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Abstract

Propolis is a resinous mixture consisting of products coilected by
bees. It’'s known that bees collect resin from several plant species.
Brazilian propolis have good prices in international commerce by its
higher medicinal value, especially those produced near a eucalyptus
forest. This work studies a sample of propolis and a sample of
exudate collected in a forest of Eucalyptus urophilla. There were no
other species near the place from where the samples were collected,
at least at 300 m.

Water, methanol and chioroform were used as solvents to prepare
the resin and propolis extracts. The methanolic extracts were
employed to determinate total phenolics compounds and total
flavonoids. A silica-gel chromatographic column (CC) was prepared
with ciclohexane and 0,5 g of methanol propolis extractives were
added in the column. This column was eluted with chioroform,
acetone and methanol. Volatile compounds were investigated in the
aqueous extract using Clevenger apparatus. The chloroform extract
was used in wax quantification and in GC/MS investigation. The
propolis wax was analyzed by FTIR. The methanolic extract was
washed with ethyl acetate and soluble portions were separated by
CC. A final insoluble residue was obtained. This residue was analysed
by GPC, FTIR, solid state '°C NMR spectroscopy and CHN. Ash
determination was quantified on the residue.

CG/MS was the most useful tool applied in this work. All samples
were prepared with derivatization methods like methylation and
silylation.

One compound was isolated in this work. Behenic acid was
obtained in the silica gel column eluted with ciclohexane. This
compound was identified by melting point tests and IR spectra. Fifty-



five compounds were identified in propolis and twelve in the
Eucalyptus exudate.

The propolis and exudate extracts analysed did not present the
same compounds as assumed. Further analysis of the aqueous
extracts from both samples is being carried out in order to comprove
that.

Solid-state '*C NMR spectroscopy shows no signals of phenolic
carbon in the residue resulting after the solvent extraction.

The ashes quantity, volatile-free dry residue, volatile and wax
compounds are in good agreement with other samples from Brazilian
propolis. However, lower quantities of total phenols and flavonoids
were found in the propolis studied when compared with another
sample extracted in the surroundings of a Eucalyptus citriodora forest
in S&o Paulo State.



Resumo

Propolis € o termo genérico utilizado para denominar um material
resinoso, de composicao bastante complexa, coletado pelas abelhas
a partir de brotos, exudatos da arvore e de outras partes do tecido
vegetal e posteriormente modificado na colméia por adicdo de
secregbes salivares e cera'”. A prépolis brasileira, segundo
apreciacdo dos apicultores, é muito valorizada no mercado
internacional pelo seu valor medicinal, especialmente aquele
proveniente de colméias situadas proximas a florestas de eucalipto. O
presente trabalho estuda uma amostra de propolis e outra de
exsudato coletadas em meio a uma floresta de Eucalyptus urophilla.
Conforme p6de ser observado nas ocasides das coletas das amostras
ndo havia outras espécies botanicas que servissem de alimento para
as abelhas ao redor do local onde se encontravam as caixas de

abelhas (colméias artificiais).

Foram preparados extratos de propolis e do exsudato com os
seguintes solventes: agua, cloroférmio, metanol. Os extratos
metandlicos foram utilizados para avaliacdo dos teores de fendis
totais e de quercetina. Uma coluna de silica gel preparada em
ciclohexano suportou uma carga de aproximadamente 0,5 g do
residuo metanolico seco de prépolis. Esta coluna foi eluida com trés
solventes: cloroférmio, acetona, metanol. O extrato aquoso do
prépolis serviu para se avaliar os componentes volateis através de
uma extracdo no sistema de Clevenger. O extrato cloroférmico de
prépolis foi base para o célculo do teor de cera e a caracterizagédo do
residuo cloroférmico por cromatografia foi realizada para a propolis e
a resina. A cera obtida foi caracterizada por espectroscopia no
infravermelho. Uma outra separagdo em coluna de silica gel foi

realizada. Desta vez o0 material a ser separado na coluna foi obtido
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apés uma seqliéncia de extragdo da amostra de prépolis que teve
inicio com a retirada dos produtos solluveis em agua para, entdo, se
obter o extrato metanodlico do residuo da extragdo com agua do qual
seria obtida entdo a fragcdo soluvel em acetato de etila para entéo
separa-la na coluna. A massa de propolis que ficou apds a separagéo
dos componentes solaveis em metanol foi ainda extraida com
cloroférmio, mesmo assim restou um residuo insollivel. Este residuo
foi analisado por GPC, infravermelho e teor de cinzas.

A técnica mais utilizada para caracterizacdo da amostra de
prépolis e de resina foi a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa. Todas as amostras analisadas por este
método foram derivatizadas por metilagao ou sililagédo.

Um unico composto pdde ser isolado, durante todo o trabalho. Este
composto foi obtido na primeira coluna de silica em ciclohexano: o
acido behénico que apresentou ponto de fusdo e espectro de
infravermelho confirmatoérios de sua estrutura. Foram identificados 55
compostos no prépolis. Na resina foram identificados 12 compostos.
O residuo final da extragédo estava constituido fundamentalmente por
polimeros alifaticos e aromaticos que contém as fungbes alcool e éter
e ndo contém fendis como se pode inferir da RMN do C'® no estado
solido.

Ndo foi encontrada concordédncia entre os constituintes
identificados na propolis e na resina . Talvez porque os extratos
aquosos das duas amostras ndo puderam ser analisados ou porque
este fato venha a comprovar que a amostra de propolis analisada nao
teve o Eucalipto como fonte fornecedora de matéria prima ou ainda
que a matéria prima retirada pelas abelhas sofra um processo
degenerativo.

A RMN do C'® no estado solido mostrou que o residuo final da

extracdo ndo continha fendis.
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Quanto aos teores de cinzas, residuo seco livre de volateis,
volateis e de cera, que sao alguns dos valores que atestam a
qualidade do propolis, a amostra estudada ndo se distinguia de
outras amostras de prépolis brasileira. No entanto, os ‘teores de
fenodis totais e flavondides estavam abaixo de valores encontrados
para uma outra amostra extraida de uma floresta de Eucalyptus
citriodora na regido de Sao Paulo.



| - Introducgao

A vida pode ser encarada como a luta pela sobrevivéncia para
a maioria dos seres vivos. A organizagdo de individuos em sociedade
de mesma espécie, fortalece o grupo e lhe dad maior protegdc. Por
outro lado, quanto mais individuos viverem em comum, maior o
perigo desta sociedade ou comunidade ser ameagada. O perigo de
infecgdo € uma realidade para as plantas assim como para os
animais e sempre s&o os microrganismos, bactérias, virus e fungos,
que trazem este perigo. Quanto mais eficiente um material se
mostrar na protecdo da uma espécie contra microrganismos tanto
maior s&o as chances desta espécie permanecer ou viver por longos
periodos de tempo.

As arvores sao consideradas as plantas mais desenvolvidas e
tém conseguido sobreviver por longos periodos de tempo. De acordo
com Rohwedder'? foi nelas que as abelhas buscaram protecdo contra
os microrganismos. Por volta de 50 milhdes de anos atras, as
abelhas comecaram a se organizar em coldnias, as quais eram
constantemente infectadas por microrganismos. Assim, no seu
processo evolutivo, aprenderam que a resina das arvores servia de
protecdo contra infecgbes. As abelhas misturavam esta resina das
arvores com uma secreg¢do glandular e revestiam suas colméias com
a pasta formada, conhecida como prépolis que, em grego, significa
“sistema de defesa da cidade”. O sucesso desta protegdo aprendida
e assimilada das arvores tornou-se absoluto: as conhecidas abelhas
e suas colmeias permanecem imutaveis ha pelo menos 42 milhoes de
anos e com costumes de vida surpreendentes: aproximadamente 50 a
60 mil abelhas vivem numa colméia onde cada uma dispde de um
espago menor gue 1 cm®. Isso exige uma ordem social extraordinaria
e, por outro lado, um excelente sistema sanitario, ja que, se uma
tunica abelha adoecer, toda a colmeia podera ser infectada. Ja foi
demostrado que uma coimeia é mais esterilizada que o mais limpo
dos hospitais®.



Ainda segundo Rohwedder ¥, 0 maior interesse da humanidade
na propolis & seu emprego como medicamento. As abelhas
empregam a propolis para impermeabilizar e "envernizar” as paredes
da colmeia. Na colmeia, qualquer corpo estranho que elas néo
consigam remover para fora - como pequenos animais mortos,
camundongos, por exempio — é encapado com uma camada de
propolis, para impedir ou retardar o processo de putrefagdo. Desta
forma, o cadaver do animal fica mumificado com a camada de
prépolis, e seu processo de decomposicao € retardado por varios
anos. Sua carne continua vermelha e nao exala o menor odor,
mesmo considerando que a temperatura da colmeia situa-se entre 36
e 37 °C e a umidade interior é relativamente aita.

Comercialmente, a propolis é vendida em solucéo alcéolica, em
concentracdes  variadas. O produto tem sido testado,
experimentalmente, em doengas como faringite, cancer de garganta e
pulmdo e infecgbes gerais, em diferentes formulagdes e
concentragdes. Atribui-se sua propriedade anti-cancer aos
compostos fenélicos existentes em sua composi¢cdo, sobretudo aos
flavonodides.

Os flavondides contém 15 atomos de carbono em seu ntcleo
basico e estdo arranjados em uma configuracdo Ce-C3-Cs, OU seja,
dois anéis aromaéaticos ligados por 3 atomos de carbono que podem
ou ndo formar um terceiro anel®. Sua estrutura basica pode ser
conferida na figura 1.

)

Figura 1 — Estrutura béasica dos flavondides



Segundo Markham®® flavonéides sdo compostos encontrados
em plantas que comumente ocorrem como O-glicosideos nos quais
um ou mais grupos hidroxilas s&o ligados a um aglcar ou aglcares
por uma ligagdo hemiacetal |abil . Este grupo de compostos possui
as seguintes propriedades: antioxidante, bactericida, antiflingica,
antivirética e antiinflamatéria. Outras propriedades da préopolis
incluem ainda ac¢éo local anestésica e redugcdo de espasmos.

