados no extrato metanol:dgua da resina de
LU ToF: 1T o] (o TSRS
Tabela 17. Compostos identificados na solugdo hidrolitica da resina de eucalipto....
Tabela 18. Constituintes do 6leo essencial da PSB identificados por CG/EM...........
Tabela 19. Constituintes do 6leo essencial da prépolis PSG identificados por

Tabela 23. Constituintes do extrato em diclorometano das folhas de alecrim-do-
campo identificados POr CG/EM.........cccoiiiiiiiiiiiie it
Tabela 24. Principais compostos identificados no extrato em diclorometano do
broto de alecrim-do-campo identificados por CG/EM...........cccovvvveiiiiieiiiiiiiens

Xiv

07
13
14
15
16
16
18
19
20
31
34
45

46
47

48
49
51
52
54
55
56

57



Tabela 25. Tabela comparativa dos constituintes de cinco amostras vegetais e de
duas amostras de prépolis identificados por CG/EM.........cccccovvveieiiiiieiesieeneieienns
Tabela 26. Compostos identificados nas fracdes diclorometano advindas da
cromatografia de coluna de silica-gel, identificados por CG/EM...........c..ccccvvvrrrannnn.
Tabela 27. Compostos identificados nas fracdes diclorometano advindas da
cromatografia de coluna de silica-gel, identificados por CG/EM...........c..ccccvrvrrrnnnnn.
Tabela 28. Componentes do extrato em diclorometano da propolis PSB,
1dentificad0s POr CG/EM.......cviiiiiiiieiee s
Tabela 29. Constituintes do extrato em diclorometano da propolis PSB e PSG,
identificados Por CGAR-AT-EM.. ..o
Tabela 30. Constituintes do extrato acetonico da prépolis PSB identificados por
CGAR-AT-EM... ettt e e e sna e e e e e enae s
Tabela 31. Constituintes do extrato acetdnico da propolis PSG identificados por
(@17 AN I = |V SR
Tabela 32. Constituintes do extrato metanolico da prépolis PSB identificados por
CGAR-AT-EM. ..t e e e e e nrae e e snaeeeneae s
Tabela 33. Constituintes do extrato metandlico da propolis PSG identificados por
CGAR-AT-EM. ..t e e e et ae e e snreeanneae s
Tabela 34. Compostos identificados por CLAE e seus tempos de retencéo...............
Tabela 35. Tabela comparativa dos espectros UV/Vis dos picos encontrados nas
amostras etandlicas da propolis PSB, M3 e no broto de alecrim-do-campo...............
Tabela 36. Dados de alguns dos padrdes e seus espectros N0 UV.........cccccevvennenne.
Tabela 37. Compostos detectados no extrato etandlico da propolis PSB por CLAE-
IQPA-EMIEM.......ooe ettt et
Tabela 38. Valores obtidos por determinacdo de CHN do Residuo Final da propolis

Tabela 39. Valores das absorvancias obtidas no ensaio de determinacéo de fendis
totais pelo método de FOlin-Ciocalteau..............covevieiieiiciciecce e
Tabela 40. Teor de Fendis Totais em equivalentes de acido galico............cccccoeuennee.
Tabela 41. Valores obtidos no ensaio de teor de flavonodides em equivalentes de
quercetina em massa PEICENTUAL ........covviviiiiii e
Tabela 42. Valores obtidos no ensaio de teor de flavonodides em equivalentes de
quercetina em mMassa PEICENTUAL........cccviiiiiieieee e
Tabela 43. Atividade anti-radicalar/antioxidante das amostras de propolis................
Tabela 44. Area do pico do cOMPOStO 1 (M/Z 256)......c.ceverereerrerrereeeereeeeeeseeienenean,
Tabela 45. Constituintes do extrato em diclorometano da propolis marrom de
CoromaNdel (IM3) ..o bbb

XV

61

65

66

67

69

75

75

77

77
87

92
96

97

105

106
107

108
109

111
116



RESUMO

A propolis é um produto de constituicdo complexa elaborado pelas
abelhas a partir de resinas de A&rvores, ceras, pdlen, fragmentos de
vegetais e as proprias secrecOes salivares. Ela é usada para vedar a
colméia, facilitando o controle de umidade e temperatura, e protegé-la
contra o ataque de insetos e microorganismos.

A propolis apresenta propriedades bioldgicas importantes como
atividade antibidtica, microbicida, anti-cariogénica, antifungica,
antioxidante, antitumoral e cicatrizante.

A composicdo da prépolis depende da flora local e pode ter
coloracdo marrom, avermelhada, preta, branca e verde.

A prépolis verde se distingue das demais porque € feita
fundamentalmente da resina do broto do alecrim-do-campo (Baccharis
dracunculifolia), arbusto endémico de diversas regides do Brasil.

Neste trabalho, amostras de propolis verde foram analisadas por
métodos cromatograficos (CG-EM, CGAR-AT-EM, CLAE e CLAE-
IQPA-EM/EM), espectrofotométricos (fendis totais, teor de flavonoides e
atividade antioxidante) e quimicos. Outras amostras de prépolis (marrons
e preta) e amostras vegetais foram analisadas também, para a
caracterizacdo e verificacdo de similaridades de seus constituintes.

As técnicas que forneceram melhores informacdes sobre a
composi¢cdo quimica das amostras de propolis foram a CLAE-EM e CG-
EM. Foram identificados o acido cindmico e derivados, flavonoides,
alcanos e alcoois de cadeia longa, acidos carboxilicos e seus derivados
(principalmente ésteres), compostos aromaticos né&o-hidroxilados e
terpendides. Varios compostos ndo puderam ser identificados, com
destaque para os quatro isémeros de massa molar 270 e um composto de
massa molar 256 u.

Todas as amostras de propolis coletadas em regides onde existe
alecrim-do-campo apresentaram um marcador quimico, que é o composto

de massa molar 256 u mencionado acima. Este composto estd presente
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também no alecrim-do-campo mas ndo foi encontrado em amostras de
outros vegetais nem de propolis de regides onde ndo ha alecrim.

Os testes bioldgicos mostraram que as amostras de propolis PSG e
PSB possuem consideravel atividade microbicida, embora a concentracéo

minima inibitéria ndo tenha sido determinada.

ABSTRACT
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Propolis is a complex product elaborated by bees from tree resins,
waxes, pollen, plant fragments and bee salivary secretions. It is used to
seal and protect the hive against insects and microorganism attacks, and
to improve the temperature and moisture controls.

Propolis has good biologic properties like antibiotic, microbicide,
anti-cariogenic, antifungic, antioxidant, antitumoural and cicatrization
activities.

Propolis composition varies accordingly to the local flora and can
have brown, red, black, white or green color.

The green propolis distinguish itself from the others, because in its
constitution, there is a resin extracted from “alecrim-do-campo” buds
(Baccharis dracunculifolia), an endemic bush in certain regions from
Brazil.

At this work, green propolis samples were analyzed by
chromatographic (GC-MS, HT-HRGC-MS, HPLC and HPLC-APCI-
MS/MS), spectrophotometric (total phenols, flavonoids levels in
quercetin equivalents and antioxidant activity) and gravimetric assays.
Other propolis and plants samples were analyzed for identification and
verification of similarities in their constituents.

The HPLC/MS and GC/EM techniques furnished the best
information about the chemical composition of the propolis samples.
Cinnamic acid and derivatives, flavonoids, high chain alkanes and
alcohols, carboxylic acids and derivatives (mainly esthers), non-
hydroxilated aromatic compounds and terpenoids were identified. Many
compounds could not be identified specially the four isomers with MW
270 and one compound with MW 256.

All the propolis samples collected in areas where Baccharis
dracunculifolia was native, showed a chemical marker, a non-identified
compound with MW of 256 Da. This compound was found in this plant,
but not in other plants samples neither in propolis samples collected

where this plant was not present.
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The biological tests with PSB and PSG samples showed reasonable
bactericide activity, although the minimum inhibitory concentration

could not be determined.
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Introducéo

Nesta tese foram estudadas a composi¢cdo quimica de varias
amostras de propolis do Estado de Minas Gerais, com énfase especial na
propolis verde de Santa Barbara. Foram ainda estudadas a composicao
quimica de seis amostras vegetais que poderiam servir de pasto apicola
para a producdo de propolis.

A préopolis verde, geralmente exportada, €é um produto
genuinamente brasileiro, sendo o Estado de Minas Gerais, um dos
principais produtores. A fonte basica de matéria-prima da propolis verde
é a resina encontrada no broto do alecrim-do-campo. N&o existe um
marcador quimico que permita a classificagdo de uma amostra de
propolis como verde com facilidade e rapidez.

O uso de aparelhagem, no atual estado da arte no qual a quimica se
encontra, permite a separacdo de misturas complexas e a identificacdo de
seus constituintes, a partir de pequenas quantidades de amostra.

O presente trabalho, é constituido de um primeiro capitulo
versando sobre uma visdo geral das questdes relativas a propolis quanto
as suas utilizacdes, atividades biolégicas e aos diferentes tipos de
estudos relatados na literatura a respeito de sua composi¢do quimica. O
segundo capitulo relata os materiais e equipamentos utilizados para o
desenvolvimento das andalises das diferentes propolis. No Capitulo 3 sao
apresentadas as metodologias utilizadas. No Capitulo 4 sdo apresentados

0os Resultados e Discussdes, e por fim, as Conclusdes.
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Capitulo 1 - Visdo Geral sobre a Propolis e seus Estudos

Quimicos

O homem sempre soube utilizar os recursos naturais em prol de seu
bem estar e sua comodidade. O mel de abelha foi inicialmente o produto
mais comercializado e conhecido, enquanto a propolis era considerada
um produto secundario.

Com o advento da apicultura como uma atividade industrial
extrativista (embora ainda exista como uma atividade familiar e de
subsisténcia) e a difusdo do uso de extratos alcodlicos de prépolis no
combate a varias enfermidades, a prépolis e outros produtos apicolas
(polen de flores, geléia real, cera e o veneno de abelha) passaram a ter
um maior destaque entre os apicultores.

A propolis é um produto de constituicdo complexa elaborado pelas
abelhas a partir de resinas de troncos de arvores, ceras, polen,
fragmentos de vegetais e as proprias secrecdes salivares. Ela é usada
para vedar a colméia, possibilitando o controle da temperatura, umidade
e ventilacdo, e protegé-la contra o ataque de insetos e microorganismos®.

A prépolis depende da flora local e pode ter coloragdo marrom,
avermelhada, preta, branca e verde.

A prépolis verde se distingue das demais porque é feita
fundamentalmente da resina do broto do alecrim-do-campo (Baccharis
dracunculifolia), arbusto endémico de diversas regides do Brasil?.

A palavra prépolis tem origem grega e é formada pela combinacéo
de "pro" (defesa) e "polis" (cidade), o que explica bem a utilizacdo da
prépolis pela colméia®.

Referéncias sobre a utilizacdo da propolis datam do Egito Antigo e
da civilizacdo grega®.

Varios trabalhos sobre a propolis foram publicados em revistas
internacionais e nacionais e muitas patentes foram feitas sobre seus

compostos e suas propriedades. Em 2002, Neto et al. fizeram uma
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revisdo dos 100 anos de pesquisas da propolis e da tendéncia para o
aumento destas pesquisas e dos efeitos bioldgicos da prépolis®.

A prépolis apresenta propriedades bioldgicas importantes relatadas
por pesquisadores como por exemplo, a atividade microbicida, anti-
cariogénica, antifungica, antiprotozodria, antioxidante, antiviral,
antiinflamatoria, antitlcera, hepatoprotetora, antitumoral, estimulante do
sistema imunoldgico e cicatrizante, dentre outras®3*>®7,

O homem poderia utilizar estas notaveis propriedades em seu
favor, ndo apenas as ja conhecidas desde épocas anteriores, mas em
enfermidades contemporaneas como o cancer e a AIDS. Por outro lado,
além do uso terapéutico e alimentar, a inddstria cosmética apresenta
varios produtos que tém a propolis em sua constituicdo como cremes,
logdes, sabonetes, pasta dental, etc.

Atualmente, o Japdo e outros paises asidticos sdo responsaveis pela
compra de quase toda a producdo nacional de prépolis’. O preco de
mercado para a prépolis verde "in natura”, gira em torno de 120,00
(cento e vinte) Reais, cotado em dezembro de 2005.

O Sudeste brasileiro € a principal (sendo Unica) regido produtora
de propolis verde existente. Na Asia, a propolis é empregada no
desenvolvimento de medicamentos hepatoprotetores ou ainda para a
inibicdo de tumores cancerigenos®.

Ja foram identificados centenas de compostos na prépolis®?®.

A composicdo quimica da propolis se diferencia conforme a
vegetacdo e clima de cada regido, sendo que comumente a prépolis do
Estado de Minas Gerais tem uma coloracdo verde, preta ou marrom?. O
controle de qualidade da propolis muitas vezes é feito em funcdo dessa
coloracdo, que pode ter até um tom avermelhado. A prépolis verde
recebe atencdo especial por ser exportada em sua totalidade.

O pasto apicola ou o conjunto das espécies vegetais que possam
fornecer néctar e/ou pdlen para a manutencdo das col6nias e para a
producdo de mel e propolis, em particular o da regido sul do Estado de

Minas Gerais, apresenta uma espécie conhecida como alecrim-do-campo
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(Baccharis dracunculifolia). Esther Bastos?, Kumazawa et al.'® e Park et
al.'* demonstraram que o alecrim-do-campo é a principal fonte vegetal
da propolis brasileira comumente chamada de verde. As prépolis de
outras coloracdes (ndo-verdes) ndo exibem uma planta principal ou um
pasto apicola rigidamente constituido, em funcdo da grande diversidade
da flora brasileira.

Os pesquisadores Grange e Davey* (1990) pesquisaram a
atividade antibacteriana da propolis européia frente a bactérias gram-
positivas e negativas e atribuiram esta atividade a maior quantidade de
flavondides presentes na propolis européia, diferentemente de Neto et
al.>13 Pereira et al.'* e Park!® que confirmam a menor quantidade de
flavondides na propolis brasileira e maior abundancia de acidos
fendlicos. Véarios compostos fendlicos como os acidos p-cumarico,
caféico, ferulico e ésteres destes acidos foram descritos por Kadota et
al.'® e por Takaisi-Kikuni e Schilcher®’.

Recentemente, Park et al.*® analisou mais de 600 amostras de
propolis brasileiras, classificando-as em 12 grupos de acordo com seus
perfis cromatograficos. As amostras de prépolis do grupo 12
apresentaram perfis cromatograficos semelhantes aos do alecrim-do-
campo, sendo que essas amostras foram coletadas no Mato Grosso do
Sul, Goias, S&o Paulo, Parané e sul do Estado de Minas Gerais.

A artepilina, mostrada na Figura 1, foi identificada como sendo
um composto com grande potencial antitumoral e antibacteriano,

presente na propolis verde.

HO

OH

el

CHj
Figura 1. Estrutura da artepilina.
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Varias técnicas modernas, como a CLAE/EM, foram utilizadas por
diversos pesquisadores no estudo dos extratos etanolicos, mais
comumente usados na medicina popular. Kadota et al*® identificaram
muitos compostos com o uso de padrbes com tempos de retencao
conhecidos, para investigar amostras de propolis brasileiras por CLAE-
ESI-MS no modo negativo. Eberlin et al®® também utilizaram esta
técnica para identificar oito marcadores em amostras de propolis

1.1% identificaram os

brasileiras. Ainda com esta técnica, Kumazawa et a
principais constituintes de extratos etandlicos de amostras de propolis de
quatorze paises, pela comparacdo dos seus perfis cromatograficos.

Contudo, existe uma limitacdo na aplicacdo desta técnica, uma vez
gue apenas 0S compostos que absorvem radiacdo ultravioleta serdo
detectados, em funcdo do detector ultravioleta utilizado por estes
pesquisadores.

Neto et al.'®

. utilizaram a CGAR-AT-EM em extratos de propolis
brasileira para identificar compostos de menor volatilidade e maior
massa, com o uso de altas temperaturas. Contudo, esta técnica da
relevancia a compostos de maior massa em detrimento daqueles que
normalmente sdo identificados em temperaturas mais baixas.

O governo brasileiro instituiu normas para a industrializacdo e
comercializacdo da prépolis. A legislacdo brasileira descrita na Instrucao
Normativa n® 3 de 19 de Janeiro de 2001 nos seus anexos VI e VII?*
prevéem os valores considerados validos para a prépolis e seus extratos
hidroalcodlicos.

Esta legislagdo regulamenta uma série de caracteristicas como a
classificacdo da prépolis de acordo com a quantidade de flavondides
existentes (baixo teor: até 1,0 %; medio teor: entre 1,0 e 2,0 %; alto teor:
acima de 2,0 % em massa), a quantidade méaxima de cinzas (5%) e ceras
(25%) e a quantidade minima de flavondides (0,5% em massa) e
compostos fenolicos (5,0% em massa). Essa legislacdo ainda regulamenta

o teor de residuo seco (minimo de 11%) e a perda maxima por
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dessecacdo (8% em massa). Os ensaios sdo descritos na Farmacopéia
Brasileira??.

O controle de qualidade da prépolis, em muitas ocasides, ainda é
feito através de analise sensorial como cor, cheiro, aparéncia e
viscosidade. Pode-se ainda, fazer uso de técnicas mais sofisticadas como
0s ensaios espectrofotométricos e os ensaios cromatograficos, baseados
na cromatografia gasosa e na cromatografia liquida.

Os ensaios de menor complexidade wusados no controle de
qualidade sdo a determinacdo de ceras, de cinzas, &gua e a determinacgdo
do teor de volateis®®.

O espectro ultravioleta (UV) de flavondides € geralmente
determinado em metanol. Ele consiste de duas bandas de absor¢cdo nas
faixas entre 300-550 nm (banda 1) e entre 240-285 nm (banda II). A
posicdo precisa e as intensidades relativas destes méaximos fornecem
informacdes acerca da natureza do flavondide e de seu padrdo de
substituicdo. As duas bandas sdo formadas de acordo com as duplas
ligagbes existentes nos anéis A e B do flavonéide?*, mostrado na Figura
2.

0 (A)

Figura 2. A numerag&o convencionada e a estrutura basica de um flavondide (A) e um
flavan-3-ol (B)*.

A Tabela 1 mostra as faixas de absorgdo de algumas classes de

flavonoéides e as suas faixas de absorcdo na regido do ultravioleta®*.
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Tabela 1 - Faixas de absorcdo para diversos tipos de flavondides na regido do
UV/Visivel**

Banda Il (nm) Banda I (nm) Tipo de flavonoide
250-280 310-350 Flavona
250-280 330-360 Flavondis (3-OH substituidos)
250-280 350-385 Flavonois (3-OH livres)
245-275 ombro 310-330 Isoflavonas
945-275 0ico em 320 Isoflavpna_s (5-deoxi-6,7-
dioxigenadas)
275-295 ombro 300-330 Flavanonas e diidroflavonols
230-270 (baixa 340-390 Chalconas
intensidade)
230-270 (baixa 380-430 Auronas
intensidade)
270-280 465-560 Antocianidinas e antocianinas

O wuso dos ensaios espectrofotométricos para o controle de
qualidade da prépolis se baseia na diferenca entre as quantidades de
radiacdo de luz ultravioleta emitidas pelo aparelho e absorvidas pelos
analitos presentes em uma amostra, em um dado comprimento de onda. A
concentracdo de um dado analito é quantificada com o uso de um padrdo
externo. Os espectros no UV/Vis podem ser comparados com os de
outros compostos em bancos de dados de espectros.

Os ensaios espectrofotométricos mais usados na certificacdo da
qualidade de amostras de prépolis®* (com excecdo do ensaio com DPPH)
sdo mostrados na Tabela 2, a seguir, com o0s respectivos dados e

padrdes.

Tabela 2. Ensaios espectrofotométricos utilizados no controle de
gualidade da prépolis e suas caracteristicas

Comprimento de

) Tipo de Padréo
Ensaio Reagente 5 onda observado
reacao usado )
no UV/Vis (nm)
o ) Folin- Formacéo de ) .
Fenois Totais Acido galico 760
Ciocalteau complexo
Teor de Cloreto de Formacdo de Quercetina 425
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flavondides  aluminio complexo

o Decaimento _
Atividade Catequina

o DPPH de coloragédo ] 517
Antioxidante hidratada

por consumo

Embora estes ensaios utilizem uma determinacgdo indireta com o
uso de padrdes externos de compostos fenolicos e flavonodides, eles
permitem uma comparacdo direta entre 0s potenciais de amostras
diferentes e a comparacdo com outras amostras ja analisadas.

Os ensaios espectrofotométricos mais comumente usados para se
determinar a qualidade da prdpolis sdo: o ensaio de fendis totais com o

21,23, e

reagente de Folin-Ciocalteau®®, teor de flavondides em quercetina
o0 ensaio de atividade anti-radicalar com o composto DPPH?® (1,1-difenil-
2-picrilhidrazila).

O ensaio para a determinacao de fendis totais emprega o reagente de
Folin-Ciocalteau, que nada mais é que uma solucdo acida de complexos
poliméricos dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico. Este reagente
de cor amarela oxida os fenolatos e reduz os A&cidos deste reativo
formando um complexo de molibdénio-tungsténio de cor azul. A natureza
destes complexos foi parcialmente explicada por Singleton e Rossi?’

Este reagente, mais conhecido com “reagente para fenodis”, forma
um complexo que pode ser detectado espectrofotometricamente por causa
de um grupo croméforo que exibe absor¢cdo maxima em 760 nm. Pode
ainda ser wusado na forma de spray em certos procedimentos
cromatograficos?®.

O ensaio de determinacédo de flavondides em teor de quercetina foi
adaptado a partir do ensaio de plantas da farmacopéia alemd®® por
Woisky e Salatino?® que passaram a utilizar este método para quantificar
0s constituintes naturais da propolis e utilizar os resultados para fazer
um controle de qualidade quimico para tinturas e amostras cruas de
propolis. A solucdo de cloreto de aluminio (AICI3) em metanol

disponibiliza o cation aluminio para formar complexos estaveis com o0s
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flavondides em metanol, ocorrendo na anélise espectrofotométrica um
desvio para maiores comprimentos de ondas (deslocamento batocromico
de 50 a 60 nm da Banda I) e uma intensificacdo da absorcdo do grupo
cromoforo, mostrado na Figura 3.

Assim, é possivel a quantificacdo dos flavondides, impedindo-se a
interferéncia das outras substancias fendlicas, principalmente dos acidos
fendlicos presentes na propolis. Nestas condi¢cbes, o complexo
flavondide-aluminio absorve em comprimentos de ondas maiores do que
o flavondide sem a presenca do complexante. A quantificacdo é feita

geralmente com o uso de um padrdo externo, geralmente a quercetina.

O—-—Al+

OH

HO 0]

OH o} NS
Al

Figura 3. Formacdo do complexo de flavondides com cloreto de aluminio®®?*.

O ensaio de atividade antioxidante e/ou anti-radicalar com DPPH é
um método que utiliza um radical para se estimar a atividade
antioxidante. Este composto®® mostrado na Figura 4, possui um radical
livre estdvel de coloragdo violeta, que ao entrar em contato com alguma
substdncia que possua atividade antioxidante, sofre descoloracdo e
diminuicdo da tonalidade violeta. O decaimento da coloragdo ¢
proporcional a diminuigdo da concentracdo do DPPH, que é acompanhada

pela medi¢do da absorvancia deste composto em 517 nm.
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HO

HO

Figura 4. Estrutura do radical DPPH.

Os padrdes externos geralmente usados nas determinacgdes de
atividade antioxidante sdo a epicatequina, a catequina e o alfa-tocoferol,
mostrados na Figura 5. Sdo compostos com propriedades antioxidantes
comprovadamente reconhecidas, como os utilizados por Chen et al.?®,
qguando investigaram a atividade antioxidante de isoflavonas da soja com

DPPH.

OH

OH

OH

OH

OH

Figura 5. Estrutura de padrdes com propriedades antioxidantes (1. a-

tocoferol, 2. catequina e 3. epicatequina).

Arts et al.®"3? quantificou a catequina em uma grande variedade de
produtos alimentares como chés, vinhos, frutas e sucos, chocolate, etc., o
que possibilitou uma comparacdo do potencial antioxidante em teor de
catequina existente nestes alimentos com as amostras de propolis,

embora estas amostras possam néo ter catequina em sua composicéo.
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Além dos ensaios espectrofotométricos, os ensaios de identificacao
dos constituintes da propolis sdo facilitados com o uso da cromatografia.
A cromatografia pode ser liquida ou gasosa*>.

A cromatografia apenas separa 0s constituintes da mistura e a
identificacdo destes constituintes é feita com a ajuda de um detector. Um
dos detectores utilizados foi o do tipo espectrometro de massas, tendo
sido muito utilizado em conjunto com a cromatografia gasosa, e/ou com
insercdo direta "on-column™ em altas temperaturas, ou interfaceada com
a cromatografia liquida, todos na tentativa de se identificar os compostos
existentes na propolis.

A andlise por cromatografia liquida com detector do tipo diode-
array, apresenta boa separagdo e deteccdo de compostos presentes em
produtos naturais. Contudo, alguns compostos podem ndo absorver
energia na faixa do UV e desta forma nédo serdo detectados com esta
técnica. As colunas de fase reversa com empacotamentos de silica
geralmente sdo capazes de separar compostos de polaridades e tamanhos
diferentes, mas isOmeros presentes em produtos naturais ndo sao
facilmente separados, quando detectados. O uso de padrbes analiticos
para a identificacdo de compostos € de grande valia e devem ser
utilizados sempre que possivel, em conjunto com bancos de dados.

Alguns perfis cromatograficos de extratos etandlicos da préopolis
foram investigados e comparados com padrdes de isoflavonas (existentes
na soja) para a verificacdo de sua presencga’*.

Na anélise de produtos naturais, a separa¢do dos constituintes foi
melhorada com o uso de métodos cromatograficos. Aliada a estes
métodos, técnicas de identificacdo como a espectrometria de massas>°, o

uso de detectores de ultravioleta®*3®

e a Ressonancia Magnetica Nuclear
de Hidrogénio e Carbono®’ permitiram a identificacdo de milhares de
compostos presentes em produtos naturais.

Mas o aparecimento de misturas complexas e de amostras sazonais
em quantidades limitadas, como no caso da prdpolis, podem esbarrar em

problemas na identificacdo pela ndo existéncia em bancos de dados de
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espectros de massas e ultravioleta, assim como pela dificuldade de
separacdo de isdbmeros com propriedades fisico-quimicas semelhantes.
Bezzan®® estudou uma prépolis marrom (colhida entre uma
pastagem de Brachiaria decumbens e um reflorestamento de eucalipto da
espécies Eucalyptus urophylla) da regido de Uberlandia, Minas Gerais.

129 e Timmermann et al.®°

Kadota et a utilizaram a Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometro de Massas, no estudo de amostras de
propolis, em funcdo da grande complexidade dos compostos existentes na
propolis.

O objetivo do presente trabalho é estudar amostras de prépolis de
varias partes de Minas Gerais, com énfase especial na prépolis verde.
Para tanto serdo utilizadas as técnicas tradicionais de caracterizacdo de
propolis, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(muito sensivel, permite maior visualizacdo da origem boténica produtos
vegetais) e a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas,
gue evoluiu muito ultimamente gracas a possibilidade de detectar

moléculas de alta massa molar.
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Capitulo 2 - Materiais e Aparelhagem

2.1. Reagentes utilizados

Os solventes utilizados possuiam grau de pureza analitico (P.A.)

ou grau cromatografico/espectroscopico e sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Marca e grau dos reagentes utilizados

Nome do Produto

Marca do Produto

Grau do produto

Acetona Isofar e Quimex P.A.
Acetonitrila Proquimios UVIHPLC
Espectroscdpico
Acido Acético Glacial Quimex P.A.
Acido Cloridrico Quimex P.A.
Acido Fosforico Synth P.A.
Acido Gélico Sigma-Aldrich P.A.
Alcool Etilico Proquimios UV/HPLC
Alcool Metilico Proquimios UV/HPLC
BSTFA Sigma-Aldrich P.A.
Butanol Vetec P.A.
Carbonato de sddio Reagen P.A.
Catequina Hidratada Sigma-Aldrich P.A.
Cloreto de Aluminio Vetec P.A.
Cloroférmio Reagen e Vetec P.A.
Diclorometano Vetec P.A.
DPPH Sigma-Aldrich P.A.
Quercetina Sigma-Aldrich P.A.
Reagente de Folin Sigma-Aldrich e Vetec P.A.
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2.2. As amostras de prépolis

A Tabela 4 abaixo mostra a procedéncia e a época da colheita das

amostras analisadas.

Tabela 4. Amostras inicialmente trabalhadas e algumas de suas
caracteristicas

Denominacdo da amostra Cor Regido Epoca da colheita

ME Marrom Uberléndia 2000

PSG Verde Séo Gotardo Set/2001

PSB Verde Santa Barbara Set/2001

M3 Marrom Coromandel Maio/2005

VE Vermelha Coromandel Maio/2005
Verde de Perddes Verde Perddes 2005
Verde de Coromandel Verde Coromandel 2005
Verde de Nepomuceno Verde Nepomuceno 2005
Verde de Divinopolis Verde Divindpolis 2005
Verde de Betim Verde Betim 2005
Norte de Minas Verde/marrom Minas 2005
Indiandpolis (IN) Marrom escura Indiandpolis 2001
Tripui Marrom escura Tripui 2005
Preta de Ouro Preto Preta Ouro Preto 2005
RGS Marrom Rio Grande do Sul 2005
Salomon n.i. Dinamarca 2000

A amostra ME foi coletada ao lado de um reflorestamento de
eucalipto, numa regido situada a 40 Km de Uberlandia-MG, com pasto
apicola constituido por uma floresta de Eucalyptus urophilla, capim
Brachiarea decumbens e vegetacdo tipica do cerrado. Todas as demais
amostras foram obtidas a partir de colméias comerciais, sendo que a
amostra de prdopolis PSB foi fornecida pelo apiario Santa Barbara. O tipo
de flora das amostras (com excecdo da amostra ME) foi classificado

como silvestre pelos apicultores que as forneceram. As amostras foram
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lacradas em sacos plasticos e acondicionadas apropriadamente sob
refrigeracgéo.

Além dessas, algumas amostras vegetais também foram analisadas
e estdo apresentadas na Tabela 5:

Tabela 5. Amostras vegetais analisadas por CG/EM

Planta Regido Epoca da colheita
Assa peixe Sdo Gotardo 2000
Broto de alecrim-
Perddes Set/2001
do-campo
Folha de alecrim-
Perddes Set/2001
do-campo
Flor de eucalipto Uberlandia Maio/2002
Resina de . )
) Uberlandia Maio/2002
Eucalipto (RE)
Folha de Maria _
Coromandel Maio/2005

preta

2.3. Descricdo de aparelhos e condi¢cdes de anélise CG/EM

As condic¢Ges de analise dessas amostras por CG/EM sdo mostradas
nas Tabelas 6 e 7:
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Tabela 6. Descricdo do aparelho de CG/EM e das condicGes de andlise. -
Propolis ME e Resina de Eucalipto
HP modelo 5890, série Il
Equipamento Acoplado a um espectrometro de massas
(30 metros x 0,25 mm de diametro interno)
Condig¢des de analise

Coluna Temperatura inicial de 75°C com razéo de
DB-5 (30 metros aquecimento de 10°C por minuto até 325°C por 10
x 0,25 mm de minutos com tempo total de corrida de total de
diametro interno corrida de 30 minutos.

Injetor (°C) 325
Interface (°C) 300

A faixa de massa analisada foi de 40 a 400 Daltons com ionizacdo
por impacto de elétrons (70 eV).

Tabela 7. Descricdo do aparelho de CG/EM e das condi¢des de analise (6leos essenciais
e extratos em diclorometano das amostras de propolis)
Shimadzu GC-17/

Equipamento

QP-5000
CondicOes de analise
Coluna Temperatura inicial de 60°C e razao de
DB-5 (30 metros aquecimento de 3°C/minuto até 240°C por 20
x 0,25 mm de minutos, com tempo total de corrida de 100
didmetro interno minutos.
Injetor (°C) 220
Interface (°C) 240

A faixa de massa analisada foi entre 40 e 400 Daltons com
ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV).

Todas amostras de propolis foram analisadas nestas condi¢gdes com
excecdo das amostras analisadas por CGAR-AT-EM e CLAE-IQPA-
EM/EM.

2.4. Extrator do tipo SDE (“Simultaneous Destillation

Extractor”)

As amostras do pasto apicola analisadas por CG/EM foram
preparadas a partir de flores (ou folhas) extraidas em um extrator do tipo
SDE, mostrado na Figura 6.
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il

Bla

7 1) Extrator cde Clevenger

118

170

\j‘ 2) Extrator de Clevenger
modlificaclo (SDE) para
extracao em contra-corrente

Figura 6. Desenhos esquematicos de extratores de Oleo essencial: 1)
Extrator de Clevenger e 2) Clevenger modificado (SDE).

Os extratores do tipo Clevenger ou SDE sédo extratores de destilagdo
qgue funcionam pelo arraste de vapor. No SDE, aquece-se o baldo A com
a amostra e o baldo B com um solvente organico (geralmente
diclorometano). Os compostos volateis da amostra sdo arrastados e
condensados, passando para o baldo B, que é posteriormente removido e
seu conteudo é concentrado em um evaporador rotatorio, seco com
material secante (como por exemplo, cloreto de calcio anidro) e
analisado por CG/EM. Um procedimento semelhante é feito com o
aparato do tipo Clevenger, com a diferenca que a fragcfes arrastadas sao

retiradas pela torneira abaixo do ponto B.
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2.5 Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo em Altas
Temperaturas acoplada a Espectrometria de Massas
(CGAR-AT-EM)

Esta técnica utiliza altas temperaturas para detectar substancias
pouco volateis, termolébeis e de alto ponto de ebulicdo. As condicbes de

analise sdo mostradas na Tabela 8.

Tabela 8. Descri¢do do aparelho de CGAR-AT-EM e das condic6es de anélise

eECqC‘)Jr']g"I"”;eers‘tge GC HP-5890 11 com coluna
¢ DB-5HT (15 metros x 0,25

HP-5972 (EM)

andlise mm) CGAR-AT-EM
(° Celsius)
Inicial a 40 °C com razdo de
aquecimento de 10°/min. até
Coluna 390° por 10 minutos com
tempo total de corrida de 42 i
minutos.
Injetor - 400
Interface 390 390

A faixa de massa analisada foi de 40 a 400 Daltons com ionizacgéo
por impacto de elétrons (70 eV).

A quantificacdo foi feita em um cromatégrafo HP-5890-11 com
injecao do tipo “on-column”, com volume injetado de 1 pL de amostra e
H, como géas carreador.

Utilizou-se detector por ionizagcdo em chama (DIC) a 400°C para a

quantificacéao.

2.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Descricdo dos aparelhos e condicfes de analise
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2.6.1. CLAE (UFU)

CLAE em um
cromatégrafo liquido da marca Shimadzu modelo SCL-10A VP equipado
com detector SPD-M10A VP do tipo diode-array (leitura na faixa de 190
a 600 nm), localizado no Instituto de Quimica da Universidade Federal

Algumas amostras foram analisadas por

de Uberlandia (UFU). Este aparelho possui um sistema de bombeamento
quaternario LC-10AD VP e uma estacao de tratamento de dados. Foram
usados dois gradientes, sendo um para a investigagdo de compostos
fendlicos e comparacdo com uma tabela de padrdes (gradiente 1) e outro
para a investigacdo de isoflavonas (daidzina, daidzeina, genistina e
genisteina) e os padrdes de flavanona e flavona (gradiente 2). Estes

gradientes sdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9. Gradientes e solventes usados nas analises por CLAE na UFU

Eluente Gradiente 1 (min)
Metanol/agua 0 40 45 50 55
(com 0,1 % de H3POy) 20/80 100/0 100/0 20/80 20/80
Eluente Gradiente 2 (min)
Acetonitrila/dgua 0 30 33 35 36
(com 0,1 % de CH3COOH) | 20/80 55/45 20/80 20/80 20/80

A coluna utilizada foi de fase reversa CDC-ODS (R18). O volume
injetado em cada corrida foi de 20 pL com um fluxo de 1 mL/min. Antes
de se efetuar a corrida, as amostras e os padrdes foram passados por um
filtro em seringa de polipropileno descartavel de celulose regenerada de

porosidade 0,45 pm.

2.6.2. CLAE (INIA)

A Descricdo do aparelho e condicdes de andlise
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A CLAE foi realizada em um cromatografo liquido HP modelo
1050 M, provido de um sistema de bombeamento quaternario, detector do
tipo diode-array modelo 1040 M (leitura na faixa de 190 a 600 nm) e
estacdo de tratamento de dados. Essas analises foram feitas no INIA
(Instituto de InvestigacGes Agrarias) na cidade de Madri (Espanha). A
coluna utilizada era do tipo Hypersil ODS (fase reversa) de 200 x 4 mm.
de didmetro interno, com particulas de 5 um. A Tabela 10 mostra os

gradientes que foram usados:

Tabela 10. Gradientes e solventes usados nas andlises por CLAE no INIA

Eluente Gradiente 1 (min)
Metanol/agua 0/100 80 90
(com 0,1 % de H3POy4) 20/80 60/40 100/0
Eluente Gradiente 2 (min)
Metanol/agua 0 40 45
(com 0,1 % de H3POy4) 20/80 100/0 100/0

Os eluentes que propiciaram os melhores resultados foram: A:
MeOH-H3PO,4 (999:1) e B: H;0-H3PO, (999:1) combinados em dois
gradientes: 1: A:0 e B:100 (0 min); A:60 e B:40 (80 min); e A:100 e B:0
(90 min); 2: A:20 e B:80 (0 min); A:100 e B:0 (40 min); e A:100 e B:0
(5 min). A vazio foi de 1 mL/min, a temperatura do forno, 30 °C e foram
injetados 20 pL. A Dbiblioteca do aparelho continha 114 padrdes de

compostos fendlicos mais comuns.

2.6.3. CLAE/EM com ionizagcdo quimica a pressao
atmosférica (HPLC-APCI-MS/MS)

Foi usado um cromatdégrafo liquido da marca Shimadzu modelo
SCL-10A VP equipado com detector SPD-M10A VP do tipo “diode-
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array” (leitura na faixa de 190 a 600 nm), equipado com autosampler
SIL-10ADvp e uma estagdo de tratamento de dados. Foi usada uma
coluna de fase reversa CDC-Fenil de 25 cm x 4,6 mm d.i., com um fluxo
total de 1,0 mL/minuto e volume injetado de 20,0 pL. Estas analises
foram feitas no Instituto de Quimica da Universidade Federal de Séo
Carlos (UFSCar). O gradiente foi feito com metanol e acetonitrila 1:1
com 1,0% de acido formico (Solvente B) e agua com 1,0% de acido
férmico (Solvente A). Os solventes passaram por um desgaseificador
modelo DGU-14A.

A amostra PSB foi injetada com o seguinte programa: Metanol
acetonitrila a 20% inicialmente, indo a 100% ap6s 40 minutos em uma
corrida total de 50 minutos.

O espectrometro de massas da marca Micromass modelo Quattro
LC foi conectado a saida do cromatégrafo liquido. O espectrometro de
massas foi usado no modo positivo com ionizacdo no modo APCI.

As condicdes experimentais usadas neste experimento com o probe
APCI no modo positivo (AP+) foram: Tuning Parameters: AP+, Source
Page (APCI), Corona 2,32 kVolts, Cone 41 Volts, Extractor 4 Volts, RF
Lens 0,60 Volts, Source Block Temp 150 °C.

2.7. Analise Elementar CHN

O aparelho utilizado foi um Analisador de Elementos da Perkin-Elmer
modelo 2400 CHN da série Il da Universidade de Sao Paulo (USP).

2.8. Analise por Infravermelho

A anéalise foi feita em um aparelho da marca Shimadzu modelo
FTIR 8101 do Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU).
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2.9. Analise por Ultravioleta

Os ensaios foram feitos em um espectrofotobmetro da marca Hitachi
U-2000 do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU).

Capitulo 3 — Metodologia

3.1. A rota de extracdo da proépolis

A rota bésica de extracdo foi a rota proposta por Banskota® Esta

rota tem especial importancia uma vez que a fragdo soluvel em acetato de
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etila da propolis brasileira por ele estudada, apresentou notavel atividade
citotoxica.

A esta rota foram incorporadas diversas técnicas de analise
(Espectrofotométricas, Gravimétricas, Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM), Cromatografia Gasosa de Alta
Resolugdo em Altas Temperaturas (CGAR-AT-EM), Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Espectrometro de Massas com loniza¢gdo Quimica a
Pressdo Atmosférica/Eletrospray (HPLC-APCI-ESI-MS/MS).

As diversas etapas de extracdo sdo mostradas na Figura 7, a seguir.

Amostra ~ Rota Propolis Ensaios espectrofotométricos ——» PSB
PSB  Banskota Fendis Totais, Flavondides PSG
2009 em Quercetina, Atividade Marrom 3
Volateis Anti-radicalar, antioxidante Vermelha
CG/EM |——— : CG/EM
0,70 g || Umidade ‘ Amostras Vegetais
129 | Resina e Flor de Eucalipto
Folha de assa-peixe

’ Folha de Maria-preta
Folha de alecrim

Extrato Aquoso Reidgo 1 CG/EM e CLAE
(CLAE) B Broto de alecrim
Ensaios microbiolégicos

CGAR-AT-EM

PSB e PSG
Extrato Residuo 2

Metandlico 3969 CLAE-IQPA-EM/EM
CG/EM PSB

Residuo 3
Extrato

Cloroférmico

Residuo Final

3,68 ¢
IVTF, CHN

CG/EM

Residuo 4 1
0,759

JU—
‘ Extrato em
| acetato de etila

Teor de Ceras PSB
. —_—
Teor de Cinzas PSG
Coluna de Silica-Gel ‘ Volateis
| Separagdo em Fracgées Residuo Seco

Figura 7. Etapas da extracdo da propolis da amostra PSB com as
respectivas massas e resumo das andlises executadas (outras amostras
vegetais e de prdpolis).
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3.2. Preparacao dos extratos de prdépolis

Os procedimentos de preparacdo dos extratos foram os mesmos para
todas as amostras de prépolis, com um dado solvente.

O extrato metanolico foi obtido a partir de 5,0 g de amostra em
400,0 mL de metanol sob refluxo em Sohxlet por 5 horas.

O extrato aquoso (com excecdo da amostra comercial Salomon SAL)
foi obtido a partir de 20,0 g de amostra em 400,0 mL de agua destilada,
aquecida por duas horas a 80 °C.

O extrato etandlico foi obtido a partir de 5,0 g de amostra em 100,0
mL de etanol 95 % a temperatura ambiente, no escuro, com eventual
agitacdo por uma hora. Todos os extratos foram filtrados com papel de
filtro quantitativo (d.i. 12,5 cm) e mantidos sob refrigeracao.

Os extratos em diclorometano das amostras de préopolis foram obtidos
dissolvendo-se aproximadamente 100 mg de propolis em 1,0 mL de
solvente, por 1 hora, com agitacdo periddica, filtrados e analisados por
CG/EM. O extrato de folha de alecrim-do-campo foi feito com uma
massa aproximada de 30 gramas de folha em 20 mL de diclorometano,
em repouso a temperatura ambiente, por uma hora, filtrado e analisado
por CG/EM.

3.3. Separacdo dos constituintes da propolis por

cromatografia em coluna

O extrato da prépolis PSB e seus residuos foram obtidos segundo a
metodologia proposta por Banskota®, mostrado na Figura 7.

A 20,0 g de propolis foram adicionados 400,0 mL de Aagua
destilada, em um béquer de 1,0 L, com agitacdo, por duas horas a 80°C;
filtrou-se e repetiu-se a extracdo mais uma vez. A porc¢do insolavel em
agua, denominada de residuo 1, foi em seguida extraida por duas vezes
sob refluxo com 800,0 mL de metanol por duas horas, obtendo-se o

extrato metanolico apos filtracdo em papel de filtro. A parte insoluvel
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em metanol, denominada de residuo 2, foi extraida por duas vezes com
800,0 mL de cloroférmio a temperatura ambiente, obtendo-se o0 extrato
cloroformio apos filtracdo e a porcdo insolivel foi denominada residuo
final (RF).