Estimou-se, segundo Markham® que em torno de 2% de todo o
carbono fotossintetizado pelas plantas seja convertido em
flavondides ou compostos correlatos. A maioria dos taninos também
sdo derivados de flavondides.

A prépolis é largamente utilizada na Europa, Russia, China,
Japao e Estados Unidos, mas ainda & pouco difundida no Brasil. Os
estudiosos recomendam o seu uso com cautela, sem exagero e
sempre com pouca constancia (maximo de 90 dias). Assim, ela ndo
deve ser usada como um profilatico medicinal, apesar de ndo possuir
contra-indicagdes.

Os persas, gregos, romanos e incas ja utilizavam a prépolis.
No Egito antigo ela era empregada para embalsamar os mortos. Ha
anos , famosos fabricantes de violinos na Italia, incluindo
Stradivarius , vém utilizando a prépolis como um dos ingredientes na
composicdo de vernizes. A coloragdo especial de alguns violinos
feitos pelos antigos mestres de Cremona foi atribuida ao uso de
propolis nos polidores e vernizes, habito que existe até hoje. Na
Africa do Sul, durante a guerra Anglo-Boer, hd quase um século, a
propolis foi utilizado com vaselina na confec¢do de um unglento

aplicado nos ferimentos de guerra ‘9,

A flora apicola é o que se pode chamar de pastagem das
abelhas. Ha plantas que produzem flores com elevadas
concentragbes de néctar, outras que produzem bastante podlen e
outras ainda que fornecem igualmente pdlen e néctar. Infelizmente
ndo existe o chamado pasto apicola ideal. Uma espécie vegetal de



alto potencial apicola € o eucalipto, que né&o deve ser explorado
como monocultura pois s6 fornece alimento as abelhas durante uma
época do ano. Apesar disso, 0 eucalipto é considerado uma espécie
apicola muito importante, pois produz uma grande quantidade de
néctar. Este tipo de escolha de pasto apicola s6 se justifica na
atividade comercial, forcando o apicultor a atividade migratéria em
busca de outras espécies que sejam de interesse como alimento para
as abelhas. O mais importante na questdo do pasto apicola é a
identificac@o das espécies que servirdo de pasto para as abelhas, de
forma que sejam espécies vegetais adaptadas e apropriadas a

apicultura.

.2 - Revisao Bibliografica
e Producio da propolis

Segundo  Ghisalberti®®, uma colénia de abelhas chega a
acumular cerca de 150 a 200 g de propolis por ano, embora certas
espécies o fagam em muito menor proporgéo.

e Usos da prépolis

Apesar da pequena quantidade produzida por coldénia de
abelhas, a prépolis tem sido usada em drogas cruas desde os tempos
mais remotos, nas mais diversas regides do mundo‘®. Drogas cruas
sdo aquelas onde o ingrediente principal ndo passa por nenhum
processo e é utilizado em sua forma natural. Na tabela 1 acham-se
apresentados alguns dos usos farmacolbégicos da prépolis, ainda
segundo Ghisalberti®:



Tabela 1 - Correlagdo entre as formulagdes da prépolis e principais

usos
Produto Uso Farmacolagico
Extrato alcodlico (C = 200 g/ljAntibacteriano; antifﬂngibo; Agente
em etanol a 70%) de potencializagéo sobre
antibidticos

Extrato em aicool a 4% Anestésico (cérnea de coelho)
Tintura (C = 200 g/l em etanol{Acne; abcesso; hemorragia;
absoluto) herpes; cortes na pele; dor de

dente; ulcera externa;

Extrato aquoso Efeito bacteriostatico sobre
sapréfitas resistentes a 4acido;
anestésico local.

Extrato hidroalcolico (30 =50%) |Tratamento de candidiase; otite
cronica; regeneracdo de tecidos e
tratamento de ulcera.

Nos ultimos anos a prépolis tem sido utilizada na fabricagédo de
pastas de dentes, chocolates, xampus, cremes, tabletes, etc. Sua

produgdo mundial é da ordem de milhares de toneladas/ano(®.
e Composigio

Walker & Crane!” relataram que a maior parte dos estudos
sobre a composicdo da propolis tém sido feita com base no
conhecimento das plantas que originaram as amostras, ou das partes
das plantas empregadas pelas abelhas.

Garcia-Viguera et al.®®) estudaram a composicdo da prépolis
canadense . Caracterizaram, principalmente, flavanonas juntamente
com flavonas e chalconas. Acidos graxos de cadeia longa e
hidrocarbonetos foram também detectados, assim como uma razoavel
quantidade de agucares como glicose e frutose. A seguir podem ser
observadas as estruturas da chalcona, flavanona e flavona
respectivamente. As estruturas apresentadas s&o os flavondides de

cada classe.




Chaicona Flavanona Flavona
Figura 2 — Estrutura da chalcona, flavanona e flavona

Bankova et al.®) estudaram os componentes volateis do 6leo da
propolis. Este 6leo é composto principalmente de terpendides, onde
foram caracterizados mais de 30 componentes volateis, com
predominancia de sesquiterpenos e hidrocarbonetos.

Marcucci et al.('® estudaram identificaram e quantificaram os
aminoacidos de quatro amostras de prépolis de diferente origem.
Sete aminoacidos estavam presentes em todas as amostras
praticamente na mesma porcentagem, indicando que as abelhas
obtém os aminoacidos de 3 fontes: plantas, pdélen contaminacdo e

seu préprio metabolismo.
e Analise

Greenaway et al.{'" analisaram amostras de prépolis européias
utilizando a técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Foram caracterizados cerca de 150

compostos entre componentes volateis e componentes n&o volateis .

Bankova e Christov!'® analisaram os constituintes fendlicos de
prépolis utilizando como técnica a cromatografia gasosa (CG) com
sistema de deteccdo de captura de elétron. A andlise se tornou



possivel por causa da caracteristica que os flavondides tém de ser
bons captores de elétrons.
e Acdo

Kinsella et al' estudaram a agdo antioxidante dos
flavondides, que minimizam a peroxidacdo lipidica e o efeito dos
radicais livres. Segundo este trabalho, atribui-se as oxidagdes dos
acidos graxos polissaturados uma forte influéncia no estimulo ao
desenvolvimento de doencas como a arterosclerose, enfermidades
coronarias e determinados tipos de cancer. Foi demonstrado que
individuos que ingerem uma maior quantidade de flavondides
apresentam uma consideravel diminuigdo no risco de morte por

acidentes cardiovasculares.
¢ Mercado

A prépolis de certas regides de Minas Gerais tem tido excelente
aceitacdo no mercado japonés, onde encontra atualmente a mais
alta cotagdo, relativamente ao produto de outras regides do pais e do
mundo"®. Esta valorizagdo encontra-se fortemente retacionada aos
tipos especificos de flavondides presentes, tendo em vista sua
aplicabilidade terapéutica.

e Critério de qualidade

Sabe-se que a qualidade da prépolis depende da sua
procedéncia, que a mesma possui um odor caracteristico que pode
variar de uma amostra para outra. Certas amostras podem néo
apresentar qualquer odor. Segundo Maia!'®, existe uma grande
variagdo nos ‘conteudos e nos tipos de compostos flavondides
presentes na propolis, conforme sua origem botéanica, apresentando
faixas de variagdo suficientemente amplas para que se questione a
real correspondéncia entre os métodos de determinacdo e os valores
normalmente encontrados, o que serve de alerta para que algumas
técnicas, embora largamente usadas e referidas na literatura



internacional, sejam vistas com reservas para fim de classificacdo da

prépolis quanto ao potencial terapéutico.
e Selecdo do solvente para analise

O solvente apropriado para a extracdo deve ser selecionado
com base na polaridade dos flavondides a serem estudados.
Solventes tais como benzeno, cloroférmio, éter ou acetato de etila

sd0 usados para extrair as agliconas menos polares!'®.

Banskota et al."'" isolaram alguns constituintes da prépolis
brasileira de dois extratos: o aquoso e o alcéolico. Foram realizados
testes de espectroscopia de RMN protoénica e de carbono 13, analise
de UV e espectrometria de massas. Além disso testaram a atividade
citotéxica de seus constituintes em células cancerigenas.

o« Técnicas de analise e quantificagao dos flavonoéides

Maia et al.*®, estudaram a separacdo dos flavondides
agliconas através de hidrolise acida, com o objetivo de se evidenciar
flavondides especificos em suas formas agliconas. A comparagéo foi
feita com extratos hidrolisados e n&o hidrolisados utilizando um
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia para a detecgdo dos picos. Os
resultados encontrados mostraram que nem todos os flavondides
ligados extraidos de plantas sdo convertidos para as respectivas

agliconas pela agédo das enzimas salivares das abelhas.

Woisky et al.!'® quantificaram os flavondides presentes na
propolis evitando a interferéncia de outras substancias atraves de
leitura por espectrofotometria de absorgdo a 425 nm, utilizando-se
complexos flavonéide-aluminio. A vantagem reside no fato de que o
complexo absorve em um comprimento de onda superior a do
flavondide sem o metal, e mesmo os acidos fendlicos que formam
complexos com o aluminio absorvem num valor de comprimento de
onda muito menor do que o compliexo flavonodide-aluminio. A figura 3
apresenta a quercetina e sua forma complexada com o aluminio apés

a reagdo com o cloreto de aluminio.
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Figura 3 — Formagéo do complexo aluminio-quercetina
A tabela 2 apresenta os resultados encontrados por Woisky'®-
Tabela 2 - Conteudos, em porcentagem, de amostras de propolis

brasileirat'®.