O extrato metandlico foi concentrado em evaporador rotativo a 40
°C, resultando em um residuo seco denominado residuo 3 que foi
extraido com acetato de etila e a parte insoluvel em acetato de etila foi
denominada de residuo 4. O extrato em acetato de etila foi
cromatografado em uma coluna (70 x 10 cm) de silica gel empacotada
com cloroférmio, e eluida com 2,0 L dos seguintes eluentes: 3 x 5 %
MeOH:CHCl3, 2 x 10 % MeOH:CHClI3, 3 x 20 % MeOH:CHCI3, 30 %
MeOH:CHCIl3, 40% MeOH:CHCIl;, 50 % MeOH:CHCIl;, 60 %
MeOH:CHCI3; e 100 % MeOH. Igual procedimento foi feito com a fracéo
insoluvel em acetato de etila. Foram coletadas fracdes de 10 mL e todo o
procedimento foi acompanhado por cromatografia em camada delgada e
gasosa para se verificar se havia a possibilidade de separacdo de algum
componente.

Todos os extratos relevantes foram submetidos as cromatografias
gasosa e liquida e o residuo final, insoltvel nos solventes empregados,

foi caracterizado por espectroscopia no Infravermelho.

3.4. Analise da propolis bruta
3.4.1 Determinacao da quantidade de cera

3,0000 g de amostra pulverizada em almofariz foram extraidos em
um baldo de 500,0 mL com cloroférmio em um extrator do tipo Sohxlet
por 6 horas?’. Os extratos foram concentrados em um evaporador rotativo
e 120,0 mL de metanol a quente foram adicionados ao residuo. Essa
mistura foi levada a ebulicdo até que houvesse uma solugdo limpa no
topo e uma pequena quantidade de residuo oleoso. A fase metandlica foi

filtrada a quente, utilizando-se filtro de papel n® 1, para um frasco
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previamente pesado de 150,0 mL. Este fracos e o seu conteudo foi
resfriado a 0 °C e novamente filtrado com outro filtro de papel n° 1
quantitativo previamente pesado. O frasco e o residuo foram lavados com
25 mL de metanol gelado. Depois de secadas em temperatura ambiente, o
frasco e o papel de filtro com o residuo, foram armazenados em um
dessecador até massa constante. as amostras foram armazenadas em
dessecador até massa constante. As massas de ceras do frasco e do papel
de filtros foram somados e calculou-se por diferenca, o percentual de

cera na amostra bruta?®.

3.4.2 Determinacado da quantidade de cinzas

O contetdo de cinzas das amostras foi determinado segundo o
procedimento recomendado pela farmacopéia dos Estados Unidos da
América XXI1*°. Em um cadinho de porcelana previamente levado ao
rubro, seco e tarado, colocou-se uma amostra com massa de 2,0000 g de
propolis. O cadinho com a amostra foi aquecido em uma mufla a 560 °C
por 1 hora. O cadinho foi deixado resfriar na mufla por 1 hora e entdo foi
levado a um dessecador até que sua massa estivesse constante. O teor de
cinzas foi dado pelo valor percentual determinado pela diferenca da
massa inicial de propolis com a massa seca da se¢do 3.4.4. p. 27. Este é

o residuo mineral fixo.

3.4.3 Determinacdo dos componentes volateis

A extragdo dos componentes volateis das amostras PSB e PSG foi
feita em um extrator de Clevenger, utilizando-se em cada caso massa de
amostra em torno de 2,0 gramas e 750,0 mL de &gua bidestilada. O
sistema permaneceu em refluxo por seis horas. A fase organica foi
extraida com éter etilico, secada com sulfato de magnésio anidro e
analisada por CG/EM, com as respectivas condi¢cfes de analise da Tabela
7, p. 16.
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3.4.4 Residuo seco das substancias volateis

10,00 g de cada amostra de propolis foram colocadas em um vidro
de relégio e aquecidas em um forno a 105 °C por cinco horas, resfriadas
a temperatura ambiente e armazenadas em um dessecador. A massa das
substancias volateis foi determinada por diferenca de massa das amostras

antes e ap0s o0 aquecimento.

3.5. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM) e Cromatografia gasosa de alta resolucéao
em altas temperaturas acoplada a espectrometria de massas
(CGAR-AT-EM)

3.5.1. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM)

Na espectrometria de massas empregou-se energia de impacto de
70 eV e foram coletados fragmentos de 40 a 650 Da. Para a identificacao
dos compostos foi usada uma biblioteca de espectros de massas acoplada
ao aparelho (Wiley 239) e indices de Kovat. Foram considerados apenas
compostos com porcentagem média acima de 1,0 %.

O volume injetado de amostra foi de 1,0 pL.

3.5.1.1. Preparacdo das amostras

Os extratos da prépolis Marrom (ME) e da resina de eucalipto (RE)
foram preparadas agitando-se 1 g da amostra em 5 mL do solvente,
filtradas apds 30 minutos e analisadas por CG/EM e CLAE.

A hidrdlise da resina de eucalipto foi feita em um tubo fechado
contendo 0,1 g da amostra em 2 mL de butanol-HCI (5 % em volume de
HCIl concentrado), durante 1 h a 95 °C. Depois filtrou-se. Para se
proceder a derivatizacdo, evaporaram-se todos o0s solventes a baixa
pressdo e a temperatura de 40 °C, em uma estufa a vacuo. Adicionou-se

0,2 mL do reagente de derivatizacdo (BSTFA) e ap6s 5 minutos,
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procedeu-se a andlise por CG/EM. As condi¢clGes estdo descritas na
Tabela 6, p. 16.

Os extratos analisados por CG/EM foram os componentes volateis
(descritos na secdo 3.4.3. p. 27); a fracdo soluvel em acetato de etila foi
eluida com diclorometano; o extrato metandlico e o extrato cloroférmico,
todos estes pertencentes a rota de Banskota. Ainda foram analisados o0s
extratos das amostras do pasto apicola dentre os quais: a flor de assa-
peixe (Vermonia polyanthes), a folha e o broto de alecrim-do-campo
(Baccharis dracunculifolia), a flor de eucalipto (Eucalyptus citriodora) e
a folha de maria-preta (Solano nigrum).

As amostras do pasto apicola analisadas por CG/EM foram
preparadas a partir de 3,0000 g de flor (ou folha) extraidas em um
extrator do tipo SDE mostrado na Figura 6, ou por extragcdes sucessivas
em um banho de ultra-som por 30 minutos a temperatura ambiente com 3
fracbes de 20 mL de diclorometano. As aliquotas das 3 extracdes
sucessivas foram recombinadas e concentradas em um evaporador
rotativo. Os extratos onde ndo se encontrou boa resolucdo foram
derivatizados com BSTFA (Sigma) e analisados por CGAR-AT-EM.

Os extratos em diclorometano das amostras PSB, PSG, Marrom e
Vermelha que foram analisados por este método, foram obtidos a partir
de uma massa media de 3,0000 em 10,0 mL de diclorometano, para a
identificacdo dos compostos e a verificacdo de similaridades em seus
perfis cromatograficos. Os espectros de massas obtidos foram
comparados com aqueles existentes na biblioteca do aparelho (Wiley
239).

As amostras do broto e folha de alecrim-do-campo foram coletadas
na regido de Perddes. As amostras de propolis analisadas foram coletadas
em Santa Barbara, Perddes, Coromandel, Sdo Gotardo, Nepomuceno,
Divinépolis, Betim, Uberlandia, Norte de Minas, Indianopolis, Tripui,
Ouro Preto e Rio Grande do Sul e armazenadas a uma temperatura de
-10,0 °C. Os extratos em diclorometano foram obtidos dissolvendo-se

aproximadamente 100 mg de propolis em 1,0 mL de solvente, por 1 hora,
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com agitacdo periddica, e filtracdo com filtro de papel. Os extratos da
folha e broto de alecrim foram obtidos com uma massa aproximada de 50
gramas em 50 mL de diclorometano. Todos os extratos em diclorometano

foram filtrados uma vez com filtro de papel.

3.5.2. Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo em Altas

Temperaturas acoplada a Espectrometria de Massas (CGAR-AT-EM)

Além da técnica usual de CG/EM, foi utilizado um aparelho da
marca Hewlett-Packard modelo HP-5890 Il com espectrometro HP-5972
do Instituto de Quimica da UFRJ que permite injecdes diretas a frio do
tipo "on-column” da amostra. Esta técnica utiliza altas temperaturas para
detectar substancias pouco volateis, termolabeis e de alto ponto de
ebulicdo. Para a identificacdo dos compostos foi usada uma biblioteca de
espectros de massas acoplada ao aparelho (Wiley 275). A ionizac¢édo foi
por impacto de elétrons (70 eV).

3.5.2.1.Preparacao das amostras e derivatizacdo

As amostras PSB e PSG analisadas por CGAR-AT-EM foram
preparadas a partir de 3,0000 g de prépolis extraidas seqiiencialmente em
um banho de ultra-som por 30 minutos a temperatura ambiente com 3 x
20 mL de diclorometano, 3 X 20 mL de acetona e 3 X 20 mL de metanol.
As aliquotas das 3 extracfes sucessivas de cada solvente foram
combinadas e concentradas sob vacuo. Os extratos crus foram secados
em um dessecador a vacuo com P,0s, pesados, derivatizados com BSTFA
(Sigma) e analisados por CGAR-AT-EM. Os espectros de massas obtidos
foram comparados com aqueles existentes na biblioteca do aparelho
(Wiley 275).

3.5.2.2. Derivatizacdo das fragGes cromatogréaficas
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O solvente das aliquotas de cada fracdo cromatogréafica foi
evaporado em um evaporador rotativo a 40 °C, e a aproximadamente 10
mg do residuo seco foram adicionadas trés gotas do reagente de
metilacdo (hidroxido de tetrametilamdnio); para a sililacdo foram
adicionadas cinco gotas do reagente de sililagdo (BSTFA) e cinco gotas
de piridina, para melhorar a solubilidade, quando necessario. As misturas
foram deixadas em repouso por cinco minutos antes da injecdo no

Cromatdgrafo Gasoso acoplado ao Espectrometro de Massas.

3.6. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Foram analisados varios extratos aquosos PSB e PSG (Minas
Gerais), Salomon (Dinamarca) e etandlicos das amostras PSB e PSG
(Minas Gerais) e Marrom e Vermelha da regido de Coromandel, no
Cromatografo Liquido descrito na secdo 2.6.1, p. 19). Foram também
analisadas as amostras de propolis ME e a resina de eucalipto (RE),
preparadas conforme descri¢do na se¢do 2.6.2. na p. 20.

Esses materiais foram analisados com um gradiente composto por
metanol ou acetonitrila (de grau cromatografico) com &gua deionizada
acidificada. O metanol ou acetonitrila, além de eluentes classicos,
permitem boa separacdo dos picos. A acetonitrila é o eluente mais
apropriado para a verificagdo da presenca de isoflavonas, flavonas e
flavanonas.

As caracteristicas dos extratos aquosos e etandlicos sdo mostradas na
Tabela 11.

Tabela 11. Amostras etanélicas analisadas por CLAE

Amostra e o - Tipo de
L Aparéencia Regiao
Denominacao extrato
Broto de Alecrim- _
Verde Perddes Etandlico
do-campo
Coromandel .
Coromandel 1 Verde MG Etanolico
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Perddes 2 Verde Perddes Etanodlico
Marrom de Tripui Tripui o
Marrom Etandlico
(MT) M.G.
Marrom3 (M3) Marrom Coromandel Etandlico
o o Aquoso e
Indianopolis (IN) Marrom escura Indianopolis M.G. .
Etandlico
] Santa Barbara Aquoso e
Santa Barbara (PSB) Verde escura o
M.G. Etandlico
5 Sédo Gotardo Aquoso e
Sdo Gotardo (PSG) Verde escura o
M.G. Etandlico
Salomon (SAL%*) Marrom Dinamarca Aquoso
Norte de Minas Norte de Minas AQquoso e
Verde escura o
(NM) M.G. Etandlico

* amostra comercial

3.6.1. Preparacdo das amostras de propolis

As amostras dos extratos foram preparadas conforme descrito na

secédo 3.2., p. 24.

3.6.2. Preparacdo dos padrdes de isoflavonas

Os padrdes de isoflavonas (daidzina, daidzeina,

genistina,

genisteina), flavanona e flavona foram preparados a partir de massas
proximas a 3,0 mg com metanol/agua deionizada 50 % em um baléo
volumétrico de 5,0 mL.

Foram construidas curvas de calibracdo com os dados obtidos com
0s padrdes de genistina (BioChemika 99 % TLC), daidzina (BioChemika

97%), genisteina, daidzeina, flavanona e flavona (Sigma-Aldrich).

3.6.3. Identificacdo dos compostos
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A identificacdo dos compostos foi feita por comparagcdo com uma
biblioteca de espectros UV de compostos fendlicos e o uso dos padrdes
mencionados na se¢do 3.6.4. p. 33.

Foram observados os tempos de retencdo e 0s espectros de UV.

A formula e a massa molecular, assim como a estrutura dos

padrdes analiticos analisados por CLAE sdo mostradas na Figura 8.

ISOFLAVONAS E FLAVONOIDES

OH OH

Daidzeina Genisteina
Massa Molecular = 254,2 Massa Molecular = 270,2
Formula Molecular = C H, O, Formula Molecular = C .H, O,

Genistina Daidzina
Massa Molecular = 432,4 ’Massa Molecular = 416,4
Férmula Molecular = C,,H,,0,, Férmula Molecular = C,;H,,0,

¢} O

(¢}

Flavona Flavanona
Massa Molecular = 222,24 Massa Molecular = 222,25
Férmula Molecular = C.H, 0, Férmula Molecular = C_H,,0,

Figura 8. Caracteristicas dos padrdes de isoflavonas analisados por CLAE.

3.6.4. Comparacdo com banco de dados de compostos fenolicos

A Tabela 12*' mostra varios padrdes com 0s seus respectivos

comprimentos de onda (1) de absorcao na regido do ultravioleta.
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Tabela 12. Alguns compostos e suas bandas de absor¢do no ultravioleta

Nome do composto M M
(nm) (nm)
a-naftol 293 359
B-naftol 264 339
2,6-dimetoxifenol 259 -
3,4-diidroxibenzaldeido 291 313
Aldeido 4-hidroxi-benzdico 295 -
Acido 2,4,6-triidroxibenzdico 257 293
Acido 2,5-diidroxi-fenilacético 293 -
Acido 2,6-diidroxi-benzéico 245 309
Acido 3-(4-hidroxi-fenil)propandico 277 -
Acido 3,4,5-trimetoxi-benzéico 265 -
Acido 3,4-diidroxi-benzdico 261 293
Acido 3,4-diidroxi-cinamico 321 -
Acido 3,5-diidroxi-benzéico 249 309
Acido 4-hidroxi-3-metoxi-cinamico 325 -
Acido 4-hidroxi-benzoéico 257 -
Acido caféico 325 -
Acido clorogénico 325 -
Acido elagico 253 365
Acido galico 273 -
Acido p-cumarico 309 -
Acido rosoélico 269 309
Acido salicilico 305 -
Acido sinapico 325 -
Acido siringico 273 -
Acido vanilinico 261 293
Aldeido coniferilico 341 -
Apigenidina 277 477
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Apigenina 265 337
2,4-diidroxibenzoato de butila 257 297
3,4-diidroxibenzoato de butila 261 297
3,5-diidroxi-benzoato de butila 253 309
Butil-éster do acido galico 273 -

Butil-éster do acido siringico 277 -

Butil-éster-do acido vanilinico 261 293
Canferol 265 365
Canferol-7-neohesperideo 265 365
Catequina 277 -

Cianidina 273 537
Cianidina-3-galactosideo 273 541
Cianidina-3-rutinosideo 281 531
Crisina 269 313
Delfinidina 277 533
Dicranolomina 257 345
Epicatechina 277 -

Eriodictiol 299 -

Escopoletina 253/297 345
Esculetina 257/297 345
Filonotisflavona 257 345
Fisetina 249/321 361
Fisetinidina 277 513
Flavanona 253 321
Flavona 253 297
Guaiazuleno 245 295
Hesperetina 299 -

Hesperidina 265 -

Hidroquinona 299 -

Hiperosideo 257 357
Isoquercitrina 257 353
Isosakuranetina 299 -
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Kuromanina 281 521
Luteolina 253 349
Luteolina-7-glucosideo 257 349
Miricetina 253 373
Naftaleno 273 -
Naringenina 299 -
Pelargonidina 269/429 521
Peonidina 277 533
Pinocembrina 299 -
Prunetina 261 -
Quercetina 253 369
Quercetina-3-arabinosideo 257 357
Quercitrina 257 349
Robinetinidina 277 521
Rutina 257 353
Sakuranetina 299 -
Siringaldeido 309 -
Taxifolina 299 -
Tectocrisina 269 309
Trans-resveratrol 217  305/317
Umbeliferona 325 -
Vanilina 291 309
Vanilol 277 -
Vitexina 269 337
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N

3.7. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrémetria de massas com ionizagcdo quimica a pressao
atmosférica (HPLC-APCI-MS/MS)

A amostra PSG foi analisada apenas por insercdo direta da amostra
no Espectrometro de Massas devido a grande similaridade do seu perfil
cromatografico com a amostra PSB.

3.7.1. Preparacao das amostras

O extrato etandlico da propolis da amostra PSB (EEP) foi
preparado a partir de 3,0000 g em 10,0 mL de etanol 95%. A amostra foi
mantida no escuro e sob agitacdo por 24 horas. Depois foi filtrada em
filtro de papel, colocada no freezer e posteriormente filtrada novamente
para remocdo de ceras. As condi¢cbGes de analise sdo descritas na secao
2.6.3, p. 21.

3.8. Ensaio de atividade antimicrobiana dos extratos

etanolicos de propolis em bactérias patogénicas

Este ensaio foi realizado no Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Parana, com apenas duas amostras de prépolis,
a PSB e a PSG.

Em discos de papel de filtro Whatman n° 3 (5 x 1 mm de diametro)
foram aplicados 10 puL dos extratos de propolis de diferentes
concentragdes. Os discos foram colocados em dessecador com silica a
temperatura ambiente por 24 horas. Depois foram mantidos em estufa a
60 °C por 2 horas para eliminacdo de qualquer residuo do solvente. A
analise da atividade microbicida dos extratos de propolis foi feita com a
bactéria gram-positiva Staphilococcus aureus e MARSA (Staphylococcus
aureus resistente a meticilina e aminoglicosideo), de acordo com o

|.42. Estas culturas ativas foram inoculadas
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por espalhamento com “swabs” estéreis em placas de Petri contendo agar
nutriente. Os discos com extratos foram colocados sobre as placas
inoculadas e incubadas a 37 °C por 24 horas. A atividade microbicida foi
determinada pela formacdo de halo inibitorio ao redor dos discos.

Foram testadas varias concentracGes dos extratos de propolis PSB
e PSG para verificar a quantidade minima para inibicdo e estes
resultados foram comparados com antibioticos de controle conhecidos

(gentamicina, oxacilina, vancomicina e clindamicina).

3.9. Analise elementar CHN do residuo final da rota de

Banskota

Esta técnica € muito acurada e permite verificar as composicdes
das amostras com relacdo as quantidades de carbono, hidrogénio,
oxigénio e nitrogénio. O principio da analise elementar se baseia na
combustdo completa do composto a uma temperatura de 925 °C em
presenca de oxigénio puro, obtendo-se no final do processo, 0os produtos
da combustdo (CO,, H,0 e N,0, ou NO;) que passam por uma coluna de
separacdo com um detector (detector de condutividade térmica - TCD)
onde os dados sdo transformados em impulsos elétricos e finalmente o
resultado é obtido em porcentagens em um registrador ou impressora. O
oxigénio é obtido pela diferenca dos valores obtidos.

Inicialmente, ocorre a preparacdo da amostra (pesagem) e a
calibracdo do aparelho com uso de padrées. A massa de amostra
analisada do residuo final da amostra PSB foi de 1,0 a 1,5 mg. Foi feito
em triplicata no Analisador de Elementos da marca Perkin-Elmer modelo
2400 CHN Série Il do Instituto de Quimica da USP, localizado em Sao

Paulo.

3.10. Analises Espectrofotométricas
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3.10.1. Ensaio de determinacdo do teor de fendis totais

Em um tubo de ensaio, adicionou-se 0,5 mL do extrato aquoso, 2,5
mL de uma solucdo aquosa a 10 % do reativo de Folin-Ciocalteau e 2,0
mL de uma solucdo recem preparada de carbonato de sodio a 7,5 %.
Manteve-se esta mistura em um banho-maria a uma temperatura de 50°C
por 5 minutos. Esfriou-se a amostra e fez-se a medida de sua absorvancia
a 760 nm contra um branco contendo os reagentes e &dgua no lugar da
amostra. Juntamente com estas medidas, fez-se a construcdo de uma
curva padrdao com solucdes aquosas de acido galico nas concentrac@es
compativeis com as determinacfes a serem feitas. As solucbes para a
construgdo da reta passaram pelas mesmas condi¢cdes das amostras. A
leitura foi feita contra um branco.

A massa inicial de acido galico foi de 0,0200 gramas diluidas em
50 mL de etanol 95%. Uma aliquota de 1,0 mL foi levada a um baldo
volumétrico de 50,0 mL e este volume foi completado com etanol 95%.
Uma nova diluicdo foi feita com 5,0 mL desta solugdo para 50,0 mL, de
onde foram retiradas as aliquotas de 0,1 a 0,5 mL com incrementos de
0,1 e um ponto extra de 0,25 mL, retirados com um pipetador de volume

ajustavel.

3.10.2. Ensaio para determinacdo do teor de flavonoides em

equivalentes de quercetina

A 2,0 mL de amostra etanolica adicionaram-se 1,0 mL de cloreto
de aluminio hidratado (VETEC) a 5 % (em metanol) e 2,0 mL de metanol
de grau espectroscépico. Apo6s 30 minutos, léu-se a absorvancia da
solugcdo no comprimento de onda de 425 nm. A curva de calibragéo foi
feita com solucbes de quercetina em metanol em diversas concentragdes,
onde se variou o volume de amostra, mantendo-se o volume final de 5,0
mL. A leitura foi feita contra um branco contendo apenas os volumes de

metanol e a solucdo de cloreto de aluminio.
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3.10.3. Determinacédo de atividade antioxidante com DPPH

A cada 0,25 mL de amostra, adicionaram-se 2,0 mL de uma
solugdo recém-preparada de 75 uM de DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazila, massa molecular 394,24; 3,1x1020 spin/g, niamero CAS
1898-66-4, com férmula molecular C13H12N5Og), preparado com 0,030
mg em 100,0 mL de metanol de grau cromatografico e um volume de
metanol para completar um volume de 5,0 mL. Cada amostra foi deixada
na auséncia da luz por 90 minutos e ap6s este tempo, as absorvancias
foram lidas no comprimento de onda de 517 nm. O calculo da atividade
antioxidante relativa (AA) é dado pela equacdo AA % = [Aa - (Ab -
Ac)]/Aa x 100, onde Aa € a absorvancia da solucdo de incubacdo de
DPPH sem a adicdo da amostra; Ab é a absorvincia da mistura de
incubacdo contendo o DPPH e a amostra a ser analisada e Ac é a
absorvancia da solucdo em branco sem o DPPH?*. Preparou-se uma curva
de calibracdo com uma solucdo de 7,2 microgramas/mL de catequina
hidratada em metanol (grau cromatografico), com pontos de 1,8 a 10,8

microgramas de catequina.

3.10.4. Espectroscopia no Infravermelho do residuo final da rota de

Banskota

A espectroscopia no infravermelho possibilita a determinacdo dos
grupos funcionais, principalmente em substancias organicas, em fungéo
da absorcédo de energia na regido do infravermelho, de 4000 e 650 cm™1.
O residuo final seco foi misturado com KBr (brometo de potéssio de grau
espectroscopico) na proporgdo de 1:99 do sal. Depois de misturada e
triturada em um cadinho de a4gata, a amostra foi prensada em uma prensa
manual com 1,5 mil kg de pressdo por 20 segundos. Imediatamente a
seguir, a amostra foi colocada em um suporte e fez-se a leitura com o

aparelho.
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3.11. Comparacdo dos perfis cromatograficos obtidos por
CG/EM dos extratos em diclorometano da folha e broto de
alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) e de diversas

amostras de prépolis brasileiras.

3.11.1. Coleta e Preparacdo das amostras

As amostras do broto e folha de alecrim-do-campo foram coletadas
na regido da cidade de Perd6es (MG) e as amostras de propolis
analisadas foram coletadas em Santa Bérbara, Perddes, Coromandel, S&o
Gotardo, Nepomuceno, Divinépolis, Betim, Uberlandia, Norte de Minas,
Indiandpolis, Tripui, Ouro Preto (todas cidades do Estado de Minas
Gerais) e uma do Estado do Rio Grande do Sul. Foram armazenadas a
uma temperatura de -10,0 °C.

Os extratos em diclorometano das amostras de propolis foram
obtidos dissolvendo-se aproximadamente 100 mg de propolis em 1,0 mL
de solvente, por 1 hora, com agitacdo periodica, filtrados e analisados
por CG/EM. O extrato de folha de alecrim-do-campo foi feito com uma
massa aproximada de 30 gramas de folha em 20 mL de diclorometano,
por uma hora, filtrado e analisado por CG/EM.

O o6leo essencial do broto de alecrim-do-campo foi extraido num
aparelho de Clevenger modificado para extracdo em contra-corrente.
Foram usadas aproximadamente 5,0 g de amostra e o arraste de vapor se

prolongou por 1,5 horas. A média de rendimento foi de 3,0 %.

Capitulo 4 - Resultados e Discussdes
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Pela rota de Banskota, pode-se perceber que &4gua e metanol séao
suficientes para extrair quase 80 % dos compostos existentes na propolis
PSB, restando apenas 20 % em massa na forma de residuo final e extrato
cloroféormico. Isso explica, por um lado, por que as solucdes comerciais
de prépolis usam mistura de agua e &lcool; por outro lado, é de
importéncia estudar a composicdo do residuo final porque ele constitui
quase 20 % da massa inicial de propolis (vide Figura 7, p. 24).

Algumas amostras apresentaram massas percentuais sollveis em
diclorometano ou etanol 95% dentro de uma faixa de 30 a 40%, em
funcdo da complexidade e da grande diversidade de pastos apicolas

possiveis.

4.1. Analise da propolis bruta

4.1.1. Determinacdo da quantidade de cera

O valor maximo de ceras permitidas na propolis segundo a
legislacdo brasileira’®, ndo deve ultrapassar o valor de 25%.

Obtiveram-se os valores de 12,98 % para a amostra PSB e 17,46 %
para a amostra PSG. Os valores estdo abaixo do méaximo permitido pela
legislacdo. O fato de a amostra PSG possuir maior quantidade de ceras
implica em uma menor concentracdo dos extratos analisados, e este fato
é evidenciado nos ensaios de CG/EM, espectroscopicos e de CLAE.

A determinacdo de ceras em propolis é um importante critério no
controle de qualidade, uma vez que uma massa maior de cera implica em
uma massa menor de constituintes bioativos e conseqiientemente uma

menor concentracdo de compostos em uma certa massa.

4.1.2. Cinzas
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Os teores de cinzas encontrados para as amostras PSB, PSG,
Marrom e Vermelha foram de 2,52; 3,18; 2,95 e 1,47 %, respectivamente,
na forma de residuo mineral fixo.

Desta forma, os valores encontrados para as quatro amostras se
encontram abaixo da quantidade maxima de cinzas (5%) exigida pela
legislacdo®. Os teores de cinzas encontrados para estas amostras estdo
préximos do valor de cinzas reportado na literatura®®.

A amostra PSG apresentou o maior e a vermelha (VE) o menor teor

de cinzas.

4.1.3. Porcentagens dos dleos essenciais das amostras PSB e PSG

As porcentagens dos O6leos essenciais para PSB e PSG foram
aproximadamente de 3,5 %. Este valor é inferior ao valor de 5,0 %
obtido para uma amostra de prépolis de Uberlandia®® citada
anteriormente, mas se encontra na faixa de valores pesquisados por
Woisky?.

4.1.4. Residuo seco das substancias volateis

Os voléateis somados com a umidade das amostras PSB e PSG se
encontram em torno de 6 %, dentro da faixa de valores pesquisados para

28,29

amostras de propolis e dentro dos valores permitidos pela

legislacdo® (maximo de 8%).

4.2. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CG/EM) e Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia
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(CLAE) da Propolis Marrom (ME) e a Resina de Eucalipto
(RE)

4.2.1. CG/IEM

O cromatograma da Figura 9, obtido por CG/EM do extrato aquoso
seco e sililado da prépolis ME, mostrou a presenca de monossacarideos e
dissacarideos, destacando-se a frutose. Os monossacarideos aparecem
mais de uma vez por causa da sililacdo parcial dos grupos hidroxila. Os
picos de tempo de retencdo até 10 min correspondem a contaminantes
resultantes da sililacdo. A Tabela 13 apresenta 0s componentes
identificados por CG/EM.

Abundancia
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100 4 | . |

T I T | |
4.00 8.00 12.00 16.00 Tempo (min) 20,00

Figura 9. Cromatograma da prépolis marrom (ME) sililada, obtido por
CG/EM.
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Tabela 13. Compostos identificados por CG/EM na prépolis marrom
(ME) sililada

Composto Terrlpo de_
retencdo (min.)
Contaminantes 3,6 -9,2
Inositol 12,0; 13,0; 14,3 e 15,6
Frutose 12,7e 12,9
Glicose 13,6 e 14,6
Acido glucéarico 14,9
Sacarose 20,5
Maltose 21,1

No caso da resina hidrolisada (Figura 10 e Tabela 14), sobressaem-
se também os carboidratos, com destaque para a ramnose. Em pequenas
guantidades foram observados também derivados dos acidos benzdico e
cindmico e acidos graxos, o0s quais nao foram detectados na

cromatografia a gas da prdpolis marrom (ME).

Abundancia
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Figura 10. Cromatograma da resina de eucalipto hidrolisada e sililada
obtido por CG/EM.
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Tabela 14. Compostos identificados por CG/EM na amostra de resina
hidrolisada sililada

Composto Terrlpo de.
retencdo (min.)
Derivados dos acidos benzdico e cinamico 6,9; 11,5e 12,3
Contaminantes 3,6 -6,0
Acucares 10,0; 10,2; 11,4; 11,6 e 11,9
Ramnose 10,6
Acidos graxos de cadeia longa 13,6; 14,9; 15,7; 16,7 e 17,7
Glicose 13,6 e 14,6
Acido galico 14,2

4.2.2. CLAE

A anéalise por CLAE do extrato aquoso da prépolis marrom ME
(secdo 2.6.2 p. 20) indicou a presenca em pequenas quantidades de acido
3,4—diidroxibenzoico, 3,4- diidroxibenzaldeido e acido vanilico; vanilina
e derivados do acido benzdico e do benzaldeido. A Figura 11 apresenta o
cromatograma correspondente e a Tabela 15 0s respectivos componentes
e seus tempos de retengdo. Os compostos mais abundantes de tempo de
retencdo entre 26 e 36 min ndo puderam ser identificados
individualmente. Pelos espectros no UV e os tempos de retencdo, pode-
se inferir, no entanto, que sdo derivados do &cido benzdico e do
benzaldeido. Estes resultados mostram que o extrato aquoso da proépolis
marrom (ME) néo possui taninos ou flavonoides, confirmando os dados

obtidos anteriormente®® .
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Figura 11. Cromatograma do extrato aquoso da propolis marrom (ME) no
gradiente 1, obtido por CLAE no canal 365+150 nm.

Tabela 15. Compostos identificados no extrato aquoso da prdépolis
marrom (ME)

Tempo de
Composto Retencdo (min.)
Acido 3,4-diidroxibenzoico 12,5
Aldeido 3,4-diidroxibenzéico 16,7
Acido vanilico 20,2
Vanilina 22,2
Derivados do acido benzdicos e do
., 26-39
benzaldeido

A anéalise do extrato metanol:agua (80:20) da resina por CLAE,
indicou a presencga dos acidos galico e eldgico, de um elagitanino, um
provavel derivado do vanilol e uma grande quantidade de polimeros
complexos. A Figura 12 apresenta o cromatograma do extrato

metanol:dgua da resina e a Tabela 16 os compostos identificados.
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Figura 12. Cromatograma do extrato metanol:dgua da resina (gradiente 1)
obtido por CLAE, no canal 365+150 nm.

Tabela 16. Compostos identificados no extrato metanol:dgua da resina de
eucalipto

Composto Terr~1po de_
retencdo ( min.)
Acido galico 8,8
Elagitanino 15,5
Polimeros complexos 17-34
Acido eléagico 36,2
Derivado do vanilol (?) 45,5

O cromatograma dos produtos de hidrolise acida da resina (Figura
13), obtido por CLAE revelou, além dos constituintes mencionados
anteriormente, os acidos benzoico, cindmico e derivados deles, bem
como outros elagitaninos (Tabela 17). A comparac¢do das Figuras 12 e 13
sugere que a hidrdlise degradou os polimeros complexos resultando nos
compostos citados na Tabela 17. Além disso, a hidrdlise acida da resina
revelou os compostos aromaticos (entre 12 e 39 minutos) na prépolis.
Este resultado € muito importante porque reforca a idéia de que estes

compostos seriam os responsaveis pelo alto valor da propolis brasileira.
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Tabela 17. Compostos identificados na solucdo hidrolitica da resina de
eucalipto

Tempo de
Composto . )
retencdo ( min.)
Acido galico 3,5
Derivados dos acidos benzdico e cindmico 5-15
Elagitanino 16,1 e 17,5
Acido elagico 18,3
Derivado do vanilol (?) 28,0
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Figura 13. Cromatograma da solucdo hidrolitica da resina (gradiente 2),
obtido por CLAE, no canal 365+150 nm.

Comparando-se a Tabela 13 (p. 45) com a Tabela 14 (p. 46),
verifica-se que em ambas sobressaem 0s agucares (que ndo poderiam ter
sido detectados por CLAE). Causa estranheza a auséncia dos
componentes observados na Tabela 15. Entretanto, eles ndo foram
observados nos cromatogramas obtidos por cromatografia a gas porque
existem em quantidades muito menores que 0S aglcares e nao puderam
ser detectados nas condicdes empregadas. Portanto, os carboidratos

constituem a maior parte dos constituintes do extrato aquoso da prépolis
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marrom ME. Estes resultados mostram que diversas técnicas de andlise
devem ser utilizadas neste tipo de estudo porque elas se complementam e

ddo uma visdo mais ampla da totalidade.

4.3. Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas

4.3.1. Anélise do 6leo essencial da amostra PSB

O cromatograma do 6leo essencial da prdopolis PSB é mostrado na

Figura 14.
27
50
2
1‘ J 28 29
0 X2 Y, L : A -__h\.—_A_

25 50

Figura 14. Cromatograma do Oleo essencial da prdpolis Santa Béarbara, obtido por
CG/EM.

A Figura 15 mostra uma expansao da regido central da Figura 14.
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Figura 15. Expansdo da regido central do cromatograma do 6leo essencial

da prépolis Santa Barbara, obtido por CG/EM.

Os compostos encontrados neste 6leo sdo mostrados na Tabela 18.
Tabela 18. Constituintes do 6leo essencial da PSB identificados por CG/EM

NUumero Tempo de

do pico retencéo Composto Area
(min) %
1 3,79 Acido isobutirico 1,29
2 4,62 Diclorometano (contaminacédo) 1,37
3 17,29 Linalol 3,69
4 21,99 a-Terpineol 0,96
5 22,98 2,3-diidrobenzofurano 5,35
6 28,74 Acido hidrocinamico 2,46
7 31,15 a-Copaeno 1,27
8 33,27 Trans-cariofileno 3,89
9 34,15 Aromadendreno 4,92
10 34,79 a-Humuleno 0,94
11 35,63 Germacreno-d 2,81
12 36,24 n.i. 0,98
13 36,57 Viridifloreno 3,33
14 36,94 n.i. 1,19
15 37,31 y-Cadineno 1,87
16 37,61 0-Cadineno 5,51
17 38,54 n.i. 1,24
18 39,00 Nerolidol 15,00
19 40,13 (+)-Espatulenol 9,41
20 40,44 n.i. 3,25
21 40,79 n.i. 1,15
22 41,68 5-(2,5-dimetilfenil)-2(3H)-furanona 4,86
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23 42,52 (-)-Espatulenol 2,74
24 42,88 n.i. 1,14
25 43,13 n.i. 1,20
26 43,86 Aromadendrenoepo6xido 2,35
27 55,96 m/z 256 13,44
28 58,43 Icosano 0,96
29 65,65 Tricosano 1,93
n.i. = ndo identificado.

4.3.2. Analise do 6leo essencial da amostra PSG

O cromatograma do 6leo essencial da propolis PSG é mostrado na
Figura 16.
Os compostos identificados por CG/EM na amostra PSG sao

mostrados na Tabela 19.

TIC = 1.0 T 173,565,

201

50
Figura 16. Cromatograma do Oleo essencial da propolis Sdo Gotardo obtido por
CG/EM.

Tabela 19. Constituintes do 6leo essencial da prépolis PSG identificados por CG/EM

NUmero Tempo de

do pico retencao Composto Area
(min) %
1 3,67 Acido isobutirico 3,15
2 4,41 Acido butanoico 1,10
3 4,60 Diclorometano (contaminacao) 2,24
4 6,56 Alcool furfurilico 1,09
5 17,24 Linalol 5,55
6 19,98 n.i. 1,12
7 21,93 a-Terpineol 2,33
8 22,90 2,3-diidrobenzofurano 11,68
9 25,94 Hidrocinamato de metila 1,63
10 27,80 n.i. 1,17
11 28,48 Acido hidrocinamico 1,62
12 29,42 n.i. 1,41
13 33,21 Trans-cariofileno 3,42
14 34,10 Aromadendreno 1,94
15 34,75 a-Humuleno 1,28
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16 35,58 Germacreno-d 1,42
17 37,26 o-Cadineno 1,25
18 37,55 A-Cadineno 2,84
19 38,49 n.i. 1,20
20 38,91 Nerolidol 18,96
21 40,06 (+)-Espatulenol 6,76
22 40,36 n.i. 2,07
23 41,61 Acido 2,5-dimetil-y-oxo-fenil- 8,64
butandico
24 43,81 Aromadendrenoepoxido 1,23
25 55,88 m/z 256 14,90
n.i. = ndo identificado.

A analise dos constituintes dos dois Oleos essenciais das amostras
PSB e PSG, mostra que eles sdo muito semelhantes e ricos,
principalmente, em nerolidol, um composto de massa 256 néo
identificado, 2,3-diidrobenzofurano, trans-cariofileno, aromadendreno,
acido hidrocinamico, (+)-espatulenol, cadineno, linalol, aromadendreno

epoOxido e alcanos de cadeia longa.

4.3.3. Analise do 6leo essencial da flor de assa-peixe

O cromatograma do 6leo essencial da flor de assa-peixe é mostrado
na Figura 17. Os compostos identificados por CG/EM no 6leo essencial

da flor de assa-peixe sdo mostrados na Tabela 20.
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Figura 17. Cromatograma do 6leo essencial da flor do assa-peixe obtido por CG/EM.

Tabela 20. Constituintes do 06leo essencial da flor de assa-peixe identificados por
CG/EM

Namero Tempo de

do Pico retencéo Compostos Area
(min) %
1 9,79 a-pineno 2,28
2 11,67 B-pineno 4,79
3 13,18 1,4-diclorobenzeno 1,71
4 17,17 Linalol/a-terpinoleno 2,20
5 21,27 4-terpineol 1,47
6 21,88 a-terpineol 1,75
7 31,56 Tetradecano 1,98
8 33,13 Trans-cariofileno 1,34
9 34,64 a-Humuleno 1,45
10 35,85 Germacreno-d 10,63
11 36,50 Biciclogermacreno 3,26
12 37,47 o-cadineno 2,68
13 40,18 Hexadecano 1,72
14 40,64 Oxido de cariofileno 1,52
15 41,80 Veridiflorol 1,32
16 41,98 n.i. 1,46
17 42,48 o-cadinol 4,39
18 42,63 Epi-a-cadinol 1,78
19 43,00 a-cadinol 4,72
20 44,00 Heptadecano 1,85
21 44,31 14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno 2,04
22 47,95 Octadecano 1,71
23 51,60 Nonadecano 2,01
24 55,00 Isdbmero do Icosano 1,40
25 58,30 Icosano 1,71
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26 61,55 Docosano 2,30

27 65,45 Tricosano 18,67

28 70,40 Tetracosano 6,29

29 76,80 Pentacosano 10,58
n.i. = ndo identificado.

4.3.4. Analise do 6leo essencial da flor de eucalipto

A Figura 18 mostra o cromatograma do 6leo essencial da flor de

eucalipto obtido por CG/EM.
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Figura 18. Cromatograma do 6leo essencial da flor do eucalipto obtido

por CG/EM.

A Tabela 21 relaciona os principais compostos identificados no

Oleo essencial da flor de eucalipto.

Tabela 21. Constituintes no 6leo essencial da flor de eucalipto identificados por CG/EM

NUumero  Tempo de

do pico retencao Composto Area
(min) %
1 9,44 a-tujeno 2,16
2 9,81 a-pineno 44,94
3 11,68 S-pineno 3,34
4 13,38 a-terpineno 1,08
5 13,72 p-cimeno 1,82
6 13,96 L-limoneno 3,23
7 14,12 1,8-cineol (eucaliptol) 1,96
8 15,37 y-terpineno 24,07
9 16,84 a-terpinoleno 1,35
10 19,69 Isopulegol 1,53
11 19,81 Citronelal 5,02
12 21,28 4-terpineol 3,23
13 21,88 a- terpineol 1,87
14 23,43 S-citronelol 1,70
15 33,12 Trans-cariofileno 0,96
16 42,09 Junipeno 1,75
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A Figura 19 mostra o cromatograma do Oleo essencial da folha de

maria-preta e a Tabela 22 relaciona os compostos identificados por

CG/EM.
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Figura 19. Cromatograma do Oleo essencial da folha de maria-preta,
obtido por CG/EM.

Tabela 22. Constituintes do Oleo essencial da folha de maria-preta

identificados por CG/EM

Nimero Tempo de
do pico retencao Composto Area
(min) %
1 9,81 a-pineno 2,38
2 11,69 p-pineno 1,45
3 17,20 Linalol 1,37
4 18,87 Diéxido de Limoneno 1,22
5 33,24 Trans-cariofileno 17,59
6 34,25 (E)-p-farneseno 3,16
7 34,70 a-humuleno 2,66
8 35,88 Germacreno-d 3,21
9 36,58 Biciclogermacreno 6,93
10 36,73 [-bisaboleno 3,17
11 37,03 n.i. 1,34
12 38,12 S-selineno 2,63
13 38,23 Nerolidol 1,05
14 40,03 (+)-Espatulenol 3,37
15 40,33 Oxido de cariofileno 2,21
16 44,29 Acetato de (E)-nerolidol 37,81
17 44,40 n.i. 8,45

4.3.6. Anélise do extrato em diclorometano das folhas de alecrim-do-
campo
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A Figura 20 mostra o cromatograma do extrato em diclorometano
das folhas de alecrim-do-campo obtido por CG/EM e a Tabela 23

relaciona os constituintes identificados.
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Figura 20. Cromatograma dos constituintes do extrato em diclorometano das folhas de
alecrim-do-campo obtido por CG/EM.

Tabela 23. Constituintes do extrato em diclorometano das folhas de alecrim-do-campo
identificados por CG/EM

, Tempo de
Numero x <
do pico reter_lgao Composto Area
(min) %
1 9,82 a-pineno 4,64
2 11,70 p-pineno 3,28
3 12,07 p-mirceno 2,12
4 13,99 L-limoneno 3,97
5 28,46 Acido hidrocinamico 0,93
6 31,67 a-Copaeno 1,04
7 32,55 Acido hidrocinamico sililado 2,81
8 33,17 Trans-cariofileno 6,32
9 34,70 a-humuleno 2,07
10 35,04 Aloaromadendreno 1,01
11 35,89 Germacreno-d 18,48
12 36,56 Biciclogermacreno 7,15
13 38,91 Nerolidol 14,63
14 39,91 Germacreno-d-4-ol 2,72
15 40,03 (+)-Espatulenol 2,69
16 44 .37 n.i. 1,56
17 45,16 Farnesol 11,29
18 53,31 Acido 4-hidroxi-cinamico di-TMS 1,28
19 55,84 m/z 256 2,17
20 56,63 Acido palmitico 5,12
21 62,18 Henicosano 2,49
22 62,36 n.i. 1,05
23 63,26 n.i. 1,18
n.i. = ndo identificado.