Origem |Fenois| Flavondides Cera Cinzas | Residuo
da totais seco

amostra

Flora 9.63 0.77 7.82 2.8 93.0

complexa

Ribeirao
Preto

Plantagdo | 9.49 2.69 7.16 3.78 92.2
de

Eucalipto
— Estado
de Sao

Pauio

Plantacdo | 12.6 0.83 4.63 1.87 92.6

de
Laranja-
R.Preto
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Plantacéo
de
“Laranja-
Lima” -
Estado de
Séao

Paulo

8.78

2.58

XXXXXXX

XXXXXXX

90.2

Flora
complexa
~ Nova
Petrépolis
Est. Rio
Grande

do sul

10.87

2.12

XXXXXXX

XXXXXXX

92.0

Flora
complexa
—~ Sombrio
Estado de
Santa
Catarina

—

13.72

6.79

3.74

94.2

Matto

prépolis por complexagado com aluminio e espectrofotometria no
ultravioleta e propdes que esta quantificagdo seja feita por CLAE.
mesmo sem emprego de arranjo de diodos a

Segundo Mattos,

cromatografia liquida de alta efici ] ‘
qualidade de prépolis ja que permite

aplicacdo ao controle de o .
avonoides especificos e eliminar interferéncia

evidenciar teores de fl erfe
de outros componentes da amostra que podem prejudicar a

confiabilidade da t

écnica espectrofotométrica.

529 discute a técnica de quantificagdo de flavondides na

éncia € muito mais confiavel para
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» Novos compostos

Um novo composto, de massa molecular 298,30 e férmula
C1oH2203.Foi isolado por Matsuno et al.*", do extrato metanélico
fracionado por CLAE, a estrutura deste composto descolorido foi
determinada como: 3-[2-dimetil —-8-(3-metil-2-butenil) benzopiran-]-6-
propeno.

e Comparacgao entre propolis e resina

Bankova et al.?® fizeram um estudo comparativo entre a
propolis e secregbes de plantas das trés espécies (Baccharis
dracunculifolia, Araucaria angustifolia e Eucalyptus citriodora) mais
freqientemente mencionadas como fontes boténicas de constituintes
da propolis no Brasil. Os estudos foram realizados utilizando-se
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa(??),
Concluiram que os principais constituintes da resina do Eucaliptus
citriodora sdo acidos aromaticos, classe de compostos usuaimente
encontrados na propolis, e acucares. Contudo os acidos aromaticos
encontrados na propolis foram diferentes dos encontrados no
Eualiptus citriodora. A Prépolis contém os acidos dihidrocinamico, p-
cumarico, ferulico e cafeico, assim como os derivados prenilados do
acido p-coumarico. Por outro lado, a resina do Eucaliptus citriodora
contém os acidos cindmico e p-cumarico sem os derivados
prenilados, e o principal constituinte € o acido gélico, que ndo se
encontra na prépolis.

e Técnicas de identificagao

Os extratos em hexano e acetona, sem serem derivatizados, de
duas amostras brasileiras de propolis, foram analisados por HT-
HRCG e HT- HRCG - MS. Muitos compostos incluindo flavondides
agliconas, acidos fenolicos e compostos de alta massa molecular
puderam ser caracterizados. As duas técnicas utilizadas se
mostraram ferramentas eficientes para analises rapidas dos extratos

sem necessidade de derivatizacéo e purificagdo(?®.
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Maia'?*) propés um método de avaliacdo para o teor de
guercetina em amostras de propolis . A medida seria realizada com a
construgdo de uma curva de calibragdo utilizando padrdes de
quercetina e valores de area do pico obtido por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. Para maior exatiddo, deve-se separar os
componentes fendlicos presentes na prdopolis antes da analise
cromatografica e fazer uso de um detetor de rede de diodos ( “diode
array” ) para detecgéo da quercetina. A vantagem deste sistema de
deteccdo é que pode ser feito um espectro de ultravioleta de
varredura para cada pico detectado no cromatograma.

A quercetina, por exemplo, apresenta absorcdo maxima nos

comprimentos de onda A = 255 nm e 370 nm em solugdo

metanélica®®.

Método do azul da prissia para determinacdo de fenois totais

r?®_ Este teste é baseado na reducéo pelos

descrito por Price e Butle
taninos e outros compostos polifendlicos do fon férrico a ion ferroso,
seguida da formagdo do ion complexo ferricianeto-ferroso. O produto
colorido comumente chamado azul da prassia tem o maximo de

absorbancia em 720 nm.

Na tabela 3 serdo apresentados os compostos encontrados na
propolis brasileira nos ultimos dez anos e as correspondentes fontes
bibliograficas:

Tabela 3 — Principais compostos encontrados na prépolis brasileira

Composto Referéncia

Acido p-cumaérico, &cido dihidrocinamico, A&cido|Bankova et all®)
prenil — p-cumarico, acido diprenil —p-cumarico,
metil éter do 4-aromadendrino, canferol, B -
amirina, cicloartenol.

Quercetina Maia et all®®

3-hexen-2-ona, acetofenona, 2-butil-1-octanol,
metil éster do 4&cido hidrocindmico, &cido
hidrocinamico, 4-hidroxi-3-metoxi-benzaldeido, 7-
metéxi-2,2-dimetil-2H-1-bezopirano, 2,4-bis(dimetil-

Pereira et all??
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etil-)-fenol, isbmeros do octil-fenol, a e B - amirina,
metil éter da f - amirina, dotriacontanol,
nonatriacontano, tetracoisilhexadecanoato,
heneicosilhexadecanoato,
octaicosilhexadecanoato, tricontilhexadecanoato,
dotriacontilhexadecanoato,
tetratriacontilhexadecanoato,

| Octatriacontilhexadecanoato

Acido 2,2 ~ dimetil-8-fenilcromeno-6-propendico,
2,2 - dimetil-cromeno-6-propendico, 2,2 -
cromeno-6-carboxilico, artepilina ( acido 3,5-
diprenil-4-hidroxicinamico), acido 4-
hidréxicinamoldxi-3-prenilcinamico, acido 4-
hidréxi-3-prenilcinamico, vanilina, aldeido
coniferilico, acido isocupréssico, acido 15-
acetoxiisocupréssico, acido agatico, 15-metil éster
do acido agatico, acido agatalico, acido cupréssico,
tremetona, viscidona, 12-acetoxiviscidona,
ernamina, 3,5,7-triidréxi-4’-metoxiflavonol,dimero

do acetato coniferilico.

Banskota('®

Acido aspartico, treonina, serina, acido glutamico,
prolina, glicina, alanina, cisteina, valina, metionina,
isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina, lisina,

'amonia, histidina, arginina

Marcucci et al(™

C1g Hog O3 (M* 298)

Matsuno??

1.2 - Objetivo

O objetivo do presente trabalho é caracterizar qualitativa e
quantitativamente uma amostra de prépolis da Regifio do Triadngulo
Mineiro, originada de uma pasto apicola constituido de arvores de
Eucalyptus urophilla e, ainda, verificar se alguns constituintes da
resina extraida das arvores que serviram de pasto apicola estio
presentes na propolis. O residuo insolivel da prépolis também sera

caracterizado e quantificado.
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Il - Metodologia

i1.1 - Amostra de propolis

A amostra fornecida pelo Apiario Santa Rita foi coletada em 24

de fevereiro de 1999 na regido do Tridngulo Mineiro. Localizagdo em
2D: latitude 19°01,62 sul e 48° 37,38 oeste, altitude de 900m, a 40

Km de Uberlandia, com a vegetagdo local constituida de uma

floresta de Eucalyptus urophilla. A principal caracteristica sensorial

desta amostra € sua COf amarronzada e textura elastica. Foram

tomados cuidados na retirad

amostra sem muita cera dos favos, mai
s onde a amostra se encontra livre de impurezas e umidade

a da amostra procurando obter-se uma
s no interior do que na tampa

das caixa
originada das chuvas.

I1.2 = Amostra de resina
sina de Eucalyptus Urophilla, no

Foram extraidas 10 g de re

mesmo local em que sé€ situavam as caixas de abelha. N&o havia

outra vegetagéo ao redor do local onde se encontravam as caixas, a

pelo menos 300 m . De acordo com a percepgao dos apicultores, as
abelhas podem voar até dez

ndo houver alimento perto das
nio saem & procura de outras fontes. A amostra

quilémetros a procura de alimento, se
colméias. Havendo alimento
disponivel elas
formou cristais marrons rapidamente apesar de ser viscosa no

momento da coleta. Os crista

is foram armazenados em vidro.
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(1.3 - Preparacado dos extratos

I.3.1 - Extrato de propolis

O extrato foi preparado com amostra de prépolis pulverizada
em almofariz. A extracdo foi feita em extrator Soxhlet com metanol
até reacdo negativa com cloreto férrico a 5%. Uma gota de solugéo
aquosa adicionada a poucas gotas de solugio contendo compostos
fenolicos em alcool provoca o aparecimento de uma cor intensa,
(26)

geralmente azul, verde ou purpura®”’. A estrutura do complexo azul

de ferro (l1l) com um composto fendlico qualquer esta representada

o
R\©/ Fe'3

Figura 4 — Estrutura genérica do complexo azul de ferro ()

na figura 4.

Foi utilizada uma massa em torno de 2,5 g de prépolis. O

extrato foi diluido para 250 mL em bal&@o volumétrico a 20 °C .

11.3.2 — Extrato de resina

O extrato foi preparado com amostra de resina pulverizada em
almofariz. A extragdo foi feita a frio com metanol até que toda a
amostra tivesse sido dissolvida. Foram utilizados cerca de 2,50 g de
resina. O volume total do extrato em metanol foi de 250,0 mL que

foram medidos em bal&o volumetrico a 20°C.
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1.4 - Procedimentos

Il.4.1 - Determinagdo de substancias fendlicas totais

Método de Folin-Ciocalteu

Foram empregados padrées de acido galico em solugéo
metanolica com concentracdes que variavam no intervalo de 1,5 -
45 pg,mL'1 de acordo com o meétodo descrito por Waterma’n &
Mole®). Um mililitto de cada solugéo referéncia foi transferido para
um baldo volumétrico de 50,0 mL; 4,0 mL do reagente de Folin -
Ciocalteau e 6,0 mL de uma solugdo de carbonato de sodio a 20%

foram adicionados.

Esta reacdo de complexagdo e baseada na redugdo do acido

fosfomolibidénico pelos fenois em solugao basica

O volume do baldo volumétrico foi completado com agua
destilada a 20 °C. Depois de 2 h, tempo de formacéo e estabilizacao
do complexo, as absorbancias foram medidas a 760 nm. As solucdes
foram diluidas cinco vezes com metanol para a leitura do extrato
metanélico. Para 30 mL da solucdo metandlica, foram adicionados 20

mL de agua e O procedimento descrito acima para as solugdes

padréo foi realizado.