A comparacdo dos constituintes do Oleo essencial de assa-peixe e

do extrato em diclorometano das folhas de alecrim-do-campo indica que
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eles sdo ricos em terpendides, principalmente em germacrenos; o extrato
das folhas de alecrim-do-campo apresentou grande concentracdo de
nerolidol, farnesol e dos acidos cinamico, 4-hidroxi-cindmico, e
palmitico, que ndo apareceram no Oleo essencial de assa-peixe, talvez
pelo fato deste estar na forma de extrato e ndo como dleo essencial.

Os compostos encontrados em comum nas amostras de prdpolis e
nas espécies vegetais estudadas, levam a inferir que estas espécies
podem fazer parte do pasto apicola das colméias de onde as amostras
foram retiradas, com menor probabilidade, a flor de eucalipto, que
apresentou poucos compostos em comum. Outras espécies que ainda ndo
foram estudadas, podem contudo, possuir compostos encontrados na

propolis.

4.3.7. Analise do extrato em diclorometano do broto do alecrim-do-
campo

A Figura 21 mostra o cromatograma do extrato em diclorometano

do broto de alecrim-do-campo obtido por CG/EM.
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Figura 21. Cromatograma do extrato em diclorometano do broto do
alecrim-do-campo, obtido por CG/EM.

A Tabela 24 relaciona os principais compostos identificados no

extrato em diclorometano do broto de alecrim-do-campo.
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Tabela 24. Principais compostos do extrato em diclorometano do broto
de alecrim-do-campo identificados por CG/EM

. Tempo de
Numero x <
do pico retencao Composto Area
(min) %
1 9,57 a-pineno 1,27
2 11,43 S-pineno 1,14
3 11,80 S-mirceno 0,89
4 13,69 limoneno 3,53
5 28,22 acido hidrocinamico 2,83
6 32,78 Trans-cariofileno 5,86
7 33,66 Aromadendreno 1,42
8 34,29 a-Humuleno 1,30
9 35,48 Germacreno-d 16,20
10 36,16 Biciclogermacreno 16,82
11 37,12 o-cadineno 1,21
12 38,51 Nerolidol 24,50
13 39,48 Guaiol ou Cadinol 3,84
14 39,61 (+) Espatulenol 1,68
15 39,91 n.i. 1,06
16 44,72 Acetato de (E)-nerolidol 5,82
17 55,43 m/z 256 10,65
n.i. = ndo identificado.

Pode-se perceber com base nas tabelas acima apresentadas, que o
alecrim-do-campo, é sem dldvida uma das plantas que participam do pasto
apicola das colméias nas quais as amostras de prdépolis PSB e PSG foram
coletadas.

Tanto o broto quanto a folha de alecrim-do-campo, apresentaram
constituintes em comum com as duas amostras de propolis verde. Embora
tenham sido encontrados apenas tracos de a e f-pineno nas amostras de
prépolis, elas estdo em maior concentracdo na folha e no broto de
alecrim-do-campo. Certamente durante o processo de elaboracdo da
propolis eles se volatilizam.

A flor de eucalipto e a folha de maria-preta também podem
contribuir para a formacdo da propolis, mas vale ressaltar que o fato dos
compostos serem encontrados na prépolis somente implica na
coincidéncia dos compostos estarem presentes na amostra e nas plantas,

e ndo implica necessariamente que estes compostos tenham sido retirados
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destas plantas. Pode haver degradacdo de compostos ou serem produtos
do metabolismo secundario em comum.

Entretanto, chama a atencdo o pico de m/z 256 referente ao
composto com tempo de retencdo por volta de 55 minutos, da Figura 21,
cujo espectro de massas é apresentado na Figura 71 (p. 119). Tal
composto foi detectado em varias amostras de propolis e também no
broto e na folha de alecrim-do-campo, ndo tendo sido encontrado em
nenhum banco de dados de espectros de massas ou em outra espécie
vegetal ou extrato analisado. Apesar disso, 0 seu espectro de massas
(Figura 71, p.119), sugere tratar-se de um composto que poderia possuir
nacleo aromatico (fragmento de m/z 91, caracteristico do ion tropilio), e
também ramificacdo insaturada devido aos picos da série caracteristica
de fragmentos oriundos deste tipo de cadeia carbonica (m/z 69, 55 e 41).

Muitos dos compostos encontrados na folha de maria-preta foram
encontrados nas amostras de prépolis PSB e PSG, o que reforca a idéia
gue essa espécie pode integrar o pasto apicola das colméias que
produziram estas propolis.

A Tabela 25 relaciona os principais compostos encontrados em
comum nos cinco extratos vegetais e nas duas amostras de propolis de
Santa Barbara (PSB) e Sdo Gotardo (PSG).
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Tabela 25. Tabela comparativa dos constituintes de extratos em diclorometano de cinco

vegetais e de duas amostras de propolis, identificados por CG/EM

Areas
Tempo %
Broto Folha
Pico de < Composto de de Flor Flor Folha
retencéo . : de de de
. PSB PSG alecrim Alecrim .
(min) ~do- “do- Euca- assa Maria
lipto peixe preta
campo campo
1 3,79 Acido isobutirico 1,29 3,15 - - - 2,28 -
2 4,41 Acido butanoico - 1,10 - - - 4,79 -
3 4.62 DicIoror_netaNno 137 2,24 i i i i i
(contaminacao)
4 5,79 contaminante - - - - 1,11 - -
5 9,44 a-tujeno - - - - 2,14 - -
6 9,81 a-pineno tracos tragos 1,27 4,64 44,44 - 2,38
7 11,68 S-pineno tracos tracos 1,14 3,28 3,30 - 1,45
8 12,07 p-mirceno - - 0,89 2,12 - - -
9 13,18 1,4-diclorobenzeno - - - - 1,71 - -
10 13,38 a-terpineno - - - - 1,07 - -
11 13,72 p-cimeno - - - - 1,80 - -
12 13,99 L-limoneno - - 3,53 3,97 3,19 - -
13 14,12  1,8-cineol (eucaliptol) - - - - 1,94 - -
14 15,37 y-terpineno - - - - 23,80 - -
15 16,84 a-terpinoleno - - - - 1,33 - -
16 17,29 Linalol 3,69 5,55 - - - - 1,37
17 18,87 Di6xido de Limoneno - - - - - - 1,22
18 19,69 Isopulegol - - - - 1,51 -
19 19,81 citronela - - - - 4,96 -
20 19,98 n.i. - 1,12 - - - - -
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21
22
23

24

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

21,27
21,99
22,98

25,94

27,80
28,74
31,15
31,56
33,27
34,15
34,79
35,04
35,63
36,24
36,50
36,73
36,94
37,03
37,31
37,61
38,12
38,54
39,00
39,48
39,91
40,13
40,18
40,44
40,64

Resultados e Discussoes

4-ternipeol - -

a-Terpineol 0,96 2,33 -

2,3-diidrobenzofurano 5,35 11,68 -
Hidrocinamato de

) - 1,63 -
metila
n.i. - 1,17 -
Acido hidrocindmico 2,46 1,62 2,83
a-copaeno 1,27 - -
Tetradecano - - -
trans-cariofileno 3,89 3,42 5,86
Aromadendreno 4,92 1,94 1,42
a-Humuleno 0,94 1,28 1,30
Alloaromadendreno - - -
Germacreno-d 2,81 1,42 16,20
n.i. (m/z 204) 0,98 - -
Biciclogermacreno 3,33 - 16,82
S-bisaboleno - - -
n.i. (m/z 202) 1,19 - -
n.i. (m/z 204) - - -
y-Cadineno 1,87 1,25 -
o0-Cadineno 5,51 1,20 1,21
p-selineno - - -
n.i. 1,24 1,20 -
Nerolidol 15,00 18,96 24,50
Guaiol ou Cadinol - - 3,84

Germacreno-d-4-ol
(+)-Espatulenol
Hexadecano - - -
n.i. 3,25 2,07 1,06
Oxido de cariofileno - - -

9,41 6,76 1,68

61

2,81

2,07
1,01
18,48

7,15

14,63
2,72
2,69

1,47 -
1,75 -
1,98 -
1,34 -

- 17,59
1,45 2,66
10,63 3,21
3,26 6,93

- 3,17

- 1,34
2,68

- 2,63

- 1,05

- 3,37
1,72 -
1,52 2,21
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50

51

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

63

64

65
66
67
68

69

70
71
72
73

40,79
41,68

41,80
41,98
42,09
42,48
42,52
42,63
42,88
43,00
43,13
43,86
44,00

44,29

44,31

44,37
44,40
47,95
55,96

56,63

58,30
58,43
61,55
62,18

n.i.

Acido 2,5-dimetil-y-
oxo-fenil-butandico
2(3H)-furanona
Veridiflorol
n.i.
Junipeno
o-cadinol
(-)-Espatulenol
(-)-o-cadinol
n.i.
a-cadinol
n.i.

Aromadendrenoep6xido

Heptadecano
Acetato de (E)-
nerolidol
1,4-hidroxi-9-epi-(E)-
cariofileno
n.i.

Isomero do nerolidol
Octadecano
m/z 256 *
Acido palmitico
mono-TMS
(contaminado)
Henicosano
Icosano
Docosano
Acido de cadeia longa

Resultados e Discussoes

1,15 - -
m/z

4,86 188

2,74 - -

1,14 - -

1,20 - -

2,35 1,23 -

13,44 14,90 10,65

0,96 - -
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1,56

2,17
5,12

2,49

1,32
1,46

4,39
1,78

472
1,55
2,04
1,}1

1,71

2,30
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74 62,36  Acido de cadeia longa - - - 1,05 - -
75 63,17 Acido de cadeia longa - - - 1,18 - -
76 65,65 Tricosano 1,93 - - - - 18,67
77 70,40 Tetracosano - - - - - 6,29
78 76,80 Pentacosano - - - - - 10,58

n.i = ndo-identificado
* O composto de m/z 256 nédo foi identificado.
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4.3.8. Analise do extrato cloroférmico da amostra PSB

O cromatograma do extrato cloroférmico da amostra PSB néo
forneceu outros constituintes além de alcanos e acidos de grande massa
molar. No entanto, apo6s derivatizacdo com BSTFA obtiveram-se
melhores resultados, mostrados na Figura 22. Os compostos identificados

sdo apresentados na Tabela 26.

TIC * 1.0 9 1487038

34 5

50 75 100

Figura 22. Cromatograma do extrato cloroformico derivatizado com BSTFA obtido por
CG/EM.

Tabela 26. Constituintes do extrato cloroférmico da amostra PSB

identificados por CG/EM
NUmero Tempo de
do pico Retencdo

Nome do composto

1 53,77 Hexadecanol TMS

2 56,65 Acido palmitico TMS

3 62,20 Acido linoléico TMS

4 63,30 Acido estearico TMS

5 65,50 Dodecosano

6 66,94 Tricosano

7 76,92 Pentacosano

8 80,96 1,1-dioctil-ftalato (contaminante)
9 96,17 Nonacosano

4.3.9. Analise da fracdo em acetato de etila da amostra PSB
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A fracdo em acetato de etila da amostra PSB (vide Figura 7, p. 24)
foi eluido com diclorometano pela coluna cromatogréafica de silica-gel e
as cem fracbes coletadas foram analisadas por CG/EM, a medida que o
perfil espectrofotométrico se alterava. Os principais produtos
identificados e seus respectivos tempos de retencdo nestas fragdes séo
mostrados na Tabela 27.

Tabela 27. Compostos identificados nas fracdes diclorometano advindas da
cromatografia de coluna de silica-gel, identificados por CG/EM

NUmero
Tempo de

da retencao (min) Nome do Composto
fracao

09 34,17 9-epi-(E)-14-hidroxi-cariofileno

09 50,00 a 80,00 Alcanos de cadeia longa (14 a 25 C)

10 55,98 m/z 256

11 25,92 Hidrocinamato de metila

13 52,61 Palmitato de metila

13 58,54 Elaidato de metila

13 58,38 Linoleilaidato de metila

26 61,81 alcool de grande massa molecular

28 38,94 Nerolidol

35 62,68 Acido linoléico

57 61,60 alcool de grande massa molecular

Dos compostos apresentados na Tabela 26, os cinco primeiros e o
composto de massa 256, referente a fracdo 10, ja foram detectados nos
Oleos essenciais e em alguns dos extratos acima estudados. Com exce¢do
do nerolidol, todos sdo componentes comuns de prépolis. Este composto
foi identificado, porém, nas andlises do extrato da folha e do broto de

alecrim-do-campo.
4.3.10. Anélise do extrato em diclorometano da amostra PSB

A Figura 23 mostra o cromatograma do extrato em diclorometano
da propolis de Santa Béarbara (PSB) e a Tabela 28 relaciona os

constituintes identificados com seu tempo de retencdo, massa e

porcentagem.
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3493758

25 50 75
Figura 23. Cromatograma do extrato em diclorometano da prépolis PSB,
obtido por CG/EM.

Tabela 28. Componentes do extrato em diclorometano da propolis PSB,
identificados por CG/EM

Pico Tempo de Massa Composto %
Retencdo (min) Molar TIC
1+2 28,76 150 Acido diidrocinamico 7,55
3 29,05 178 Etil éster do acido diidrocinamico 0,56
Ester do acido diidrocindmico TMS

4 32,22 222 (contaminacdo com BSTFA) 2,14
5 32,82 204 Trans-cariofileno 0,94
6 33,18 204 Trans-a-bergamoteno 0,39
7 33,69 204 Aromadendreno 0,54
8 35,51 204 Germacreno-D 0,75
9 36,19 204 Biciclogermacreno 0,58
10 36,87 204 a-muuroleno 0,30
11 37,15 204 y-cadineno 0,39
12 38,54 204 Trans-nerolidol 3,64
13 39,68 220 (+)-Espatulenol 0,93
14 39,97 222 Globulol 0,40
15 41,23 188 5-(2,5-dimetilfenil)-2(3H)-furanona 2,26
16 42,07 220 (-)-Espatulenol 0,41
17 42,38 202 Desmethoxy encecalin 0,33
18 42,68 222 a-cadinol 0,34
19 44,75 222 2-cis,6-trans-farnesol 0,87
20 45,29 220 14-hidroxi- a -humuleno 0,39
21 46,86 164 Acido p-coumaérico 0,59
22 48,21 236 n.i. 0,33
23 48,86 218 Xanthorrizol 0,29
24 49,70 220 Alcool sesquiterpeno 0,40
25 51,27 n.i. 0,75
26 51,83 n.i. 0,34
27 52,31 220 alcool sesquiterpeno 0,72
28 52,52 230 n.i. 1,19

di-TMS eater do &cido p-coumarico

29 52,95 308 (contaminado com BSTFA) 0,65
30 53,30 256 Acido Palmitico 0,28
31 53,74 n.i. 0,36
32 55,53 256 m/z 256 40,31
33 58,34 270 m/z 270 5,36
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34 58,59 270 Isdbmero m/z 270 3,47
35 59,72 n.i. 0,58
36 59,97 270 Isdbmero m/z 270 0,74
37 60,31 n.i. 0,34
38 61,03 272 n.i. 1,13
39 62,47 268 n.i. 0,35
40 63,56 n.i. 0,31
41 63,88 270 Isdbmero m/z 270 6,32
42 64,74 n.i. 1,16
43 64,98 310 Docosano 1,06
44 65,32 n.i. 2,80
45 64,24 n.i. 3,08
46 68,19 n.i. 0,27
47 73,50 338 Tetracosano 0,62
48 75,90 Pentacosano 2,46

4.4, Cromatografia a gas de alta resolucdo em altas
temperaturas acoplada a espectrometria de massas (CGAR-
AT-EM) das amostras PSB e PSG

Foram obtidos seis cromatogramas com a técnica CGAR-AT-EM
para as amostras PSB e PSG extraidas seqliencialmente com os solventes:

diclorometano, acetona e metanol (vide item 3.5.2. p. 30).

4.4.1. Extratos em diclorometano

Os cromatogramas das amostras PSB e PSG em diclorometano sao
mostrados na Figura 24. Os compostos identificados nos cromatograma
dos extratos em diclorometano das amostra PSB e PSG estédo
relacionados na Tabela 29.
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Abundance [14407] O targets (7), 200 components (*)
100

={ a)PSB 2
0

25

1] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
Time: 937 11.12 12.88 1463 1638 1814 1980 21.64 2340 2515 2600 28B.60 3041 32.16 3302 3567 3742 3018 4003
1nn

5 b) PSG

50

25

o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
Time: D37 11.12 1288 14463 1638 18.14 1989 21.64 2340 2515 26090 2B.66 3041 3216 3302 3567 3742 3018 40091

Figura 24. Cromatogramas dos extratos em diclorometano das amostras a) PSB e b)
PSG obtidos por CGAR-AT-EM.

Tabela 29. Constituintes do extrato em diclorometano da propolis PSB e PSG,
identificados por CGAR-AT-EM

. Tempo de Area %
Numgro Retepn(;éo Nome do Composto
do Pico (min) PSB PSG
1 8,96 Acido hidrocinamico TMS 1,86 1,24
2 17,19 m/z 256 7,36 14,98
3 22,45 Alcano de cadeia longa 2,93 2,68
4 24,42 Alcano de cadeia longa 7,94 8,68
4a 24,76 n.i. 8,55 -
5 26,23 Alcano de cadeia longa 5,25 4,77
6 27,95 Alcano de cadeia longa 8,84 6,39
7 29,33 Alcano de cadeia longa 8,49 -
8 30,84 Alceno ou alcool de cadeia 2,46 7,37
longa
9 35,76 Etil éster do Acido palmitico 8,48 6,41
10 36,98 Butil éster do Acido 5,14 4,37
palmitico
11 38,15 Ester do Acido palmitico 4,98 3,69
12 39,28 Ester do Acido palmitico 8,44 7,48
13 40,34 Ester do Acido palmitico 4,12 4,22
n.i. = ndo identificado.

Os espectros de massas dos principais constituintes analisados por
CGAR-AT-EM nas amostras PSB e PSG sdo mostrados nas Figuras 25 a
38. As duas amostras exibem os mesmos espectros de massa com excec¢ao
do pico 4a da amostra PSB (T.R. 24,76 minutos), ndo encontrado na

amostra PSG.
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Figura 25. Espectro de massas do pico 1 do extrato em diclorometano das
amostras PSB e PSG.
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Figura 26. Espectro de massas do pico 2 do extrato em diclorometano das
amostras PSB e PSG.
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Figura 27. Espectro de massas do pico 3 do extrato em diclorometano das
amostras PSB e PSG.
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Figura 28. Espectro de massas do pico 4 do extrato em diclorometano das
amostras PSB e PSG.
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1004 73
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T.R. 24,76 min

40 & 80 100 120 140 140 180 200 220 240 240 280 300 320 340 340 380 400 420
(MComponent at scan 1454 (24. 743 min) in C:NALBERTONANSEES DND ATA. MS

Figura 29. Espectro de massas do pico 4a do extrato em diclorometano da
amostra PSB.
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Figura 30. Espectro de massas do pico 5 do extrato em diclorometano das
amostras PSB e PSG.
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Figura 31. Espectro de massas do pico 6 do extrato em diclorometano das
amostras PSB e PSG.
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Figura 32. Espectro de massas do pico 7 do extrato em diclorometano das

amostras PSB e PSG
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Figura 33. Espectro de massas do pico 8 do extrato em diclorometano das
amostras PSB e PSG.
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Figura 34. Espectro de massas do pico 9 do extrato em diclorometano das
amostras PSB e PSG.
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Figura 35. Espectro de massas do pico 10 do extrato em diclorometano
das amostras PSB e PSG.
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oo 57
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(MComponent af scan 2355 (38,151 min) in SN ALBERTONANELSE DYNDATA WS

Figura 36. Espectro de massas do pico 11 do extrato em diclorometano
das amostras PSB e PSG.
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Figura 37. Espectro de massas do pico 12 do extrato em diclorometano
das amostras PSB e PSG.
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Figura 38. Espectro de massas do pico 13 do extrato em diclorometano
das amostras PSB e PSG.

A biblioteca do aparelho sugere pelo padrédo de fragmentagdo que
0s compostos seriam alcoois, alcanos e alcenos de cadeia longa, mas nao
permite a identificagdo com seguranca.

A comparacdo dos perfis cromatograficos da Figura 24 e o0s
constituintes detectados e relacionados na Tabela 29, sugerem que o0s
dois extratos tém constituicdo similar, com diferengas nas abundancias

encontradas.

72



Roberto Chang Resultados e Discussdes

Os picos de namero 2 das amostras PSB (17,19 min) e PSG (17,39
min) sdo do composto ndo identificado, de massa m/z 256. O componente
associado ao pico com m/z 270 aparece em baixissima concentracdao nos

tempos de 18,81 e 18,93 min, respectivamente, sendo mais visivel no

cromatograma da amostra PSG.
A amostra PSG apresentou maior teor de ceras em massa, 0 que

certamente aumenta a quantidade de compostos de cadeia longa.
O perfil cromatografico semelhante confirma os constituintes em

comum encontrados para as amostras de prépolis PSB e PSG.
4.4.2. Extratos em acetona

As Figuras 39 e 40 mostram os cromatogramas obtidos para as

amostras PSB e PSG em acetona, respectivamente.

Abundance [41207] ' TIC
99.5 z ;
3 ;
74.61 E
49.8 1 4 5
1 g 13 :
_ 12 4

24.9 2 5 8 9 10 11 14 15 15

U -~ T T T T T T T T T T T T T T
Time: 496 6.68 841 10.13 11.85 13.58 15.30 17.02 18.75 2047 22.19 2392 25.64 27.36

Figura 39. Cromatograma do extrato acetdnico da propolis PSB obtido por CGAR-AT-
EM

Abundance [33125] O targets (T), 272 components (v) I TIC

99

74.3 1

49.5 1

24.8 1

UA T T T T T T T T T T T T T T
Time: 5.02 680 8.58 1037 12.15 13.93 15.72 1750 19.28 21.06 22.85 24.63 2641 28.20

Figura 40. Cromatograma do extrato aceténico da propolis PSG, obtido por CGAR-AT-
EM.
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As Tabelas 30 e 31 relacionam os compostos identificados por
CGAR-AT-EM nos extratos acetdnicos das propolis PSB e PSG.

Tabela 30. Constituintes do extrato acetonico da prépolis PSB identificados por CGAR-
AT-EM

NUumero Tempo

do Pico de Nome do composto Area
Retencao %
(min)
1 4,07 n.i. 2,13
2 6,47 Acido hidrocindmico TMS 1,57
3 11,48 Aclcar desconhecido 19,43
4 12,45 a-D-Manopiranose, 1,2,3,4,6-pentakis-TMS 6,24
5 12,79 Arabitol 5-TMS 2,34
6 13,06 Acucar desconhecido 5,18
7 14,13 Acido p-hidroxicindmico-TMS-éster 16,40
8 16,38 Acido 3,4-diidroxi-cindmico TMS-éster 1,50
9 18,49 n.i. 1,31
10 20,17 Acucar desconhecido 2,24
11 21,73 n.i. 1,70
12 23,22 n.i. 0,50
13 23,76 n.i. 0,73
14 23,96 n.i. 2,93
15 25,31 n.i. 1,92
16 25,97 Acucar desconhecido 4,39
n.i. = ndo identificado.

Tabela 31. Constituintes do extrato acetonico da propolis PSG identificados por CGAR-
AT-EM

NUumero Tempo de

do Pico Retencéo Nome do composto Area
(min) %
1 6,47 Acido hidrocinamico TMS 1,37
2 11,47 Acucar desconhecido 27,89
3 12,18 AcUcar desconhecido 6,42
4 12,79 Arabitol 5 TMS 3,42
5 13,10 Acucar desconhecido 2,49
6 14,11  Acido (p-hidroxicindmico)-p-TMS-éster 16,60
7 15,06 Acido palmitico TMS 2,66
8 16,38  Acido 3,4-diidroxi-cindmico TMS-éster 1,70

A Dbiblioteca do aparelho permite identificar a classe de um
composto, por isso alguns compostos foram classificados como acgucares,
mas ndo foi possivel determinar exatamente qual aglcar estava presente.

Outros compostos ndo sdo identificados de maneira alguma.
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A semelhanca do perfil cromatografico é vista até os 17,00
minutos. Ao se analisar os constituintes das amostras, nota-se que a
amostra PSG possui maior concentracdo de acucares, € que a amostra

PSB possui picos pouco abundantes na amostra PSG, ap6s o tempo de

retencdo de 18,00 minutos.
Os extratos acetOnicos possuem compostos mais polares, como 0sS

acucares, que ndo aparecem no extrato em diclorometano. O composto de

massa 256 Da ndo foi observado nos extratos acetdnicos.

4.4.3. Extratos em metanol

As Figuras 41 e 42 mostram os cromatogramas obtidos para as

amostras PSB e PSG em metanol, respectivamente.

Abundance [36626] TIC
085 |
1, 3 4 i
74 :
2 :
7 8 :
495 5 :
6 5
10 '
25 9

- T T T T T T T T T T T T T T
Time: 5.64 8.00 10.37 12.73 15.09 1745 19.82 22.18 24.54 26.90 29.27 31.63 33.99 36.35

Figura 41. Cromatograma do extrato em metanol da amostra PSB, obtido por CGAR-
AT-EM.

Abundance [28746] O targets (T), 284 components (v) I T1C
08.5 P YrYw vewrwerwrw ¥ :
3 :
74.11 1 3
2 10 f
6 i
4 7 ,
254
1 T T T T T T T T T T T T T T
Time: 541 747 954 11.60 13.67 15.73 1780 19.86 21.93 23.99 26.06 28.12 30.19 32.25

Figura 42. Cromatograma do extrato em metanol da amostra PSG, obtido por CGAR-
AT-EM.
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As Tabelas 32 e 33 relacionam o0s compostos encontrados nas
analises por CGAR-AT-EM das amostras PSB e PSG em metanol,

respectivamente.

Tabela 32. Constituintes do extrato metandlico da prépolis PSB identificados por
CGAR-AT-EM

NUumero Tempo de

do Retencéo Nome do composto Area

Pico (min) %
1 11,50 n.i. 15,97
2 12,46 p-D-Glucopiranose, 1,2,3,4,6-penta 5,82

TMS

3 13,10 Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-TMS 12,37
4 14,14 Glicose 5-TMS 11,76
5 15,46 Aclcar desconhecido 3,47
6 16,40 Acido 3,4-diidroxi-cindmico TMS-éster 2,23
7 20,20 n.i. 5,46
8 25,40 n.i. 5,87
9 25,95 n.i. 1,49
10 35,22 n.i. 3,59

n.i. = ndo identificado.

Tabela 33. Constituintes do extrato metandlico da prdpolis PSG identificados por
CGAR-AT-EM

Namero Tempo de

do Pico Retencédo Nome do composto Area
(min) %
1 11,45 n.i. 9,35
2 12,45 beta-D-Glucopiranose, 1,2,3,4,6- 5,38
pentakis

3 13,07 Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-TMS 9,53
4 13,67 Acucar desconhecido 3,23
5 14,14 Glicose-5-TMS 15,46
6 15,05 Acucar desconhecido 2,97
7 15,45 Acucar desconhecido 2,18
8 16,40 Acido 3,4-diidroxi-cinamico TMS-éster 3,57
9 25,40 n.i. 4,57
10 30,62 n.i. 5,18

n.i. = ndo identificado.

A semelhanca dos cromatogramas dos extratos metanolicos de PSB
e PSG obtidos por CLAE é também muito grande, principalmente até o
tempo de retencdo de 17 minutos. No extrato metandlico predominam os
compostos polares, notadamente acucares. Varios compostos néo
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puderam ser identificados. O composto ndo-identificado de massa m/z
256 também néo foi encontrado neste extrato.

Os cromatogramas dos extratos em diclorometano, acetona e
metanol das amostras PSB e PSG obtidos por CGAR-AT-EM permitem
inferir que as amostras PSB e PSG possuem alcanos, acidos e alcoois de
cadeia longa, acidos cinamico, p-hidroxi-cindmico, hidrocinamico, 3,4-

diidroxi-cinamico e agucares diversos.

4.5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os extratos aquosos e etandlicos de algumas amostras de prépolis
foram analisadas por CLAE para a verificagdo de similaridades de
constituintes e perfis cromatogréaficos. As condi¢cBes experimentais estao

na secdo 2.6. p. 19.

4.5.1. Extratos aquosos

Sdo0 mostrados nas Figuras 43, 44, 45, 46, e 47, os cromatogramas
dos extratos aquosos das amostras de propolis Indian6polis (IN), Norte
de Minas (NM), Salomon (SAL), Santa Béarbara (PSB) e Sdo Gotardo
(PSG) respectivamente, no canal A 272 nm, referentes a metodologia
descrita em 2.6.1. p. 19.
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Figura 43. Cromatograma do extrato aquoso da propolis Indiandpolis
(IN), obtido por CLAE.
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Figura 44. Cromatograma do extrato aquoso da prépolis do Norte de

Minas (NM), obtido por CLAE.
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Time: 0 Mnutes - Amplitude: 0 mAL
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Figura 45. Cromatograma do extrato aquoso da propolis de Santa Barbara
(PSB), obtido por CLAE.
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Figura 46. Cromatograma do extrato aquoso da prdépolis de Sdo Gotardo
(PSG), obtido por CLAE.
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Figura 47. Cromatograma do extrato aquoso da propolis Salomon (SAL),
obtido por CLAE.

Os extratos aquosos das propolis PSB, PSG e NM possuem perfis
cromatograficos semelhantes, o que permite inferir que as trés amostras
possuem constituintes em comum.

A amostra aquosa Indianopolis (IN) apresentou poucos
constituintes quando comparado com as outras amostras PSG e PSB e a
amostra SAL da Dinamarca mostrou um perfil caracteristico de extratos
aquosos de propolis européias.

4.5.2. Extratos etanolicos

Seguem nas Figuras 48, 49, 50, 51, 52, e 53, os cromatogramas dos
extratos etanolicos de diversas amostras de propolis e do broto de
alecrim, respectivamente, detectados no canal 272 nm, obtidos por
CLAE, e listadas na Tabela 11, secdo 3.6. juntamente com suas
procedéncias. (p. 31).

Ao serem comparados os diversos cromatogramas, percebemos que
as amostras de propolis classificadas como verdes tém perfil
cromatografico semelhante. Por outro lado, a amostra Marrom de Tripui,

classificada como marrom, tem um perfil completamente diferente das
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amostras verdes, o que sugere que a Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE) seja capaz de diferenciar os extratos etandlicos de

4 1000 %

E g 8 -
3 ; ; ; ; =
1 1 1 1 1
(<} | | . | .
O 1 1 1 1 1
© | L . R I o [
o] | | 1 | 1 b
= | | ‘ |
@ | | . | .
> | | 1 | 1
(= R R e e R R ra
=t | | ‘ | ‘
e} i i . i .
P N N ™
o | | . | .
= ! ! ! ! !
s | —— = |
o " : = :
o _ _ - _ .
5 1 T 1
2 - —— o
ﬁ 2 1 1 1
o | ; _ .
o Hn_Hu | 1 | 1
o B deeils A Do ST
| 1 1 1 1
e W.U | ‘ | ‘
u 1 1 1 1
lmm " 1 1 "
- T () - L U g L — L
£ 03 | " "
(1l | ‘ ‘
S by 1 1 1
© oo " " "
o} |||3|3 ||||||| i Dl [ i T T T s
= EE | ‘ | '
W m I ; \
1 1 1 U
Eﬁ | . | |
0 2 m.v-v.m, ....... EERRRREEE, P IRREEREEES SRR e
" O | : |
© o D ! " ! _
= NN | 1 I 1
%) ERL: | . |
2 ftlavo S AR SRR S [
(@] £ er | i |
— . .mn,.. | ' |
- a 1 1 1
= $188% : " "
m = .H.R I ' I
. 2 DP-m ....... O T [ =
v wn = _ | | . |
— — e 1 1 1 1
o o E | | ! |
o o = f f i f 1 a
O O aaaz aagk aaagi aas a
- -
o o Mo

hfinutes

Figura 48. Cromatograma do extrato etandlico da prépolis M3 (néo-

verde), obtido por CLAE.

81



s e

Resultados e Discussodes

- Al

Time: 59,9962 hMnutes - Amplitude:

Roberto Chang

G S .. © . .
1 1 1 1 1 1 = h " " "
] 1 1 1 1 1 — 1 1 1
! ! ! ! ! ! <5 " ! !
" " " " " " S _ _ _
. L L [ s . . = L L L
...... " " " " " " ° o _ _
! ! ! ! ! ! > ! ! !
! ! ! ! ! ! " ! !
] 1 1 1 1 1 s 1 1 1
....... e T S e Ehnr or SRS N- Y I
! ! ! o " ! !
1 1 1 p 1 1 1
" ! " ° " ! !
: : _ o Tt moeeees A
1 1 1 1 1 1 1
! ! ! ! © " ! !
1 1 1 1 d 1 1 1
......
! ! " _ o " ! _
1 T T T (&) 1 | |
! ! ! ! = " ! !
1 1 I i \ 1 1 |
o _ _ _ =  — ——
DD_ 1 1 1 a 1 1 1
o ! ! ! - ! ! !
2= ) L
R o Y oy T [ — [ + m (@) mmmlmmm - Immmm - Im == -
L ! ! ! g < ! ! !
Z=Z | | | © | | |
~ 1 ! ! ! e " ! !
B - < E L L . x L ! !
mG_ 1 1 1 e III_ IIIIIII P T
1 1 1 1 1 1 1
e Sui o
o0 ! ! ! < " ! !
IIGIC._ ||||||| [ r---~--- T a L i i T T T T T T
L | | | " ! !
II | | | £O " | |
- 1 1 1 o S 7] 1 1
W W _ _ ! o | _
.m.M-M. ....... [, [ . o> z | E- -m}---_ ........ [
n 1 1 1 1 O p m n 2 1 1
~ I " " " < o e " "
TWW. | | | @ e ¥ |k~ |m | |
m pt ! ! ! i 3 m < !
v [ [ F N SR DU +— o | B0 [ [ P P DR
M " " " So kL Egg "
E=K=] | | | o -] | |
e (@) | o
Saa : : : . i|ggg !
L@mm I 1 1 R —~ m ..nlw o 1 1
T A [ (I ! <) T [
oA ! r B © 5 2 g mp _ _
| \ \ \ < o 3 \ \ |
_ 1 1 1 1 [<5) W __ I I
! ! ! ! < > s ! ! !
1 1 1 1 [ - 1 E 1 1 1
t f f f =) = i T f T f T
057 oz 051 ok o« anal a0z 002
i LL m\ i

hofinutes

Figura 50. Cromatograma do extrato etanoOlico da propolis de Séo

Gotardo PSG (verde), obtido por CLAE.
82



Resultados e Discussodes

- mAl

Time: 59,2962 hnotes - Amplitude:

Roberto Chang

ey e
= = = = = =
2 g g ] 2 g g ]
i 5 g i T g i b g i T 2
1 1 1 1 1 = 1 1 1 1 =
1 1 1 1 1 -_— 1 1 1 1 |
1 | | | 1 [¢B} | 1 | | |
| " " " | ° " | " " "
' I I I 1 [ | 1 | I |
IIIII [ U U U g N UL U g UL (U U gy Illlllﬁ a 1 1 1 1 1
" " " " = . . e . G tg
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 i O 1 1 1 1 1
R L R S ] - O | ‘ | | |
: | " | : ) . ; 7 i |
| | | | | - e RS [ e
_ _ _ _ _ 2 — _ ; _
1 1 1 1 1 — 1 1 1 I
........................................... L o
K | " 1 a3 ¥ a | ‘ | |
. | | | . O | . : _
1 I I I 1 S e | I d
_ _ _ S _ _ _
..... e B " " "
‘ | | | ‘ © | ‘ |
" _ _ _ " S ! " )
..... R S " " "
| " | _ | N " | |
" " " " " . © " " "
1 1 1 1 1 A 1 1 1
........................................... [
B " v i " 3m S i : 0
‘ | | " ‘ o | ‘ |
1 I I 1 ) I 1 I
‘ | | | ‘ © | ‘ |
||||| 8 e |I||u|% ey ! 1 !
| \ | | | W ' !
1 1 1 1 1 X Ild._.q IIIIIII L A
" " " _ " o =B " "
1 1 1 1 1 2_2 1 1
— | | | | (@) = S ' |
BT e R T --ls T 22 " "
T T " _ : " < Ui ooy " "
! i i i 18 S mmmmmmmes 1
o 1 1 1 m A M [P ) 1 1
£ | | | T _] 1 oL ! !
E22---— SRR R R S 50 = | EZT " "
co _ ! ! o> i|Eae ! _
oo ! ! ! S - Sy ! !
2Im ! ! ! a o m ZJ-WI_W ||||||| L
L) 1 1 1 = 1 1 1 1
LG - . e - E < £ <eTT ' !
cnw I i | o o L5 oo ! !
B8== _ ! ! — O g |2 55 . _
o 0 ! ! ! O = iloooQ ' !
&c _ _ _ = ilgea . H
282 e (R AR I [ - Q =l QP ! !
oss . | | — O 5O oo . |
" ! ! ! o - 3 " " !
B | | | = | _ |
| | | | m [«5) m | | |
1 1 1 1 1 1 1
i f f f t = > m = f i f
[alauks aasi aaqi 0% 0 o) o 00z a0zl aaqi
- — V
[z L < ]

hinutes

Figura 52. Cromatograma do extrato etandlico da propolis Perddes 2

(verde), obtido por CLAE.
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Figura 53. Cromatograma do extrato etandlico da propolis Marrom de
Tripui MT (ndo-verde), obtido por CLAE.

Mas ao se analisar o cromatograma etano6lico da amostra M3,
classificada como uma propolis marrom, verifica-se que o seu perfil
cromatografico ndo segue o padrdo da amostra Marrom de Tripui (MT), o
qgue mostra claramente que a CLAE ndo serve para o controle de
qualidade para se classificar a propolis como verde e/ou marrom.

As Figuras 54 e 55 mostram o0s cromatogramas dos extratos
etandlicos da prdopolis PSB e do extrato etandlico do broto de alecrim-
do-campo. Os picos foram analisados para verificacdo de similaridades

nos espectros no ultravioleta de seus constituintes.
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Figura 55. Cromatograma do extrato etanolico do broto de alecrim-do-

campo, obtido por CLAE.

A Tabela 34 relaciona os espectros no ultravioleta dos extratos
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Tabela 34.

Tabela comparativa dos

Resultados e Discussodes

espectros

UV/Vis

dos

picos

encontrados nas amostras etandlicas da prépolis PSB, M3 e no broto de
alecrim-do-campo

T.R.
Broto

T.R.
PSB e
M3

UV (nm)
(Broto)

UV (nm)
(PSB)

UV (nm)

(M3)
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Spectnum at time 4853 min
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Os cromatogramas dos extratos etandlicos da prépolis PSB e do
broto de alecrim, exibem perfis semelhantes. A andalise dos espectros
ultravioleta com os respectivos tempos de retencdo permitem afirmar que
estes extratos possuem a muitos constituintes em comum, com excegao
de alguns picos que apresentaram alguma divergéncia ou sobreposicéo.

Os cromatogramas e 0s espectros ultravioleta dos picos obtidos nos
extratos etandlicos das prépolis PSB e M3 sdao semelhantes, embora uma
amostra tenha coloracdo marrom e a outra verde. A propolis PSB
apresenta praticamente 0s mesmos picos presentes na propolis M3,
embora mais abundantes nesta amostra. Apesar do cromatograma ter
sido coletado no comprimento de onda 272 nm, houve absorcdo em
outros comprimentos de onda, o que poderia explicar a diferenca nas
tonalidades entre as amostras PSB e M3 e o broto de alecrim-do-campo.

Ao se comparar os extratos aquosos com o0s extratos etandlicos,
percebe-se que 0s extratos etandlicos apresentam maior abundancia de
seus constituintes que os extratos aquosos, em funcédo da solubilidade.

A riqueza de um extrato aquoso ou alcodlico dependeréa
principalmente da disponibilidade e da diversidade vegetal do pasto
apicola. Muitos extratos aquosos sdao vendidos comercialmente e mesmo
0s extratos etandlicos podem ter concentracGes e composicdes diferentes,

conforme observados nos cromatogramas obtidos por CLAE.

4.5.3. Comparacdes com bancos de dados

A comparacdo dos espectros no ultravioleta dos componentes
mostrados nos cromatogramas dos extratos aquosos e etandlicos das

amostras de propolis analisadas por CLAE com os apresentados no banco
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de dados de espectros de ultravioleta de padrdes de compostos fendlicos,
introduzidos (na secdo 3.6.4 p.33) mostrou que VAarios componentes
apresentavam espectros no UV caracteristicos dos acidos cindmico e
caféico (309 a 326 nm). Este resultado confirma os resultados obtidos até
0 momento nas anéalises anteriores, particularmente aqueles obtidos com
a cromatografia gasosa a alta temperatura. Deve-se destacar que 0s
acucares detectados nesta técnica, ndo puderam ser detectados pela
cromatografia liquida, em funcdo do detector utilizado.

Por outro lado, a cromatografia gasosa e a liquida ndo detectaram a
presenca de outros compostos existentes no banco de dados dos

aparelhos.

4.5.4. Comparacdes com padrdées de flavonas

Os espectros de ultravioleta obtidos pela injecdo dos padrdes séo

mostrados na Tabela 35.

Tabela 35. Dados de alguns dos padrdes e seus espectros no UV

Tempo de 3
Nome do _ Absorcgéo Espectro
3 Retencao
padréo ) Max.(nm) no UV
(min)
Spectrum at time 6,27 min.
—— 6,27 min [ Smth
Lambda max | 254 494 422 566 526
400 Lambda min . 2992 12892 A4 18 550 400
,\/_ -
Daidzina 6,26 254 200 o0
0 0
200 250 300 350
Spectrum at time 10,10 min.
—— 10,10/min / Smth
Lambda max : 254 550
500 Lambda min : 230 542| 558 500
Genistina 10,11 254 \\ %
\
0 0

200 250 300 350 400
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Spectrum at time 16,64 min.

—— 16,64 min// Smth
2000+ [ ambda max | 246 406 454 518 2000
Lambda min :| 446 510 566 366

/ 10§0

1000

Daidzeina 16,26 246

200 250 300 350

nm

Spectrum at time 22,15 min.

2000

2000 -15-min/Smth
Lambdamax: 254 198 486 422 438
Lambdamin : 222 430 406 550 454

- P 1000 /_\ 1080
Genisteina 22,15 254 £
\

200 250 300 350 400

nm

Spectrum at time 33,23 min.

— 33,23 min/Smth
3000 3 tambda max : 98 454 518 | (3000
Lambdamin : 270 438 526 566 494

2000

Flavona 33,25 310 N\

200 250 300 350

nm

Spectrum at time 37,39 min.

—— 37,39 min/ Smth
3000 tambdamai 454518

+—318-238 ) 3000
Lambda min : 278 446 502 542 574

2000

Flavanona 37,39 238 ¢ 318 \

200 250 300 350

Os cromatogramas dos extratos aquosos PSB e PSG com o eluente

acetonitrila/agua sdo mostrados nas Figuras 56 e 57.
As condicdes de analise sdo descritas na se¢do Tabela 9 na p. 19.
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Detector A-272 nm

| Detector A272nm T— A AR— — TR
— psb aquosa acetonitrila
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Figura 56. Cromatograma do extrato aquoso PSB no canal 272+10 nm no eluente
acetonitrila/agua.

Time: 3,40033 hinutes - Amplitude: 30,668 mAL

0
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Figura 57. Cromatograma do extrato aquoso PSG no canal 272+10 nm no eluente
acetonitrila/agua.

O perfil cromatografico das duas amostras é muito semelhante,
(apesar da escala) da mesma forma que os cromatogramas etanolicos e

aquosos destas duas amostras.
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A Figura 58 mostra o cromatograma dos padrfes de isoflavonas,
flavona e flavanona, analisados por CLAE em acetonitrila no canal
260+8 nm.

2500
v 3 Flavona
Daidzeina
2000 1 Flavanona
1500 o
Genisteina
1 000 2 Genistina
Daidzina
500
0 T I I) L T
0 10 20 30 40 50

Figura 58. Cromatograma dos padrdes pesquisados no canal 260£8 nm no
eluente acetonitrila/agua.