Método do azul da prussia

Este 6 o método descrito por Price e Butler®. O produto

colorido comumente chamado azul da prissia tem o maximo de
absorbancia em 720 nm.

Em um Erfenmeyer de 125 mL foram adicionados 0,10 mL da
amostra e 50 mL de dgua destilada. Misturou-se bem. Adicionou-se
30 mL da solucdo de sulfato de ferro amoniacal sob agitagéo.
Exatamente 20 minutos apos, tempo necessario para formacdo e

estabilizacéo do complexo, adicionou - se 3,0 mL de ferricianeto d
e
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potassio e misturou-se bem. A leitura no U.V. foi feita 20 minutos
apés em 720 nm. Um padrdo de acido galico de concentragéo
conhecida foi preparado e analisado, nas mesmas condi¢gles contra

um branco.

11.4.2 - Determinacdo dos flavonéides como teor de quercetina

O método empregado na determinag¢do dos flavondides esta
baseado na farmacopéia alems, segundo Deutches Artzneibuch®®,
que utiliza medidas de absorbancia a 425 nm.

Solugbes metandlicas de quercetina de concentracio entre 4,0
—~ 12,0 pg mL"' foram utilizadas para se preparar a curva de
calibragdo. Para 2,0 mL de cada solugdo referéncia, 20,0 mL de
metanol e 1,0 mL de uma solugdo a 5% de AICl; foram misturados e
o volume completado até 50 mL com metanol em um baldo
volumétrico. Depois de 30 minutos as solugdes foram analisadas em
425 nm. Para a analise do extrato metandlico foram utilizados 3,0
mL do extrato no lugar da solugédo referéncia. A diferenca no volume
pipetado entre a solucé@o referéncia e a amostra aconteceu para que
se pudesse ter o complexo da amostra na mesma faixa de
concentragdo da curva de calibragdo. O procedimento continua da
mesma forma como utilizado para a solugéo referéncia‘'?®.

11.4.3 - Determinagdo da quantidade de cera

O conteldo de cera foi determinado da seguinte forma: 3,0 g da
amostra pulverizada em almofariz, foram tratadas com cloroférmio
em extrator de Soxhlet por 6 horas. Os extratos foram concentrados
em rotoevaporador e 120 mL de metanol a quente foram adicionados
ao residuo. Esta mistura foi fervida até que houvesse uma solugso
limpa no topo e uma pequena quantidade de residuo oleoso que se
solidificou apés resfriamento. A fase metandlica foi filtrada
utilizando-se filtro de papel nimero 1, para um frasco previamente
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pesado de 150 mL. Resfriou-se a 0 °C e o conteudo foi filtrado com
fitro de papel numero 1 em um sistema previamente pesado. O
frasco e o residuo foram lavados com 25 mL de metanol frio. Depois
de secas em temperatura ambiente, as amostras foram armazenadas
em um dessecador, até que se fixasse em uma massa constante. A
massa de cera de cada amostra foi determinada por diferenca‘'?.

11.4.4 - Cinzas

O conteldo de cinzas das amostras foi determinado segundo o
procedimento do XXIl encontro da Farmacopéia dos Estados
Unidos®® da América em 1990,

Dois gramas de propolis foram pesados em cadinho seco e
tarado e levados ao fogo até que aparecesse uma cor rubra ou que
estivesse bem queimado (é comum que se forme grande quantidade
de fumacga). O cadinho foi novamente tarado antes de se levar a
mufla a 600°C por 1 h. Deixou-se esfriar por 1 h dentro da mufla.
Levou-se ao dessecador até peso constante e entdo calculou-se o
teor de cinzas em fungdo da massa seca de propolis.

O peso seco de propolis foi feito através de aquecimento de 10
g de amostra pulverizada em estufa a 105 °C por 5 h e, entao,
deixou-se em dessecador até peso constante.

11.4.5 - Determinagdo dos componentes volateis

A extracdo dos componentes volateis da amostra foi feita no
sistema de Clevenger, com massa em torno de 2 g e 750 mL de agua
bidestilada. O sistema permaneceu em refluxo por 6 h. A fase
organica foi extraida com éter etilico, seca e analisada em
cromatégrafo gasoso acoplado a espectrémetro de massa CG/MS QP
5000 da Shimadzu. O programa “volateis” utilizado na cromatografia
tem as seguintes caracteristicas: coluna DB1 de 30m e ¢ = 0,25 mm;
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Programa de temperatura : coluna 50-250 °C (8 °C / min.), 250 °C (25
min.); Temperatura do injetor e detetor a 250 °C.

11.4.6 - Residuo seco das substancias volateis

Dez gramas da amostra de prépolis foram aquecidos num forno
a 105 °C por cinco horas, resfriados & temperatura ambiente e
armazenados em um dessecador. A massa de substancias volateis
foi avaliada por diferenga a peso constante. O vidro de relégio foi
previamente pesado a frio.

11.4.7 - Determinag¢do dos componentes nao volateis

11.4.7.1 - Da propolis

Para a caracterizagdo dos componentes nédo volateis presentes
na amostra de prépolis foram utilizadas as seguintes técnicas de
cromatografia em coluna e de permeacgao em gel:
11.4.7.1.1 - Cromatografia de coluna

Foram empregadas duas colunas:

Coluna 1: 0,5 g de extrato metanédlico seco foi carregado na coluna

de silica gel em ciclohexano. Os solventes utilizados para a eluicéo

foram:
( Solvente Ndmero d
e fracles
Cloroformio 4
Acetona 1
Metanol 3

O numero de fragdes necessarias para cada solvente foi
avaliado por espectrometria de ultravioleta num intervalo
comprimento de onda entre 200 e 550 nm. Para cada solvente foi

feito um espectro de ultravioleta prévio para que se pudesse avaliar

a presenca de contaminantes.



20

Coluna 2: o procedimento de extrac&o e separacdo dos compostos foi
realizado conforme descrito por Banskota!’”). Aproximadamente 24,0
g de propolis foram tratados com agua destilada por 2,0 h a 80 °C.
Foram utilizados 2,0 L de agua e o processo foi repetido (uma vez);
a parte insoluvel foi separada por filtragé@o. O filtrado foi parcialmente
evaporado para que se conseguisse concentrar o extrato aquoso. A
porgao insolivel em agua foi extraida com metanol (2 L por 2 h, duas
vezes em refluxo) e entdo tratada com cloroférmio (2 L, temperatura
ambiente, por duas vezes) para que se oObtivessem o extrato

metandlico e o extrato cloroférmico.

O extrato metandlico foi seco em um rotaevaporador a 38 °C e
fracionado em duas partes; uma solivel e a outra insolivel em
acetato de etila. A fragéo solivel foi separada em uma coluna de
silica gel em cloroformio com os seguintes gradientes de eluente : 5
% MeOH = CHCl; , 10 % MeOH -~ CHCl3, 10 % MeOH - CHCI;3, 20 %
MeOH - CHCIl; , 20 % MeOH — CHCI;, 30 % MeOH - CHCI3,30 %
MeOH — CHCl;, 40% MeOH -~ CHCIl;, 50 % MeOH - CHCl;, 60%
MeOH — CHCls, 100 % MeOH. Todas as fragGes foram recolhidas,

secas e analisadas por CG/MS apos a derivatizagéo.
As técnicas de derivatizagé@o foram as seguintes:

Metilagdo: adicionam-se cinco gotas do hidroxido de tetrametil
aménio na amostra a ser analisada por cromatografia gasosa, em

meio metanodlico e deixa-se em repouso por cinco minutos.

Sililagao: A amostra sempre seca, adicionam-se trés gotas de
piridina e cinco gotas de BSTFA. O sistema fica em repouso por 15
minutos: e, em seguida a amostra é injetada no cromatégrafo.
Agentes de sililagdo sdo comumente utilizados em CG/EM.

Programa de Temperatura do cromatégrafo gasoso

Método - Flavonoi
Temperatura do forno: 100 °C
Tempo de equilibrio: 1 minuto
Temperatura do injetor: 250 °C
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Temperatura da interface: 270 °C
Comprimento da coluna: 30 m
Diametro da coluna: 0,25 mm

11.4.7.1.2 -Cromatografia de permeacdo em gel (GPC):

Uma massa de 0,1g de propolis foi acetilada com piridina e
anidrido acético (1:1) para, entéo, ser analisada por cromatografia de

permeacdo em gel, nas seguintes condigoes:

Fluxo: 0,8 mL/min

Detetor de ultra violeta a A = 265 nm

Solvente : THF
Colunas : 100 a 1000 A, RP-18 (250 mm x 4 mm) de 5 micrémetros
de tamanho de particula. A curva de-calibragdo utilizada foi: y = -

0,1387x + 8,6569 com R2 = 0,9811.
A analise foi feita no aparelho de CPG Merck-Hitachi D2520.

Acetilagédo

A acetilagdo do residuo final da extragdo da propolis foi feita
com 0,5 g de amostra e 1,0 mL de piridina e 1,0 mL de anidrido
acético. Depois de 12 h, a temperatura ambiente, foram adicionados
50 mL de agua ao meio e filtrou-se o produto acetilado, lavando-o
com agua até desaparecer o odor de piridina e acido acético.

11.4.7.2 - Da resina

Cerca de 1,0 g de resina bruta foi extraida com a seguinte
seqiiéncia de solventes: cloroformio, acetato de etila, metanol,
agua/metanol (1:1, v/v). Os extratos foram secos em rotaevaporador,
sililados e analisados por cromatografia gasosa acoplada 3

espectrometria de massa.
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11.4.8 - Técnicas espectroscopicas

11.4.8.1-Infravermeliho

A amostra seca foi triturada com KBr (brometo de potassio) na
proporgéo de 1:99. O aparelho utilizado foi um FTIR da Shimadzu,

modelo 8101.

11.4.8.2 - Ultravioleta

As amostras em solucdo foram analisadas em um

espectrofotometro de ulitra violeta marca Hitachi U-2000.

11.4.8.3 — Ressonancia Magnética Nuclear de c'3

O residuo insoluvel de préopolis foi analisado no aparelho de
RMN da UFMG. Condigbes de analise: rotagdo - 5000Hz; programa
de pulso-CP; sonda-7mm multinuclear MAS; TD — 4096; NS - 640;

SWH - 50251, 258Hz; AQ - 0,0408 s.; DW - 9.95 us. ; D1 - 5,00 s. ;

temperatura - 300K ; pl1 - ( - 2,00 dB) (poténcia do pulso no canal‘do

13C - F1); PL2 - ( 0,00 dB) (poténcia do pulso no canal do 1H); P3 - (
5,50 us.) ( pulso de alta poténcia no canal F2, canal do 1H); P15 -
5000,00 us. ( tempo de contado entre os nucleos dos canais F1 e
F2); PL12 - (-3,00 dB) ( poténcia do desacoplador no canal F2).
Parametros de processamento: Sl - 32K;  WDW - EM

LB = 10,00Hz.

11.4.9 - Analise Elementar — CHN

A analise elementar foi feita no laboratério de microanalise do
Instituto de Quimica da USP - S3o Paulo. O aparelho utilizado foi um
Analisador de Elementos da Perkin Elmer modeio 2400 CHN da série

1.
11.4.10 - Analise de raio-X

As amostras, na forma de po6, foram analisadas num

difratdmetro de raios X da SIEMENS, modelo D5005; foi empregada

radiacdo de CuK, a A = 1,54056 nm.
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Ill- Resultados

Il.1 — Analise da amostra natural:

A amostra no seu estado bruto passou por trés tipos de

determinagdes: teor de cinzas, teor de residuos volateis (umidade) e

teor de residuo seco (ndo-volateis). Estes sdo os teste feitos com a

amostra no estado natural e que constituem as determinacdes

utilizadas rotineiramente
(19)

para se atestar a qualidade da propolis no

mercado

Os resultados encontrados nesta etapa foram:

- teor de substancias volateis : 5,07%

- cinzas : 2,54%
- residuo seco livre dos volateis: 94,93%

ultados acima indicam que a amostra é semelhante a
(19)

Os res

a Catarina analisada por Woisky '™, quanto ao teor

e de volateis; que o teor de cinzas é compativel

amostra de Sant
de residuo seco livr

com uma amostra de Ribeirdo Preto, sendo que o teor de substancias

volateis se encontra acima do valor encontrado para amostras de

Ribeirao Preto, piracicaba, Nova Petropolis e Sombrio que foram

analisadas também por Woisky'® . A tabela 3 ( pag. 9) apresenta os

: 19).
resultados encontrados por Woisky!'?

1.2 - Analise dos extratos

[11.2.1 - Extrato cloroférmico

O extrato cloroférmico foi utilizado para a determinagao do teor

de cera contido na amostra. Duas técnicas foram empregadas nesta
etapa, além do calcul
infravermelho da cera ob
cloroférmico utilizado na determ
o extrato foi seco € derivatizado por metilagdo ou por sililagéo.

o do teor de cera: analise por espectroscopia de
tida e analise por CG/EM do extrato
inacdo. Para a cromatografia gasosa
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O teor de cera encontrado na amostra crua foi de 29,35 %,
tendo sido citado por Asis®®*®) em “Apiterapia para todos” como sendo

uma quantidade normal de cera em prépolis, este valor é justificado
pelo fato da amostra ter sido coletada em uma caixa que havia sido
limpa a pouco tempo. A seguir serdao apresentados os resultados

obtidos pela cromatografia em duas tabelas.

A Figura 6 e a Tabela 4 apresentam 0s resultados da amostra
derivatizada por metilagdo e a Figura 2 e a Tabela 5 os resultados

da derivatizagdo por sililagao.

TIC LI

W*W&hwm &-.WW\&wWmew

. b

20 30 40

10 50 60 70

Figura 5. Cromatograma gasoso do residuo seco do extrato

cloroféormico metilado

Tabela 4. Compostos identificados no extrato cloroférmico metilado.

Pico nimero Tempo de retencéo Nome do composto
1 12.517 Acido cinamico
2 19.050 3,4-dihidroxi-benzalideido
3 20.567 Acido palmitico
4 22.933 Acido oleico

O cromatograma referente a Tabela 4 apresentou 20 picos bem

definidos dos quais © aparelho soé identificou 4 com um indice de
. (3 ¢ 4a .
similaridade maior ou igual a 80 %. Marcucci®" relatou a existéncia

destes quatro compostos como constituintes quimicos da prépolis.
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TIC
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Figura 6. Cromatograma

sililado

40 50 60 70

do residuo seco do extrato cloroférmico

Tabela 5. Compostos identificados no extrato cloroférmico sililado.

Pico numero | Tempo de retencéo Nome do composto
(min.)
1 9.892 Acido benzéico
2 15.125 Acido cinamico
P 3 16.533 2,2-dimetil-3,5-decadieno ]
4 20.050 . Bis — metil — propil éster do
acido 1,2-benzeno-dicarboxilico_4
5 20.883 Pinocembrina
6 22.100 Acido palmitico
B 7 23.367 Cinamato de benzila
8 24.417 Acido oleico
B 9 24.692 Acido estearico
10 28.758 Nonacosanol
11 28.783 11,20-didecil-triacontano
12 32.050 1-trjmet.il—s'il‘éxi‘-2-(3_’metoxi-4’-
trnmetnl-snhoxnpentll)— etano
13 33.792 Bis — tms - éter qo 1-0-
heptadecil - gliceroi
14 39.525 Acido tetracosangico N
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Os resultados apresentados na Tabela 4 correspondem a
mesma amostra da Tabela 5. O fato de ter sido possivel uma maior
identificagdo dos compostos na analise onde foi feita sililagdo( Figura
6) se deve ao fato de que a amostra metilada se encontrava muito
diluida. Nesta analise, dos 54 picos apresentados pelo cromatograma
somente 15 compostos foram identificados, o que mostra a
dificuldade de se lidar com uma mistura natural complexa como a
propolis ou na necessidade de se ter mais padrdes para a
composicdo de uma melhor biblioteca. Marcucci® relatou também a
existéncia de acido benzdico, pinbcembrina, acido estearico, acido
lignocérico e tetracosandico na propolis européia. Como o trabalho
de Marcucci®” é uma revisdo sobre os principais componentes ja
encontrados na prépolis de diversas amostras, n&do se pode levar em
consideracgdo a quantidade de compostos citados mas seu trabalho é
um poderoso guia quanto a descoberta de novos componentes.

Na Figura 7 e na Tabela 6 estédo apresentados
respectivamente, o espectro no infravermelho e as bandas mais

caracteristicas da cera analisada.

f
L2 i
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Figura 7 - Espectro no

cloroformio.
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infravermelho da cera extraida com

Tabela 6 ~ Principais bandas observadas na cera da prépolis.

Fregiiéncia, cm”’ Grupos caracteristicos
3746,2 Estiramento O-H
3421,2
2918,7 Estiramento
2851,1 C-H
1735,2 . Estiramento C=0 de ésteres

saturados alifaticos
1647,4 Vibracdes do esqueleto

aromatico

1465,1 Deformacdo C-H
1374,4 Deformacédo C-H de CH,
1163,2 Estiramento C-O
11111
721,0 Deformacéo de grupos CH.,

Segundo Bianchi®?,

os constituintes das ceras derivados

biossinteticamente dos acidos graxos s@o os alcanos, os ésteres e as

cetonas, todos soliveis em metanol a quente mas insollveis em
metanol a frio. Pode se observar, pela Tabela 6 e pela Figura 7, a
evidéncia de bandas de absorg@o do espectro no infravermelho que
corroboram a composi¢cdo da cera como sendo composta por todos

estes compostos.

A determinagio do conteido de cera numa amostra de prépolis
é importante para a determinagao do controle de qualidade porque
alta porcentagem de cera (compostos biologicamente inertes) esta
relacionada com baixas quantidades de compostos bioclogicamente

ativos9,
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111.2.2 - Extrato metandolico

111.2.2.1 - Fenolicos Totais e Flavonodides

|
y =0,0032x - 0,006
Re =0,9884

absorbéncia

0 20 40 60

concentragio (microgramas por mL)

Figura 8 - curva de calibracdo para leitura de fendis totais em

equivalentes de acido galico segundo o metodo de Folin-Ciocaiteu

A figura 8 mostra a curva de calibragdo feita para o acido
galico. Pode-se calcular o teor de 3,38 g de fendis em equivalentes
de acido galico por 100 g de propolis, utilizando-se a equacdo da
reta obtida para 0s padrbes de acido galico. O teor encontrado por
Woisky“g) foi aproximadamente de trés vezes este valor para a
prépolis de eucalipto conforme pode ser observado na tabela |,
contudo a amostra analisada por ele foi colhida no periodo entre
vereiro, enquanto que a amostra utilizada neste trabalho

outubro e fe

foi colhida em fim de fevereiro. Esta diferenca pode ter contribuido

para a redugdo de compostos fenolicos. Outro fator pode ser a

diferenga da espécie de eucalipto ou o clima da regido que ¢
diferente do cerrado de onde vem a propolis considerado no presente

trabalho.
Uma outra medida do teor de polifendis foi realizada segundo o
método do azul da prissia e 0 valor encontrado foi de 3,126 g de

fenois totais por 100 g de propolis. Os dois métodos apresentaram

valores bem proximos.
O teor de flavonoides totais foi avaliado em equivalentes de
odo do formagdo de complexo dos flavondides

quercetina pelo mét

com aluminio (Figura 9). Foi encontrado um valor de 0,121 g de
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flavondides para cada 100 g de propolis. Este valor também se

(19 para a

encontra abaixo dos valores encontrados por Woisky
amostra da plantagdo de eucalipto ( tabela 2). Valores trés a seis
vezes maiores do que 0s encontrados para amostras brasileiras
foram encontrados por Bankova®? e Bonvehi e Coll®* utilizando
técnica de CLAE para quantificagdo de flavondides. A explicacdo
para isso se deve ao fato de que diferentes classes de flavonodides se
comportam de forma diferenciada em relagao ao cloreto de aluminio.
Segundo Markham®¥, o aluminio provoca deslocamentos diferentes
para cada classe de flavonoide. Um segundo motivo pode ser o fato
de que na propolis de Eucalipto do cerrado a quantidade de
flavonsides seja realmente  menor . Bankova®® obteve por
cromatografia gasosa de alta resolucdo e alta temperatura-
espectrometria de massas, dados que confirmam o alto teor de
flavondides em amostras de propofis européias contrastando com os
baixos teores encontrados para amostras de prépolis brasileiras.
Maia
concentracdo de guercetina, o que justifica o alto valor da propolis

(23) provou que, por HPLC, encontram-se maiores teores de

no mercado internacional.