Comparando-se a Figura 58 com as Figuras 56 e 57 (p. 94), pode-
se perceber que os extratos aquosos de PSB e PSG eluidos com
acetonitrila/agua ndo tém isoflavonas, flavanona ou flavona em sua

composicdao.

4.6. Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas com lonizacdo Quimica a Presséo
Atmosférica - CLAE-IQPA-EM/EM (HPLC-APCI-MS/MS)

A Tabela 36 apresenta os compostos detectados por CLAE com
detector ultravioleta do extrato etandlico da propolis PSB. Estes
compostos sdo os que absorvem na regido do ultravioleta, em funcéo do
detector utilizado. Eles representam apenas uma fracdo dos constituintes

totais, uma vez que muitos compostos ndo absorvem a radiagdo
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ultravioleta. Estes compostos foram identificados apds sua fragmentacéo

no espectrometro de massas.

Tabela 36. Compostos identificados por CLAE e seus tempos de retencéo

Tempo de Composto
Retencdo (min)
18,3 Cinamato de etila
20,2 Cafeato de benzila
22,1 Cafeato de cinamila
24,0 Cumarato de cinamila
25,8 Ferulato de diidrocinamila
27,1 Pinobanksina
29,6 Camferol
32,8 Acido-2,2-dimetil-6-cromeno-6-propendico
34,0 2,2-dimetil-6-cromeno-6-propenoato de metila
34,6 Cumarato de diprenila e n.i. (A 238, 318 nm)
35,5 Betuletol, camferida, diidrocamferida
36,0 Ermanina
36,6 Capillartemisina A
37,3 Acido (E)-3-[2,3-diidro-2-(1-metiletenil)-7-prenil-
5-benzofuranil]-2-propendico
38,2 Acido (E)-3-[2,3-diidro-2-(1-hidroxi-1-
metiletenil)-7-prenil-5-benzofuranil]-2-propendico

38,9 Artepilina C
41,0 n.i. (A 220, 286 nm) e n.i. (A 235, 278 nm)
41,9 n.i. (A 235, 318 nm)

A Tabela 37 mostra os compostos identificados por CLAE-IQPA-
EM/EM. As atribui¢cbes foram baseadas em publicacdes e em estudos
prépriosg’10'11’37’38.

A Figura 59 mostra o espectro de massas molares do extrato
etandlico da amostra PSB, obtido por CLAE-IQPA-EM/EM, no modo

positivo.
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Figura 59. Espectros de massas do extrato etandlico da amostra PSB,
obtido por CLAE-IQPA-EM/EM no modo positivo.

Tabela 37. Compostos detectados no extrato etandlico da propolis PSB
por CLAE-IQPA-EM/EM, no modo positivo

N. Massa Composto % pico
base
1 330 Betuletol 30
acido (E)-3-[2,3-diidro-2-(1-hidréxi-1-
2 316 metiletil) 12
-7-prenil-5-benzofuranil]-2-propendico
3 314 Ermanina 12
4 312 ferulato de diidrocinamila 9
5 302 Diidrocamferida 9
6 300 artepillina C, camferida, cumarato de diprenila 63
acido (E)-3-[2,3-diidro-2-(1-metiletenil)
7 298 -7-prenil-5-benzofuranil]-2-propendico 12
8 296 cafeato de cinamila 13
9 294 linoleato de metila 10
10 286 camferol 35
11 284 acacetina, acido estearico 14
12 282 acido oléico 10

96



Roberto Chang Resultados e Discussdes

13 280 acido linoléico 7
14 272 pinobanksina (chalcona) 16
15 270 cafeato de benzila, isomeros de massa 270 Da 33
16 268 cumarato de cinamila 7
17 260 14-acetoxi-trementona 10
18 258 2’,4°,6’-triidroxi-chalcona 27
19 256 acido palmitico, n.i. de massa 256 Da 68
20 254 cumarato de benzila 29
21 252 metil-flavonol 13
22 244 2,2-dimetil-6-cromeno-propenoato de metila 48
23 242 miristato de metila 42
24 240 Hidroxi-flavanona 10
25 238 flavonol 9
26 232 acido-3-prenil-p-cumarico 7
27 230 acido-2,2-dimetil-6-cromeno-6-propendico 26
28 228 acido miristico 17
29 226 benzoato de feniletila 13
30 224 flavanona 10
31 218 carboxilato de 2,2-dimetil-6-cromeno-metila 6
32 216 n.i. 10
33 214 laurato de metila 42
34 212 n.i. 53
35 210 diidrochalcona 15

acido 2,2-dimetilcromeno-6-carboxilico,

36 204 sesquiterpenos !
37 202 trementona 13
38 200 acido laurico 28
39 198 galato de etila 31
40 196 veratrato de metila 16
41 194 acido ferulico 17
42 190 n.i. 9
43 188 5-(2,5-dimetilfenil)-2(3H)-furanona 28
44 186 decanoato de metila 22
45 184 galato de metila 17
46 182 acido veratrico 12
47 180 acido caféico 8
48 178 4-hidréxi-3-metoxicinamaldeido 7
49 177 n.i. 10
50 176 cinamato de etila 87
51 174 acido 5-fenil-pentadien-2,4-dico 8
52 172 acido decanoico 17
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53 170 acido galico 27
54 168 acido vanilico 13
55 166 acido diidrocumarico 6

56 164 acido p-coumaric acid 11
57 162 cinamato de metila 17
58 160 acido pimélico, glutarato de etila 20

isobutirato de isopentila, butanoato de
59 158 isopentila, 28
acido pelargonico

60 156 n.i. 13
61 152 acido 4-metoxi-benzdico 24
62 150 acido diidrocinamico 8

63 148 acido cinamico 23
64 146 succinato de etila 100

acido octanoic, isobutirato de isobutila,

65 144 butirato de isobutila 22
66 142 n.i. 7

67 136 benzoato de metila 13
68 134 acido malico 12
69 132 ornitina 23
70 130 acetato de isopentila, acetato de 2-metillbutila 13
71 126 6-metil-hept-5-en-2-ona 6

72 122 acido benzdico 12
73 120 acetofenona, 2,3-benzofurano 23
74 118 acido succinico 25
75 116 acetato de isobutila 7

76 108 alcool benzilico 12
77 106 benzaldeido 15
78 104 estireno 37

n.i. = ndo identificado

Os compostos desta tabela vém somar aos compostos ja
identificados por outras técnicas de cromatografia. A vantagem desta
técnica estd na deteccdo de todos os compostos eluidos na CLAE,
independentemente se absorve luz UV-VI ou ndo.

Esta analise fornece uma inédita impressdo digital do extrato
etandlico da amostra de prépolis verde PSB, captando os compostos que

ndo absorvem e 0s compostos que absorvem radiagdo na regido do
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ultravioleta/visivel. Assim, a exata caracterizacdo de um extrato néo

poderia estar melhor reproduzida.

4.7. Ensaios Biologicos

4.7.1. Teste da atividade antimicrobiana dos extratos etandélicos de

propolis em bactérias patogénicas

As placas com os ensaios de atividade microbicida com
antibiéticos de controle e as amostras de propolis PSB e PSG séo
mostradas nas Figuras 60 e 61, frente a Staphylococcus aureus e Marsa,
respectivamente. As placas com o teste de concentracdo inibitéria
minima (CIM) com antibidticos de controle e as amostras de propolis
PSB e PSG sdo mostradas nas Figuras 62 e 63, frente S. aureus e Marsa,
respectivamente. Os antibioticos de controle foram colocados na parte
central da placa, circundados pelas amostras PSB, a esquerda e PSG a

direita.
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Figura 60. Placa com ensaio de verificagdo de atividade microbicida das
propolis PSB (a esquerda) e PSG (a direita) em varias concentracdes
contra S. aureus, comparados com antibioticos de controle.

Os quatro antibidticos de controle mostraram eficacia frente ao S.
aureus, principalmente a vancomicina. As amostras de propolis
mostraram halos de inibicdo muito pequenos, quando comparados aos
produzidos pelos antibidticos de controle. Os halos de inibicdo das duas
amostras sdo semelhantes, e nota-se que o aumento da concentragéo

acarreta um aumento no diametro do halo de inibigdo.
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Figura 61. Placa com ensaio de verificacdo de atividade microbicida das
propolis PSB (a esquerda) e PSG (a direita) em varias concentracdes
contra Marsa, comparados com antibidticos de controle.

Percebe-se que a vancomicina foi mais eficaz que o0s outros
antibioticos frente a Marsa (resistente). Nota-se que o0 aumento da
concentragcdo aumentou e melhorou as medidas dos halos de inibicdo

frente a Marsa.
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Figura 62. Placa com ensaio de verificagdo de atividade microbicida das
propolis PSB (a esquerda) e PSG (a direita) em varias concentracdes
contra S. aureus.

Nota-se que a concentracdo minima inibitéria ndo pode ser
determinada com esse experimento, porque todas as placas apresentaram
halo de inibicdo. Chen et al. ** relatou concentracdes inibitorias minimas
na faixa entre 3,75 e 60 pg/mL, e concentragdes bactericidas minimas
entre 60 e 120 pg/mL de extratos etandlicos de propolis taiwanesas

frente a S. aureus.
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Figura 63. Placa com ensaio de verificagdo de atividade microbicida das
propolis PSB (a esquerda) e PSG (a direita) em varias concentracdes
contra Marsa.

Os halos parecem néao ter boa definicdo quando comparados aos
halos obtidos frente a Marsa. Nota-se contudo, que o aumento da
concentragdo acarreta um aumento do halo de inibicdo e que os dois
extratos etandlicos de prépolis exibem atividade microbicida apreciavel
acima da concentracdo de média de 600 pg/mL.

As ceras presentes nos extratos poderiam atrapalhar a difusdo da
propolis nas placas de cultura de agar-agar. A remocdo das ceras poderia

aumentar a atividade microbicida desses extratos.
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4.8. Analise Elementar CHN do residuo final da prépolis
PSB

A anélise elementar de CHN do residuo final da prépolis PSB
forneceu os seguintes resultados mostrados na Tabela 38.

Tabela 38. Valores obtidos por determinacdo de CHN do Residuo Final da propolis PSB

AMOSTRA % C % H % N
Residuo PSB 48,51 7,07 5,71
Residuo PSB 48,41 6,85 5,61
Valor Médio 48,46 6,96 5,66

O teor de nitrogénio pode ser considerado alto quando comparado
com o teor de nitrogénio em amostras de eucalipto** (0,17 %) e de outras
madeiras** (0,2%) mas ndo se encontraram dados comparativos na
literatura.

Na anélise de produtos naturais, Jones*> encontrou um fator de
conversdo entre as porcentagens de nitrogénio em alimentos e vegetais e
de proteinas. Em média, as proteinas contém aproximadamente 16 % de
nitrogénio. Assim, cada 100 g. de proteina contém aproximadamente 16
g. de nitrogénio. O fator de conversdo € obtido dividindo-se 100 por 16,
de onde se obtém o valor 6,25 (fator de converséo).

A porcentagem de nitrogénio (5,66%) encontrada no residuo final
da amostra PSB multiplicado por 6,25 nos indica que no residuo final da
propolis PSB poderia haver até 35 % desta massa na forma de proteinas.
Estas proteinas seriam insoluveis em agua, metanol e cloroformio, em
funcéo da rota seguida.

Este residuo que muitas vezes é descartado pelos apicultores
(apenas hidroalcodlico) ainda é usado na producdo de tintas e vernizes a
base de prépolis, mas ainda pode ser utilizado com fins nutricionais

(para ruminantes*®) ou ainda farmacéuticos.

4.9. Analises Espectrofotométricas
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4.9.1. Teor de fendis totais

A Tabela 39 contém os valores das absorvéncias obtidas e dos
equivalentes de &cido galico encontrado para as amostras de propolis. A

Figura 64 mostra a curva de calibracdo obtida com os padrbes de acido

galico.

Tabela 39. Valores das absorvancias obtidas no ensaio de determinacdo

Resultados e Discussodes

de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau

Absorvancia |[Equivalentes de ac.galico

« | PSB 0,254 139,40
= |PSG 0,206 114,16
2| M3 0,354 192,05
< | VE 0,058 36,26

0,10 0,010 0,80

0,20 0,027 1,60
9 10,25 0,037 2,00
= |0,30 0,044 2,40
> 0,40 0,061 3,20
=lo050] 0,160 4,00
~lo10] 0,068 40,00
> 10,20 0,140 80,00
< lo,25 0,181 100,00
S 10,30 0,221 120,00

0,40 0,303 160,00

0,50 0,372 200,00
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0,40 -
y = 0,0019x - 0,0109
R? = 0,9991
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0,30 A
0,25 A
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0,15 -
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0,00 T T T T T T T T 1
0,00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00 150,00 175,00 200,00 225,00

Figura 64. Grafico da curva de calibracdo obtida com os padrbes de
acido galico.

A Tabela 40 contém os valores de equivalentes de acido géalico

obtidos pelo ensaio de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau em

massa percentual.

Tabela 40. Teor de Fenois Totais em equivalentes de acido galico

Teor de Fendis Totais em equivalentes
Amostras de acido galico (referente a massa de 5 g.) (%)
PSB 11
PSG 9
M3 15
VE 2,9

Esses valores estdo dentro dos valores encontrados por Woisky e
Salatino?®, que relataram concentracdes totais entre 8,8 e 13,7%
(massa/massa) de compostos fendlicos. Eles ainda relataram que o uso de
etanol 70% e sua maceracdo por 30 dias aumentariam o valor de
compostos fendlicos. Como foi wusado etanol 95% em extragdes
relativamente curtas, o potencial fendlico destas amostras pode ser ainda

maior.
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A amostra M3 exibiu o maior potencial e a amostra Vermelha (VE)
o0 menor, inclusive abaixo do valor permitido pela legislagdo (minimo de
5% m/m).

4.9.2. Teor de flavonoides em equivalentes de quercetina

A Tabela 41 contém os valores das absorvancias obtidas no ensaio.

Tabela 41. Valores obtidos no ensaio de teor de flavondides em
equivalentes de quercetina

Massa em microgramas | Absorvancia
o PSB 0,173
= PSG 0,140
= M3 0,230
< VE 0,063

4,79 0,102
@ 9,58 0,166
= 14,37 0,221
% 18,00 0,268
=4 19,16 0,270
2 23,95 0,325
S 27,00 0,379
é 36,00 0,482
o 54,00 0,696

72,00 0,910

A Figura 65 mostra o grafico obtido com os valores das leituras
das absorvancias e as respectivas concentracfes em equivalentes de

quercetina.
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Flavonéides em teor de Quercetina

1,000 4 y =0,012x +0,0472
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0,400
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microgramas/mL

Figura .65. Grafico da curva de calibracdo obtida com os padrbes de
quercetina.

A equacdo da reta obtida é y = 0,012x + 0,0472 e os valores
encontrados em microgramas de equivalentes de quercetina nessa
equacdo com as respectivas amostras foram: 10,48 para a amostra PSB;
7,73 para a PSG; 15,23 para a amostra M3 e 1,32 microgramas para a
amostra Vermelha, para as aliquotas de 1,0 mL usadas no ensaio. O valor
da absorvancia da solucdo em branco foi de 0,037. As massas
equivalentes de quercetina encontradas por massa de prépolis sdo

mostrados na Tabela 42.

Tabela 42. Valores obtidos no ensaio de teor de flavondides em
equivalentes de quercetina em massa percentual

Amostras A?:(Q)gvr?r?](;la Porcentagem (%) L;r;i(;rlapgzlglg
PSB 0,140 2,10 Alto
PSG 0,173 1,50 Médio
M3 0,230 3,05 Alto
VE 0,063 1,70 Médio

Os valores encontrados estdo acima dos valores minimos (0,5%

m/m) estabelecidos pela legislacdo®! para o teor de flavonéides em
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quercetina. As amostras analisadas tiveram teores classificados como
médio e alto.

Convém lembrar que a amostra M3 exibiu maior atividade que as
amostras verdes, com um valor ainda ndo relatado na literatura. A

amostra Vermelha (VE) foi a que exibiu menor teor.

4.9.3. Atividade antioxidante com DPPH

Os valores das absorvancias obtidas para as amostras PSB e PSG
foram de 0,180 e 0,066. O valores das absorvancias do DPPH com
metanol e do branco com metanol foram de 0,336 e —0,033.

A Figura 66 mostra o grafico da curva de calibracdo obtida com os

padrbes de catequina hidratada.

Atividade Antioxidante
0,300
€ 0,250 -
o
o 0,200 ~
S 0,150 A
[S]
c
‘0,100
o y =-0,0213x + 0,2897
< 0,050 7 R?=0,9933
0,000 T T T T T
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
microgramas de catequina /mL

Figura 66. Grafico da curva de calibragcdo obtida com os padrfes de
catequina hidratada.

A Tabela 43 mostra as atividades percentuais das quatro amostras

de prépolis analisadas.

Tabela 43. Atividade anti-radicalar/antioxidante das amostras de propolis
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. Atividade | Equivalentes de catequina
Amostra Absorvéancia
(%) ug por mL | em massa %
PSB 0,200 50,31 842 6,74
PSG 0,231 40,74 552 4.42
M3 0,145 67,28 1358 10,86
VE 0,304 18,21 134 1,07

Os valores encontrados para as amostras PSB, PSG e Vermelha se
encontram dentro dos valores normalmente encontrados na literatura por
Chen et al.*’, na faixa entre 10 e 50%, que investigou a atividade
antioxidante de amostras de propolis de Taiwan. A amostra M3 mostrou
uma atividade superior as outras amostras analisadas. Esse valor acima
de 60%, ja foi observado em amostras de prépolis da China, Hungria e
Nova Zelandia, em condicdes semelhantes*.

A propolis M3 mostrou maior atividade que as amostras de
propolis verde como a prépolis de Santa Barbara PSB e a prépolis de Séo
Gotardo (PSG). Estas duas ultimas amostras apresentaram atividades
proximas. A prdopolis VE mostrou a menor atividade antioxidante.

Estes valores de equivalentes em catequina hidratada sdo muito
expressivos quando comparados com os encontrados por Arts et al.3*32
em alimentos como o ch& verde, cha, frutas, kiwi, vinhos brancos e
tintos, chocolates, etc, o que faz os extratos de prépolis uma melhor
alternativa como aditivo alimentar.

Os resultados dos ensaios espectrofotométricos para fendis totais e
flavondides (Tabelas 40 e 42, respectivamente) mostraram que ha uma
relacdo de proporcionalidade entre as amostras analisadas. A amostra M3
foi a que mostrou maiores teores e atividade e a amostra VE foi a

apresentou menores valores.

4.10. Espectroscopia no Infravermelho do Residuo Final da

amostra PSB na rota de Banskota

Apés varias extracdes, o residuo final mostrou-se um pé amorfo

fino. O espectro no infravermelho é mostrado na Figura 67, a seguir.
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Figura 67. Espectro no Infravermelho do residuo final da propolis PSB.

O espectro no infravermelho mostra que grupos amidicos de
proteinas estdo presentes pois as bandas em 1650-1630 cm™ sio
caracteristicas de bandas C=0 conjugadas (estiramento) e N-H
(deformacdo), além da banda larga em 614 cm™ (deformacdo fora do
plano de N-H). Além disso, h4 absorcdo da ligacdo O-H em 3432 cm™
(sobreposta a da vibracdo de estiramento N-H). Provavelmente este OH é
de &lcool pois ha absorcéo forte pouco acima de 1000 cm™. Finalmente,

ha uma banda devido ao grupo carbonila de éster em 1738 cm™.
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4.11. Comparacao dos cromatogramas em diclorometano da
folha e broto de alecrim-do-campo (Baccharis
dracunculifolia) e de diversas amostras de propolis

brasileiras obtidos por CG/EM

Os cromatogramas mostrados na Figura 68 sdo referentes ao
extrato em diclorometano do broto do alecrim-do-campo (a), extrato em
diclorometano da folha de alecrim-do-campo (b), 6leo essencial do broto

de alecrim-do-campo (c) e do extrato em diclorometano da prépolis PSB

(d).
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Figura 68. Cromatogramas dos extratos em diclorometano do broto de
alecrim-do-campo (a), folha de alecrim-do-campo (b), 6leo essencial do
broto de alecrim-do-campo (c) e da amostra de propolis PSB (d).
O cromatograma (a) da Figura 68 corresponde ao cromatograma do

extrato em diclorometano do broto de alecrim-do-campo. O composto
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mais abundante indicado pela seta (2) com tempo de retencdo 38
minutos, € o nerolidol. A outra seta (1) com tempo de retencdo 55
minutos destaca o composto ndo-identificado de massa 256.

O cromatograma (b) da Figura 68 corresponde ao cromatograma do
extrato em diclorometano da folha de alecrim-do-campo. O composto
mais abundante ja ndo é o nerolidol (2) e sim o germacreno-D (3) com
tempo de retencdo de 36 minutos e que também estd presente no extrato
do broto de alecrim-do-campo, s6 que em menor concentracdo. Neste
cromatograma, o pico (1) também estd presente, mas em menor
abundancia.

O cromatograma (c) da Figura 68 corresponde ao cromatograma do
O0leo essencial do broto de alecrim-do-campo obtido por CG/EM. Os
compostos em destaque sdo o limoneno (4), nerolidol (2) e aquele
correspondente ao pico de massa 256 (1), que é encontrado em baixa
concentracdo no 6leo essencial.

O cromatograma (d) da Figura 68 corresponde ao cromatograma do
extrato em diclorometano da prépolis verde PSB obtido por CG/EM. O
composto mais abundante neste extrato agora € o (1); o nerolidol (2) é
apenas o quarto mais abundante.

A Figura 69 apresenta seis cromatogramas de extratos em
diclorometano de outras amostras de propolis do Estado de Minas Gerais.
A andlise da Figura 69 permite inferir que o pico 1 é o mais abundante
em todas as propolis classificadas como verdes, provenientes de regides

onde ha alecrim-do-campo (cromatogramas a até f da Figura 69, p. 115).
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Figura 69. Cromatogramas dos extratos em diclorometano da propolis
verde de Perddes (a), prépolis verde de Coromandel (b), propolis verde
de Sdo Gotardo (c), propolis verde de Nepomuceno (d), propolis verde de
Divinopolis (e), prépolis verde de Betim (f).
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A anélise dos extratos em diclorometano das diferentes propolis
verdes (Figura 69, cromatogramas a até f) mostra uma grande semelhanca
no perfil cromatografico. Deve haver uma seletividade nos compostos
procurados pelas abelhas para compor a propolis, independente da regido
onde ela vai ser coletada. Todos os cromatogramas de prdpolis verde
possuem o pico (1) (m/z 256) como o pico de maior abundéncia. O fato
deste composto ndo ser o mais abundante nos extratos de alecrim-do-
campo, mas sé-lo nas prépolis de alecrim-do-campo, sugere que durante
0 processo de elaboracdo da prépolis pelas abelhas, substancias como
nerolidol, germacreno-D, etc. seriam parcialmente decompostas.