A validade do método de formagdo de complexos flavondide-
aluminio reside no fato de que, apesar de néo apresentar os valores
reais do contetido de flavonoides, constitui uma técnica que pode ser
mo rotina na qualificagdo de amostras para o mercado de

utilizada co

prépolis, ja que néo requer instrumental sofisticado!'®.

—

y =0,0022x - 0,006
R =0,9918
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Figura 9 - curva de calibracdo dos padrles de quercetinag




30

Tabela 7 - Resultados de fendis totais e flavondides encontrados

para o extrato metandlico da propolis.

]F!avon()ides (%) Fendis totais Fendis totais
(método Folin- | (método azuj da
Ciocalteu) ( %) prussia) (%)

Extrato 0,121 3,38 3,126

i
L metandlico |

I11.2.2.2 - Cromatografia de coluna

A terceira investigacdo a que foi submetido o extrato
metandlico foi a separagdo dos seus constituintes por uma coluna de
silica gel e posterior analise por CG/EM. Esta coluna foi preparada
com silica suficiente para uma carga de 0,53 g de material seco do

extrato metandlico.

A Tabela 8 apresenta os solventes utilizados nesta separacao.

Tabela 8. Eluentes utilizados na cromatografia de coluna.

Eluente Nimero de Fracdes —I
Cloroférmio 4 B

L Acetona 1
L Metanol 3 ]

Cada fracdo foi analisada por CG/EM e TLC na tentativa de se
identificar e separar os compostos ali presentes. Os cromatogramas
de cada fragdo encontram-se no apéndice. A Tabela 9 apresenta os
compostos identificados com um indice de semelhanca maior oy igual

a 80 %.




31

Tabela 9. Compostos identificados por CG/EM das fracées separadas

por cromatografia de coluna

Fracéo T Tempo de Composto Solvente
retengédo ( min.) utilizado na
separacéao
1 19,750 Pentadecano Cloroférmio
21,875 Heptadecano Cloraférmio
12,608 Benzoato de benzila Cloroférmio
1 9,908 Acido trans cinamico Acetona
15,158 Acido benzéico Acetona
F 4 25.5 Acido behénico Cloroférmio
F 22.783 Benzil-fenil-metanona Cloroférmio
17 25.475 Acido tetracosandico
2 13.567 Acido isobutirico Metanol
6.042 Glicerol
| 3.325 Acido latico

Dos compostos mostrados na Tabela 9, s6 o 4cido behénico
pode ser separado por cromatografia preparativa. Ele apresentou
ponto de fusdo de 78 °C e estrutura confirmada por I.R.. O acido
behénico ou acido docosandico & um dos acido graxos que constam

(31)

na relagdo dos compostos que Marcucci citou como presentes na

prépolis européia. As demais fracées continham muitos
componentes. Apos a analise dos cromatogramas que constam no
apéndice deste trabalho pode-se verificar que a maior parte dos

componentes obtidos nesta separagdo n&o puderam ser isolados.
111.2.3 - Extrato aquoso

111.2.3.1 -Estudo dos componentes volateis

A Tabela 10 apresenta os resultados da cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas dos componentes volateis
extraidos no sistema de Clevenger. O cromatograma obtido esta
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mostrado na Figura 10 e dos oito picos principais somente cinco
foram identificados com um indice de similaridade superior a 80 % .
O dois constituintes principais de tempo de retengéo igual a 5 e 7
minutos respectivamente, ndo puderam ser identificados por

espectrometria de massas conforme pode ser visto pela figura 10 e

analisado na tabela 10.

769842
TIC
A 1) propileno-glicol
4 2) p-benzoquinona
3) p-benzoquinidrona
B 4) benzoato de benzila

5) benzoato de fenila

Figura 10. Cromatograma dos compostos volateis do exirato aquoso
do prépolis

Tabela 10. Compostos volateis encontrados na amostra do prépolis

Pico Tempo de retencéo ( min.) Nome do compaosto
1 o 9.692 Propileno glicol
12.950 p-benzoquinona
2 ——’—TL—-—-—-——M—’—-' . -
3 20.983 p-benzoquinidrona
d e e =}
4 30.142 Benzoato de benzila
5 36.192 Benzoato de feniia

Alguns trabalhos relatam a identificacdo dos volateis de

prépolis por CG/EM. O benzoato de benzila foi relatado por

sobre o0s componentes volateis da
Bankova® em seu trabaiho D

prépolis européia mas ndo o benzoato de fenila. N&o foram citados

em trabalhos anteriores © propileno glicol, a p-benzoquinona e a p-

benzoquinidrona.

i
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111.2.4 - Rota extrativa de Banskota

O fluxograma apresentado na Figura 11 ilustra a extragédo de

Banskota e as massas que foram trabalhadas em cada etapa.

tassa inicial
240¢9

exirato aguoso
200mL (2X)

exirato
metanalico
residuo 3 ,
por evaporagéo do metanol l residuc 2 l

massa seca extracao com
soluvel | acetato de etita
60g
residuo seco
{duo insolivel em sililado
colu silica-gel residu .
na de silica-g , ( acetato de etila

extragdo clorofdrmioT
200 mL

separacéo em fragfes 109

resicuo final
m=90g

Figura 11. Fluxograma da extracdo dos compostos segundo Banskota

O objetivo do método proposto por Banskota era isolar um
grande nimero de compostos. Ele iniciou a extragdo com 2,0 Kg de
prépolis recolhidos em diversas regides e utilizou para a eluigéo
cerca de 400 L de solventes. Isto né@o foi possivel neste trabalho
visto que a quantidade de material de partida, 25,0 g, era muito
pequena e entdo as fracoes nao forneciam quantidades de
compostos suficientes apos a secagem do solvente para se fazer um

trabalho de isolamento.
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Nenhuma fragéo obtida da cromatografia de coluna apresentou
por cromatografia de camada delgada, a possibilidade de se separar
um constituinte por cromatografia. Cada fragcdo eluida continha
muitos componentes. A Figura 12 mostra o cromatograma do extrato
cloroférmico e a Tabela 11 mostra os compostos identificados no

extrato cloroformico desta seqiéncia extrativa ( vide Figura 11).

1663130

|

l
2

" e, :
5 10 15 20 25 30 35 20 e " -

Figura 12. Cromatograma do extrato cloroféormico de prépolis apds

extracdo com agua e metanol
Compostos encontrados no extrato cloroférmico de

Tabela 11 -
prépolis
[ T 5 .
Composto empo de retencdo (min.)
3-metéxi-3-metil-2—butanona 3.467
12.583

Acido cinamico

| Trieicosano (C23) 29.450

Acido elaidico 23.050
Hexadecano 25.733
L Acido palmitico 20.675

Comparando-se a Tabela 11 com as Tabelas 4 e 5, que também
apresentam 0S resultados de cromatogramas de extratos
cloroférmicos, 0s dois compostos que aparecem nas duas situagGes
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s8o os acidos palmitico e cindmico. E importante ressaltar que o
cromatograma mostrado na Figura 12 foi obtido apds os compostos
soliveis em agua e metanol terem sido extraidos da amostra, o que
explica o numero menor de compostos encontrados no cromatograma
da Figura 12 que foi obtido da analise do extrato cloroférmico sem

prévia extracdo dos compostos soliveis em agua e metanol.

Os resultados obtidos ap6s a cromatografia em coluna da
fracdo solivel em acetato de etila serdo apresentados g seguir, os
respectivos cromatograma encontram-se no apéndice deste trabalho.

A identificagdo tornou-se possivel a partir de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa. A fracdo 1 ( 5% de
metanol) foi eluida em 3 sub-fragbes e foram Caracterizados os
Seguintes acidos: elaidico, palmitico, 3-fenil-2-propenc’)ico,12-meti|-
tetradecanodico, tridecanoico, heptadecandico, undecanoico,
araquiddnico, benzdico, trans-cindmico e cis-cindmico; os alcoois
isooctanol, 2-etil-1-hexanol, benzilico, cinamilico e neopentilico;
benzaldeido , benzoato de benzila, dibutil éster do acido carbénico,
vanilina, azetidina, n-octacosano, 7-hexil-eicosano, dimetoximetano,
1,4-difenil-1,4-butanediona, trans-cariofileno, etil-butil-éter Na
fragdo 2 ( 10 % de metanol ) tambem foi caracterizado o acido
benzsico. Na fragdo 3, uma cetona ( 4-metil-2-pentanona) e o acido
benzéico. Na fragdo 5 ( 20% de metanol) foram caracterizados os
alcanos:  2,4-dimetil-pentano, tetratetracontano, dotriacontano,
tritetracontano e 2,6,10,15 -—tetrametilheptadecano e o o acido
benzdico. Na fragdo 6 isobutil-etil-éter; os  acidos heptanéico,
nonandico e o capréico, o alcool neopentilico, o benzaldeido e 3
cetona: 2-metil-1-fenil-1-propanona. Na fragdo 7 também foram
caracterizados o acido benzodico e o laurico. Na fracdo 11 o acido
benzdico e a miricetina. Nas fragées 8,9 e s o acido benzdico. A
tabela 12 apresenta os compostos identificados na fragdo soldavel em

acetato de etila e respectivos tempos de retencéo.
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Tabela 12 - Compostos encontrados na fracdo de acetato de etila

apos sililacdo e seus tempos de retencao.

Composto Tempo de retengdo, min.
Acido elaidico 22.992
Acido palmitico 20.617
Acido undecanoico 11.092
| Acido araquidénico 35.708
Acido benzoico 7.317 (metilado); 9.950
(sililado); 8.3 (sem
derivatizacgéo)
Acido cis cinamico 12.608
Acido laurico 20.608
| Acido capréico 20.617
Acido 12-metil-tetradecanéico 17.733
Acido tridecandico 14.558
Acido heptadecandico 20.692
Acido-3-fenil-2-propendico 15.150
Acido nonandico 23.233
Acido heptandico 20.6
Acido trans cinamico 13.092
Alcool benzilico 6.258
Alcool cinamilico 11.158
Isooctanol 12.4
2-etil-1-hexanol 5.983 o
Alcool neopentilico 56
Vaniiina 12.842
Benzaldeido 5.2
Dibutil éster do acido carbdnico 8.408
Benzoato de benzila 18.933
Azetidina 5.550
2,4-dimetil-pentano 5.6
Dotriacontano 24.758




37

Tritetracontano 28.742
n-octacosano 25.742
7-hexil-eicosano 34.783
Tetratetracontano 33.258
2,6,10,15 —~tetrametilheptadecano 18.317
Miricetina 19.217
Butil-etil-éter 3.792
Isobutil-etil-éter 6.375
1-fenil-2-metil-1-propanona 14.317
1,4-difenil-1,4-butanediona 23.267

L Trans cariofileno 13.642

A vanilina foi o dnico composto comum entre o0s que

Banskota('® isolou e os que foram identificados na amostra de

Eucalyptus Urophilla estudada no presente trabalho. A metodoiogia

de extragéo seguida foi a mesma mas na&o foi possivel, no presente

trabalho, identificar
s do acido cinamico, neste trabalho foi possivel

os mesmos compostos. Banskota isolou

derivados prenilado

encontrar, em muitas fragoes, 0 proprio acido cinamico e alguns de

seus derivados nao prenilados( compostos prenilados ndo constam

do banco de dados do aparelho utilizado).

Algumas fragoes nao apresentaram pico que n&o fosse do

eluente e dos reagentes U
para estas fragbes pode ser a utilizacdo de CLAE.

I11.2.4.3 - Estudo do residuo insoluvel apés extragdao com agua,

tilizados na derivatizagdo . A alternativa

metanol e cloroformio

Um fato que mereceu atengdo foi uma porgdo razoavel de

amostra que permaneceu insolivel nos solventes extratores

utilizados.
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O residuo final, da extragdo de massa igual a 9,0 g e aparéncia
de um p6é marrom muito fino apresentou um teor de cinzas de 5,70 %

e teor de umidade de 3.94 %.
* Analise por cromatografia de permeacdo em gel, apés
acetilagao:

A Figura 13 mostra o resultado obtido da distribuicdo de
massas molares do residuo analisado. O cromatograma mostra que a
maior parte das moléculas deste residuo correm entre 35 e 45
minutos e tém uma massa molar média (Mw) de 1283 Da.

Uma pequena fragdo das moléculas elui antes de 35 minutos e

tem Mw igual a 3802 Da. Outra fragdo elui apés 45 minutos e tem
baixa massa molar. Ghisalberti® faz referéncia a existéncia de uma
fragao insolivel em agua e solventes orgéanicos formada por material

polimérico.
41,96

50,25

tempo (nin)

Figura 13 - Cromatograma de GPC do residuo acetilado

» Espectroscopia no infravermelho
O espectro no infravermelho do residuo esta apresentado na

Figura 14; as bandas mais importantes s&o apresentadas na Tabela

13.
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Espectro no infravermelho do residuo final da extracéo

Figura 14.

Tabela 13 - Bandas mais caracteristicas do espectro da Figura 14
Freqiuéncia, Grupos caracteristicos

cm™!
3380.14 Estiramento de OH
2918.2 Estiramento C-H
2849.49
1736.73 Estiramento C=0 de ésteres saturados alifaticos
1644.16 Vibragdes do esqueleto
1517.04 Aromatico
1463.19 Deformagdo antissimétrica do grupo CHs e CHz

(degenerada)

1425.37 Deformacgéo CH>
1378.42 Deformacédo CHs
1238.6 Estiramento C-O
1114.34
1040.35 Estiramento C-O de alcoois




A espectroscopia no infravermelho sugere peias bandas
apresentadas na figura 14 que o residuo contém grupos fendlicos e
alcoodlicos, ésteres e compostos alifaticos.

Além de Ghisalberti®® ,nenhum outro autor fez referéncia ao
estudo de caracterizagdo deste residuo. A técnica de infravermelho
da sua contribuicdo para que junto com as outras técnicas

empregadas seja possivel uma aproximagédo da constituigdo deste
residuo.
« Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono®

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear do C'® no
estado solido ( figura 15) confirma os resultados da espectroscopia
no infravermelho. Assim, abaixo de 355 se observam os sinais de
carbono alifaticos, entre 55 e 803 estdo os sinais de carbonos
oxigenados, entre 105 e 1455 estéo os sinais de C=C e entre 160 e
1755 se véem os sinais de C=0 de éesteres. Além destes grupos, a
RMN do C'® mostra outros grupos néo observados na espectroscopia
no IV, que sdo 0s devidos aos C-N de aminoacidos e proteinas (
~508), aos C-1 de carboidratos ( por volta de 1008) e C=0 de amidas
e acidos ( entre 165 e 1758). A RMN permite garantir também que
ndo Ha OH fenolico pois ha auséncia de sinais entre 145 e 1555 do

carbono quaternario ligado a OH.
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RMN de C'® do residuo insoluvel.

Figura 15 —
e Analise Elementar

A analise elementar apresentou 0s valores de C,HN e O

mostrados na tabela 14. O teor de nitrogénio pode indicar a presencga

(10
de aminoacidos na amostra, Marcucci'

aminoacidos em 4 amostras de propolis brasileiras, sendo que uma

) determinou e quantificou 18

delas é de eucalipto reflorestado de outra espécie que ndo o
Urophilla. Os dezoito aminoacidos estavam presentes nas quatro
amostras. Nenhum aminoacido foi identificado por CG/EM durante a
execucdo deste trabalho. Carboidratos apresentam um teor de
carbono por volta de 50%,flavonoides entre 60 e 70%. Desta forma,

os dados obtidos das analises para este residuo ndo séo
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concludentes quanto & sua constituigdo. Segundo Charkov®®, o teor
de proteina, se todo o nitrogénio corresponder a proteinas, é dado
pela porcentagem de nitrogénio obtido na analise elementar
multiplicado por 6,24. Desta forma o residuo final apresentaria uma
guantidade de proteinas e aminodcidos num total de 11,94% .

Tabela 14 - Resultados da analise elementar do residuo final

1 2 Média (%)
C 51,78 52,36 52.07
H 7,57 7,56 756
N 1,80 2,08 1.91
0 38,85 38.05 38 45

Difragao de raios X

As cinzas que foram analisadas eram oriundas da amostra de
propolis em duas situagdes distintas. A primeira foi obtida da
amostra no estado natural e continha fundamentalmente calcio e
silicio, segundo analise de difragdo dos raios X (Figura 16) .
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Figura 16 . Espectro de difracao de raio x da cinza obtida da amostra
no estado natural

A segunda cinza analisada foi obtida do residuo final da
extracdo de Banskota e neste estagio, a amostra continha somente
silicio. Observava-se que as etapas extrativas retiraram os

componentes inorganicos que continham calcio (Figura 17).
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Figura 17. Espectro de difragdo de raios X da cinza obtida do residuo

final

(37) . . O L4 M4 N B .
Stafilov e Kulevanov'”" ja haviam encontrado calcio e silicio em

amostras de proépolis utilizando
(31 cita outros elementos inorganicos como constituintes da

técnica de absorcdo atdomica.

Marcucc

prépolis: cobre manganés, ferro, aluminio e vanadio.

111.2.5 — Analise da resina

1251 — Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas

A tabela 15 apresenta 0S resultados da cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa dos extratos sililados e os
respectivos cromatogramas podem ser vistos no apéndice deste

trabalho. Os compostos identific
cecéo dos flavonéides que aparecem em ambas as

ados nao foram encontrados na

prépolis, com eX
amostras. Este fato confi
abelhas e por outro lado, mostra qu

rma a importancia dos flavondides para as
e a analise do extrato aquoso da
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resina ( ndo realizada ) € muito importante para efeito de

comparagao.
Tabela 15 — Componentes identificados nos extratos da resina
Solvente Tempo de Retencéo Composto
( min.)
3,733 hidroxiacetona
Cloroférmio
Cloroformio 5,825 1-metil-dietilamina
Cloroférmio 21,125 acido tanico
Acetato de etila 5792 N-acetil-glicina
Acetato de etila 4,167 a-D-galactopiranosideo
Acetato de etila 15,142 Flavonside (?)
Metanol 3,225 Etil éster da L-alanina
Metanol 4,625 1-amino-2-propanol
Metanol/dgua 3,167 Neopentanediol
Metanol/agua 4,167 a-D-galactopiranosideo
Metanol/agua 4,625 N,N-dimetil-formamida
Metanol/agua 5167 Flavondide (?)
Metanol/agua 8,025 acido butandico
Metanol/dgua 21,100 acido tanico

O agucar encontrado na resina nao foi detectado na amostra de
prépolis. Como © primeiro solvente da rota extrativa foi agua, os
aglcares que normaimente se encontram na prépolis e ndo foram
detectados na amostra analisada provavelmente se encontravam no

extrato aquoso que néo foi estudado.
O acido tanico detectado na resina nédo foi encontrado nos

extratos da propolis.

O éster etilico da L-alanina, um aminoacido ja citado pela
literatura como componente da propolis, também nao foi detectado
na amostra estudada mas encontra-se presente na resina e pode ser
detectado por CG/EM. A analise elementar do residuo final da
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extragdo de Banskota detectou a presenca de nitrogénio em pequena
quantidade. O espectro no infravermelho, tabela 13, deste mesmo
residuo, também apresentou uma banda caracteristica da ligagéo
carbono-nitrogénio, o que pode sugerir a presenc¢a de aminoacidos

na amostra de propolis estudada, além de outros grupos de

compostos que contém este tipo de ligagéo.
11.2.5.2 - Teores de fendis totais e flavondides no extrato

metandlico

Para a determinagdo do teor de fendis totais da resina foi
utilizado o método de Folin-Ciocalteau. A figura 18 apresenta a curva
de calibracdo obtida para 0 acido galico. Utilizando a equacgao da
reta apresentada na figura 18, foi calculado um teor de 9,87 g de

fendis expressos como equivalentes de acido galico por 100 g de

y =0,0088x - 0,0137

06 7-

resina.