Outra observacdo interessante que se pode tirar da analise dos
cromatogramas a até f € que elas sdo semelhantes, mas ndo exatamente
iguais. A Tabela 44 mostra, por exemplo, a concentracdo do composto de
massa 256, nos extratos em diclorometano, obtida pela integracdo do
pico correspondente nas respectivas figuras e nos cromatogramas das
outras préopolis. A variacdo da concentracdo deste composto sugere que a
composicdo das diferentes propolis verdes pode mudar, possivelmente
porque contém diferentes quantidades de resina do broto de alecrim-do-
campo, fragmentos do broto, po6len, variacdes ambientais, sazonalidade,

etc.

Tabela 44. Area do pico do composto 1 (m/z 256)

Regido Area do pico do composto 1
de m/z 256 (% TIC)

Santa Barbara - PSB (certificada) 48,06
Perddes 2 54,59
Coromandel (M3) 40,30
Sédo Gotardo - PSG 36,01
Nepomuceno (certificada) 34,69
Divinépolis (certificada) 66,72
Betim (certificada) 56,45
Carrancas 50,36
Itatina 39,47
Coromandel (certificada) 50,21
Patrocinio (certificada) 35,64
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Figura 70. Cromatogramas do extratos em diclorometano da propolis
marrom (ME) da regido de Bom Jardim em Uberlandia (a), propolis M3
de Coromandel (b), propolis verde-marrom do Norte de Minas (c),
propolis marrom-escura de Indiandpolis (d) e propolis marrom-escura de

Tripui (e).
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A Figura 70 apresenta os cromatogramas dos extratos em
diclorometano das propolis de cor marrom da regido de Bom Jardim
(ME) de Uberlandia (a), propolis M3 de Coromandel (b), propolis verde-
marrom do Norte de Minas (c), propolis marrom-escura de Indianopolis
(d) e propolis marrom-escura de Tripui (e), obtidos por CG/EM.

Os cromatogramas (b) e (c) da Figura 70 mostram que as amostras
de prépolis marrom possuem também o pico de m/z 256, e o0s
cromatogramas (d) e (e) mostram que esta quantidade pode variar.

O cromatograma (a) da Figura 70 apresenta a andlise de uma
propolis cujo pasto apicola era composto basicamente de eucalipto e
pasto de braquiaria, onde ndo havia o alecrim-do-campo®®. Neste
cromatograma ndo € encontrado o pico 1 (m/z 256) no intervalo de tempo
de retencdo entre 50 e 55 minutos, conforme indicado por uma seta.

O cromatograma (b) da Figura 71 apresenta uma prépolis do Rio
Grande do Sul, regido que também nao possui alecrim-do-campo, e 0
pico 1 de m/z 256 também ndo é observado. O cromatograma (c) da
Figura 71, corresponde ao cromatograma em diclorometano da propolis
Vermelha, e se observa em pequena abundancia o pico 1 (m/z 256). O
interessante é que as amostras M3, na Figura 70 (b) e a amostra VE,
Figura 71 (c), sdo amostras de Coromandel, de um mesmo apiario, de um
mesmo local, e tém caracteristicas muito distintas.

A Figura 71 ainda apresenta o cromatograma (a) do extrato em
diclorometano da propolis preta de Ouro Preto (regido rica em alecrim-
do-campo), onde se evidencia o pico 1 (m/z 256), 0 que sugere que 0O
pico 1 possa ser considerado como um marcador quimico (MQ) para a
prépolis de alecrim-do-campo. Tal marcador seria de grande valia para a
identificacdo digital das amostras com maior ou menor quantidade deste
marcador.

Os ensaios espectrofotométricos indicaram que a amostra M3
possui consideravel teor de fendis totais, flavondides e atividade

antioxidante. O composto m/z 256, em boa concentragcdo na amostra M3
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(com 40% da area total), pode ser o composto responsdvel por este

potencial.
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Figura 71. Cromatograma obtidos por CG/EM de: extrato em
diclorometano da propolis preta de Ouro Preto (a), extrato em
diclorometano de uma propolis do Rio Grande do Sul (b), extrato em
diclorometano da propolis avermelhada de Coromandel (c) e Espectro de
massas do composto (1) marcador quimico MQ das prépolis de alecrim-
do-campo (d).

A Tabela 45, apresenta os constituintes identificados no extrato em

diclorometano da amostra M3.
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Tabela 45. Constituintes do extrato em diclorometano da propolis marrom de
Coromandel (M3)

NUumero Tempo de

do pico retencao Composto Area
(min) %

1 27,52 Acido Hidrocinamico 8,22
2 31,93 Trans-cariofileno 1,68
3 34,62 Germacreno-d 1,35
4 37,68 Nerolidol 4,82
5 38,74 (+)-Espatulenol 1,74
6 54,58 m/z 256 (MQ) 40,30
7 57,40 m/z 270 8,38
8 59,96 n.i. 2,59
9 60,20 n.i. 1,53
10 62,65 m/z 281 8,56
11 63,49 n.i. 2,14
12 63,76 alcano de cadeia longa 2,78
13 64,03 n.i. 10,96
14 73,82 alcano de cadeia longa 4,94

n.i. = ndo identificado.

Alguns compostos nédo identificados com tempos de retencdo
superiores a 55 minutos do pico com m/z 256, sugerem que haja outra ou
outras espécies vegetais compondo o pasto apicola dessas amostras de
propolis, juntamente com o alecrim-do-campo. Sem duvida, este
composto com m/z 256 pode ser considerado um marcador quimico para
a prépolis de alecrim, uma vez que € possivel se identificar as propolis
com o alecrim-do-campo em sua constituicdo. Esse marcador quimico
ainda pode ser usado como controle de qualidade de origem da propolis
verde do Estado de Minas Gerais. Ndo foi observada uma relacédo direta
entre a concentracdo deste marcador e os resultados obtidos nos ensaios

espectrofotométricos.
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Conclusdes

Os valores das analises gravimétricas como teor de cinzas e ceras
encontrados neste estudo mostraram-se compativeis com os encontrados
em outras amostras de propolis e com os valores exigidos pela legislagdo
(10 a 50 %).

Os valores de fenois totais, teor de flavondides em equivalentes de
quercetina e a atividade antioxidante mostram que a prépolis verde e as
propolis que tém o alecrim-do-campo em seu pasto apicola apresentam
grande potencial como aditivo alimentar.

Os ensaios de atividade antioxidante com DPPH forneceram
resultados dentro do esperado para propolis, s6 que a propolis marrom de
alecrim foi superior a prépolis verde, surpreendentemente, uma vez que
ela é recusada pelos exportadores de propolis verde de alecrim. A maior
atividade antioxidante apresentada pela prépolis marrom estd certamente
relacionada ao seu maior conteudo de fendis totais, o que é coerente.

As analises das fracGes em cloroférmio e acetato de etila por
CG/EM mostraram que o diclorometano é o melhor solvente de extragdo
para esta técnica, uma vez que 0s compostos destas fragcbes também
foram encontrados no extrato em diclorometano.

A massa do residuo final analisado por CG/EM identificou alcanos,
acidos e um alcool, todos de cadeia longa. Este residuo merece ser
melhor estudado em funcdo da quantidade de nitrogénio encontrado, que
poderia significar um conteudo de proteinas proximo a 35%. O espectro
no infravermelho mostra que o residuo final possui grupos amidicos de
proteinas, alcoois e carbonilas, confirmadas pelas bandas presentes. Este
residuo pode ainda ser aproveitado em outras areas como a farmacéutica
ou na alimentacdo animal.

Foi demonstrado que as amostras de prépolis PSB e PSG tém a
resina do broto de alecrim-do-campo como matéria-prima béasica. Das
amostras vegetais analisadas, o alecrim-do-campo é a espécie que mais

possui compostos em comum com as amostras PSB e PSG analisadas.
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Foi demonstrado também que prépolis de regiGes que contém
alecrim do campo possuem um Marcador Quimico (MQ - composto de
massa 256) facilmente detectavel pela CG do extrato diclorometano e
que este marcador poderd servir de indice de pureza da prépolis de
alecrim do campo.

O MQ também foi encontrado em amostras de prépolis ndo-verdes
oriundas de regiGes que contém alecrim (como as amostras marrom M3 e
a vermelha VE). Isto sugere que a denominagdo “propolis verde” seja
trocada para “prdopolis de alecrim do campo”, ou ainda, “prépolis verde
de alecrim”, propolis marrom de alecrim, etc.

Desta forma, o critério da classificacdo “verde” deixaria de ser
pela coloracdo, passando a ser pela coloracdo e composi¢cdo (presenca ou

auséncia do MQ do alecrim-do-campo).

A cromatografia gasosa da PSB, em condicdes suaves (até 240 0C),
mostrou resultados completamente diferentes daqueles obtidos na CG a
alta temperatura, evidenciando o quanto é dificil analisar propolis e,
principalmente, quantificar os resultados valendo-se de somente uma
técnica. Foram identificados nas amostras de propolis analisadas, o acido
cindmico, terpendides e flavonoides, alcanos e alcoois de cadeia longa,
acidos carboxilicos e seus derivados (principalmente ésteres) e
compostos aromaticos ndo-hidroxilados.

A andlise dos perfis cromatograficos obtidos dos extratos em
diclorometano e acetona das amostras PSB e PSG, obtidos por CGAR-
AT-EM, confirmam a composicdo semelhante destas amostras, apesar da
discrepéncia apresentada nas concentragdes de muitos constituintes. Os
compostos com massas 256 e 270, que foram evidenciados nos extratos
analisados, ndo puderam ser identificados por ndo constarem do banco de
dados do aparelho (Nist 98). A CGAR-AT-EM fornece um cromatograma
mais real do extrato em diclorometano que é complementado pelas

analises por CG/EM, que trabalha com menores temperaturas.
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A CLAE dos extratos de diversas prdopolis verdes e do broto de
alecrim mostrou que elas tém perfil semelhante, ratificando os resultados
obtidos anteriormente com a CG.

A cromatografia a gas e a liquida ndo detectaram a presenca de
isoflavonas (daidzina, daidzeina, genistina e genisteina), flavanona e
flavona, embora os aparelhos possuissem bancos de dados para
referéncia.

As amostras PSB e PSG (e outras) possuem consideravel
semelhanca em sua constituicdo e nas propriedades fisico-quimicas,
embora pertencam a regides geogréaficas distintas. A maioria das propolis
estudadas por CG/EM possuem constituintes em comum, o que faz pensar
que as abelhas tém um instinto comum, independente da regido em que
vivem, coletando apenas os compostos que lhes interessam.

A CLAE-IQPA-EM do extrato etandlico da PSB, no modo positivo,
forneceu uma excelente impressao digital deste extrato, tornando-se até o
momento a melhor técnica para diferenciar um extrato de outro. O alto
preco do equipamento é uma das limitacfes desta técnica, tornando
pouco viavel seu uso em laboratérios como uso rotineiro.

Foi apresentada a composicdo quimica total do extrato etandlico da
PSB, incluindo os compostos que absorvem luz UV/Vis e 0s demais que
ndo absorvem luz nesta regido do espectro.

O ensaio de atividade microbicida mostrou que o0s extratos
etandlicos das propolis verdes PSB e PSG tém atividade microbicida

consideravel.

122



Roberto Chang Bibliografia

Bibliografia

[1] Ghisalberti, E. L. Propolis: a review, Bee World, 1979, 60, p. 59-84.

[2] Bastos, E. M., Oliveira, V. D. C., Soares, A. E. E. Microscopic
characterization of the green propolis, produced in Minas Gerais
State, Honey Bee Sci. 2000, v. 21, 2(4), 179-180.

[3] Neto, F. R. de A.; Pereira, A. dos S.; Seixas, Fernando R. M. S.
Prépolis: 100 anos de pesquisa e suas perspectivas futuras. Quimica
Nova, Marco/Abril de 2002, Volume 25, nimero 2, p.321-326.

[4] Marcucci, M. C.; Bankova, V. S. Standardization of propolis:
present status and perspectives, Bee World, Editora IBRA, 2000,
81(4), p. 182-188.

[5] Banskota, A. H.; Tezuka, Y.; Prasain, J. K.; Matsushige, K.; Saiki, I.;
Kadota, S. Chemical Constituents of Brazilian Propolis and their
Cytotoxic Activities, Journal of Natural Products, 1998, 61, p. 896-
900.

[6] Marcucci, M. C.; Ferreres, F.; Garcia-Viguera, C.; Bankova, V. S.;
De Castro, S. L.; Dantas, A. P.; Valente, P. H. M.; Paulino, N. Phenolic
Compounds from Brazilian propolis with pharmacological activities,
Journal of Ethnopharmacology, 74, 2001, p.105-112.

[7] Park, Y. K.; Koo, M. H.; Abreu, J. A. S.; lkegaki, M.; Cury, J. A.;
Rosalen, P. L. Antimicrobial Activity of Propolis on Oral
Microorganisms, Current Microbiology, vol. 36, 1998, p. 24-28.

[8] Marcucci, M. C., Quimica Nova, 1996, 19, 529.

123



Roberto Chang Bibliografia

[9] Greenaway, W., May, J., Scaysbrook, T., Whatley, F. R.
Identification by gas chromatography-mass spectrometry of 150

compounds in propolis, Z. Naturforsch, 1991, 46, 111-121.

[10] Kumazawa, S., Yoneda, M., Shibata, I., Kanaeda, J., Hamasaka, T.,
Nakayama, T. Direct Evidence for the Plant Origin of Brazilian
Propolis by the Observation of Honeybee Behavior and
Phytochemical Analysis, Chem. Pharm. Bull, 2003, 51, 740-742.

[11] Park, Y. K., Paredez-Guzman, J. F., Aguiar, C. L., Alencar, S. M.,
Fujiwara, F. Y. Chemical constituents in Baccharis dracunculifolia as
the main botanical origin of southeastern Brazilian propolis, J. Ag.
Food Chem., 2004, 52, 1100-1103.

[12] Grange, J. M., Davey, R. W. Antibacterial properties of propolis,
Journal of the Royal Society of Medicine, Vol 83, 1990, Issue 3 159-
160.

[13] Neto, F. R. de A., Pereira, A. dos S., Nascimento, E. A. do Lupeol
Alkanoates in Brazilian Proépolis, Z. Naturforsch., 2002, 57, 721-726.

[14] Pereira, A.S.; Ramos, M.F.S.; Pocas, E.S.C.; Dias, P.C.M.; Santos,
E.P.; Silva, J.F.M.; Cardoso, J.N.; Aquino Neto, F.R.; Z. Naturforsch
1999, 54c, 117.

[15] Park, Y. K., Ikegaki, M., Alencar, S. M., Moura, F. F. Evaluation

of Brazilian propolis by both physicochemical methods and biological
activity, Honeybee Sci., 2002, 21, 85-90.

124



Roberto Chang Bibliografia

[16] Basnet, P., Matsushige, K., Hase, K., Kadota, S., Potent
antihepatotoxic activity of dicaffeoylquinic acids from propolis, Biol.
Pharm. Bull., 1996, 19, 1479-1484.

[17] Takaisi-Kikuni, N. B., Schilcher, H. Electron-microscopic and
Microcalorimetric Investigations of the Possible Mechanism of the
Antibacterial Action of a Defined Propolis Provenance, Planta Med.,
1994, (60-3):222-227..

[18] Park, Y.K, Paredes-Guzman, J., Aguiar, C.L., Fujiwara, F. Estudo
das propolis que contém Artepillin C, Mensagem Doce, 2003, 74, 9-
16.

[19] Midorikawa, K., Banskota, A. H., Tezuka, Y., Nagaoka, T., Matsushige K., Message,
D., Huertas, A. A. G., Kadota, S. Liquid chromatography-mass spectrometry analysis
of propolis, Phytochem. Anal., 2001, 12, 366-373.

[20] Sawaya, A. C. H. F., Tomazela, D. M., Cunha, I. B. S., Vassya S.
Bankova, V. S., Marcucci, M. C., Custodio, A. R., and Marcos N.
Eberlin, M. N., Electrospray ionization mass spectrometry
fingerprinting of propolis, The Analyst, 2004, 129(8), 739 — 744.

[21] Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento, SEcretaria
de Defesa Agropecuaria, Instrugdo Normativa n° 3, de 19 de Janeiro de
2001, ANEXO VI - Regulamento Técnico para Fixacdo de Identidade
e Qualidade de Propolis, DOU de 23/01/01, Secgéo I, pags. 18-23.

[22] Farmacopéia Brasileira, 4. ed., Sdo Paulo, Atheneu, 1988, V.3.4.

[23] Woisky, R. G.; Salatino, A. J. Apic. Res. 1998, 37(2), 99.

125



Roberto Chang Bibliografia

[24] Markham, K. R. Techniques of Flavonoid identification; Academic
Press, 1982, Londres,.

[25] Fernandez, E. C., Tese de Doutorado, Estudio de la Composicion
Tanica de Madera, Corteza y Hojas de Eucaliptus camaldulensis, E.
globulus y E. rudis, INIA, Madri, 1995, 284 p.
[26] Lee, C. H., Yang, L., Xu, J. Z., Yeung, S. Y. V., Huang, Y., Chen,
Z. Relative antioxidant activity of soybean isoflavones and their
glycosides, Food Chemistry, 2005, 90,735-741.

[27] Singleton, V. L.; Rossi, J. A. American Society for Enology and
Viticulture, 1965, 16, 144.

[28] Waterman, P.G., Mole, S. Analysis of phenolic plant metabolites,

Blackwell Scientific Publications, 1994, Londres.

[29] Deutscher Apotheker Verlag, Deutsches Arzneibuch, Gogi-Verlag
1978, GmBh; Sttutgart.

[30] Sykes, P. A guidebook to Mechanism in Organic Chemistry, 6th
edition, Longman, London, 1986, 416 pages.

[31] Arts, I. C., van De Putte, B., Hollman P. C. Catechin Contents of
Foods Commonly Consumed in The Netherlands. 1. Fruits, Vegetables,
Staple Foods, and Processed Foods, J. Agric. Food Chem. 2000, 48,
1746-51.

[32] Arts, I. C., van De Putte, B., Hollman P. C. Catechin contents of
foods commonly consumed in The Netherlands. 2. Tea, wine, fruit
juices, and chocolate milk, J Agric Food Chem., 2000, May;48(5):1752-
7.

126



Roberto Chang Bibliografia

[33] Reed, R., Holmes, D. Weyers J., Jones, A. Practical Skills in
Biomolecular Sciences, 2nd Edition, Longman, Essex, 2003, 552 pages.

[34] Nurmi, T., Mazur, W., Heinonen, S., Kokkonen, J., Adlercreutz, H.
Isoflavone content of the soy based supplements, Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2002, 28, 1-11.

[35] Adams, R. P., Identification of Essential Oil Components by Gas
Chromatography/Mass Spectrometry, Allured Publ. Corp., 1995, Carol
Stream, Illinois USA.

[36] Mabry, T. J., Markham, K. R., Thomas, M. B. The Systematic
Identification of Flavonoids, Springer-Verlag, 1970, New York.

[37] Agrawal, Pavan K. Carbon-13 NMR of flavonoids; Elsevier,
Londres, 1989.

[38] Bezzan, L.C. F. "Contribuicdo ao Estudo dos Constituintes
Quimicos da Prépolis de Eucalyptus urophilla da Regido do Triangulo
Mineiro™, dissertacdo de mestrado, maio de 2000, Instituto de Quimica,

Universidade Federal de Uberlandia.

[39] Timmermann, B. N., Valcic, S., Montenegro, G., Mujica, A., Avila,
G., Franzblau, S., Singh, M. P., Maiese, W. M. Phytochemical,
Morphological, and Biological Investigations of Propolis from
Central Chile, Verlag der Zeitschrift fur Naturforschung, 1999, 54, 406-
416.

[40] Proceedings of the XXII Meeting of The United States

Pharmacopeia, United States Pharmacopeial Convention Inc., 1990,
Rockville, USA.

127



Roberto Chang Bibliografia

[41] Chang, R. "Anélise dos Compostos Fendlicos da Madeira de E.
grandis e do E. urophilla do Tridangulo Mineiro"”, Dissertacdo de
Mestrado, novembro de 2000, Instituto de Quimica, Universidade Federal
de Uberlandia.

[42] Blair, J. E.; Borman, E. K.; Bynoe, E. T.; Updyke, E. L.; Williams,
R. E. O. Hospital acquired staphylococcal disease, recommended
procedures for laboratory investigation, Atlanta, Ga., United States,

Departament of Health, Education and Welfare, Public Health Service.

[43] Lu, L., Chen, Y., Chou, C. Antibacterial activity of propolis
against Staphylococcus aureus, International Journal of Food
Microbiology, 2005, 102, 213- 220.

[44] Fengel, D.; Wegener, G. Wood: Chemistry, Ultrastructure,
Reaction; Walter de Gruyter; Berlim, 1983.

[45] Jones, D.B. Factors for converting percentages of nitrogen in
foods and feeds into percentages of protein. USDA Circ., Washington,
1931, 183: 1-21.

[46] Janior, D. S., De Queiroz, A. C., Lana, R. P., A proépolis na

nutricdo de ruminantes, Revista Mensagem Doce, Setembro de 2001..

[47] Chen, C., Weng, M., Wu, C., Lin, J. Comparison of Radical
Scavenging Activity, Cytotoxic Effects and Apoptosis Induction in
Human Melanoma Cells by Taiwanese Propolis from Different
Sources, Evid Based Complement Alternat. Med., 2004, September, 1(2):
175-185.

128



Roberto Chang Bibliografia

[48] Kumazawa, S., Hamasaka, T., Nakayama, T. Antioxidant activity
of propolis of various geographic origins, Food Chemistry, 2004, 84,
329-339.

129