Absorbéincia

Concentragio (microgram as/mlL)

Figura 18 — curva de calibracdo para o acido galico

O teste de determinagdo do teor de flavondides foi feito
utilizando-se o método do complexo aluminio — quercetina. A figura
19 apresenta a curva de calibragdo obtida para este complexo. O
teor de flavonoides determinado como edquivalentes de quercetina

encontrado foi de 10,94 g de flavonoides por 100 g de resina.
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Figura 19 - curva de calibragcdo para o complexo aluminio

quercetina.

IV- Discussio dos Resultados
A amostra de prépolis analisada pode ser considerada como

uma amostra peculiar. Os dados obtidos até a presente data 3
colocam como uma amostra que reune caracteristicas de muitas
outras amostras de diversas regioes do Pais e do mundo. Os dados

que confirmam esta afirmagao sdo os componentes encontrados

como constituintes quimicos da propolis e os teores de cinza =
2.54% residuo seco livre de volateis = 94,93%, de volateis = 5,07%

e de cera = 29,35%. Estes dados ja foram citados para outras

amostras de propolis.
Um dado curioso na avaliagdo dos teores de fendis totais e de

flavondides & o fato destes teores estarem abaixo dos teores
encontrados para amostras de propolis de Eucalipto do Estado de
Sio Paulo. Talvez se a avaliagdo do teor de quercetina for feita por
HPLC como sugere Maia®?, o teor de flavonéides encontrado possa
ser um valor mais proximo do real, outros autores como Bankova®®

afirmam que realmente o teor de flavondides em amostras de

prépolis brasileiras é realmente um vaior baixo.
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Uma particularidade que vem sendo encontrada na prapolis
brasileira em relagédo a propolis européia é a predominancia dos
acidos fendlicos nas amostras brasileiras. Talvez seja este o fato que
desperte tanto interesse do mercado internacional em relacdo a
prépolis produzida no Brasil.

Na determinac¢do de flavonoides n&o é possivel contar com os
dois mil compostos conhecidos nesta classe, até o momento, como
padroes. Por isso a analise torna-se extremamente complexa e ou
até mesmo impossivel. Durante o desenvolvimento deste trabalho
foram injetados cerca de cinqiienta padrées de compostos fendlicos
no cromatografo gasoso acoplado a um espectrémetro de massa do
laboratorio de quimica da madeira do Instituto de quimica desta
universidade. A tabela 16 apresenta os padrdes adicionados ao
aparelho utilizado durante a execugao deste trabalho e os tempos de

retencdo de cada padréo.

Tabela 16 - padroes adicionados ao cromatografo gasoso e seus

respectivos tempos de retengéo

Nome Tempo de retencdo ( min)
Citronela 15,4
L(+) Arabinose 16, 1
D(+) galactose 19,7
Siringaldeido 17,7
Acido siringico 20,3
Acido galico 20,9
Robinetina 21,1
Flavanona 22,3
Crisina 23,4
Rutidina 246
Canferol 28,9
Pinocembrina 30,7
Quercetina 33,3
Acido elagico * 35.0
Crisina 35,2
(iso)Sakuranetina 38,9
Flavona 39,9
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Naringina 40 4
(crisina)
Sakuranetina 408
Epicatequina 421
Naringenina 42 3
Catequina 43 1
Prunetina 45 5
Apigenina 56 1
Acido Clorogénico 60,5
Quercetina 65, 1
Miricetina 71.8
Fisetina * 30.0
Crisina * 230
Flavona * 18.0
Acido tanico * 150

* coluna DB1

Existe, contudo, a limitagdo inerente a prépolis de eucalipto.
Apesar do eucalipto ter sido citado como fonte de prépolis na
América do Sul e de ser conhecido como um bom pastc apicola,
Bankova e colaboradores®”, em um recente trabalho, compararam

que compostos acidos aroméaticos presentes na resina de Eucalipto
citriodora ndo sio os acidos aromaticos presentes na prépolis, com
excegédo do 4&cido p-cumarico e do acido cinamico. Na amostra

analisada neste trabalho foi verificada a presenga de outros

composto existentes na madeira de eucalipto como: acido benzsico,
vanilina e o acido cinamico. Ainda foi detectada a presenca dos
acidos palmitico, oleico, elaidico, estearico, tetracosanéico,
behénico, isobutirico, latico, undecanoico, araquiddnico, capréico,

12-metil-tetradecanoico, heptadecandico, 3-fenil-2-propenéico,

nonandico e heptanoico.
A amostra estudada néao apresentou uma boa variedade de

compostos volateis se comparada com outras amostras estudadas

por Bankova'?. Deve-se observar, contudo, que ela nio estudou

amostras brasileiras e que a amostra estudada no presente trabalho

se encontra compativel com as amostras brasileiras estudadas,

(19)

originadas de pasto apicola semethante, por Woisky quanto aos

teores de volateis.
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A amostra estudada apresentou um residuo insollvel que
corresponde a 38% da massa total da amostra. Constituido de
carbonos alifaticos e oxigenados, duplas ligacdes e ésteres
caracterizados por infravermelho e confirmados por RMN de C'? .
Além de ligagdes C-N,C-1 de carboidratos e grupos carboxilas de
amidas e acidos que n&o puderam ser observados pela
espectroscopia no infravermelho. A RMN de C'® permitiu ainda dizer

com certeza que nao ha OH fenélico na constituicdo deste residuo.
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V — Conclusoes

A amostra de propolis, proveniente de uma floresta artificial de

Eucalyptus Urophilla situada nas proximidades de Uberlandia, no
Triangulo Mineiro, mostrou-se altamente complexa. Através de

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa foi
possivel identificar os seguintes compostos:

Acidos: cinamico, trans cinamico, palmitico, oleico, benzdico,
estearico, tetracosanoico, behénico, isobutirico, latico, elaidico,

undecandico, araquidénico, laurico, caproico, tridecanoico,

heptadecanoico, 3-fenil-2-propendico (ciscindmico), nonandico e

heptanoico.
nonacosanol, heptadecilglicerol, glicerol, propileno
neopentilico, cinamilico, isooctanol e 2-etil-1-

Alcoois:
glicol, benzilico,
hexanol.

Aldeidos: 3,4-diidroxibenzaldeido (protocatecualdeido) e

vanilina.
Esteres: cinamato de benzila, benzoato de benzila, benzoato de
fenila e dibutil éster do acido carboénico.

Hidrocarbonetos: 2,2-dimetil-3,5-decadieno, 11,20-

dideciltriacontano,
2 4-dimetil-pentano, dotriacontano, tritetracontano,

pentadecano, heptadecano, trieicosano,

hexadecano,
2,6,10,15-tetrametilheptadecano,
tetratetracontano e trans-cariofileno.

7-hexil-heicosano, noctacosano,

Cetonas: benzil-fenil-metanona, 3-metoéxi-3-metil-2-butanona, 2-
metil-1-fenil-1-propanona € 1,4-difenil-1,4-butanediona.

Eteres: butil-etil-éter e isobutil-etil-éter.

O residuo insoltvel que corresponde a 38% da massa total da

amostra esta constituido fundamentalmente por polimeros alifaticos e

aromaticos que contém as fungdes alcool e éter.Esta caracterizacao

foi feita utilizando as técnicas de infravermelho e ressonancia

e
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magnética nuclear de C'" no estado solido.Pouco se encontrou na

literatura a respeito da caracterizagao deste residuo que ndo fosse

quanto ao tamanho de suas particulas.
O presente estudo, tentando relacionar exsudato da madeira e
prépolis foi o que forneceu o maior numero de constituintes

identificados além de ser o pioneiro neste tipo de caracterizacéo .

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
ndo é a técnica mais indicada para analise de flavondides, embora a
técnica de injegdo direta no espectrometro de massas esteja
evoluindo muito nos ultimos anos. Contudo, foi possivel identificar os
flavondides pinocembrina e miricetina (cujos espectros de massas

foram adicionados juntamente com 0s de outros padrdées & biblioteca

do aparetho ).
O extrato aquoso, onde seguramente se encontram alguns

flavondides, serda analisado por cromatografia liquida numa outra

dissertagcdo como continuidade deste trabatlho.
Considerando-se os componentes acima mencionados, muitos

ndo constam de artigos que servem de referéncia ao estudo da
prépolis. Sdo eles acidos latico, elaidico, undecandico, capréico,

tridecandico, nonandico € heptanoico; aicoois heptadecilglicerol,

propileno glicol, neopentilico, isooctanol e
ésteres benzoato de fenila e carbonato de dibutila; alcanos 2,2-

11,20-dideciltriacontano, pentadecano,

2-etil-1-hexanol: dos

dimetil-3,5-decadieno,

heptadecano, hexadecano,
2,6,10,15-tetrametilneptadecano, 7-hexil-heicosano, n-octacosano e

benzil-fenil-metanona, 3-metoxi-3-metil-2-

2,4-dimetilpentano,  tritetracosano,

tetracontano; cetonas
butanona, 2-metil-1-fenil-1-propanona € 1,4-difenil-1,4-butanediona:

e éteres: butil-etil-éter e isobutil-etil-eter.
A analise quantitativa tradicional da propolis aqui estudada
guintes resultados: substancias volateis = 5,0688%,

apresentou oS se |
= 94,9312%, cera =

cinzas = 2,54%,residuo seco livre de volateis
29,35% fenobis totais: 3,4g por 100g de propolis e flavondides 0, 121
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por 100 g de propolis. Estes resultados indicam que a amostra
ncontra dentro dos parametros que qualificam a

g

estudada se €

propolis como de boa qualidade. O teor de cera encontra-se acima

dos teores encontrados para amostras brasileiras do interior de Séo

Paulo e sul deste Pais, mas dentro de parametros citados por Asis®?

para amostras de prépolis da Ameérica Central. A baixa quantidade de

flavondides encontrada pelo met
preco da propolis mineira no mercado

odo adotado no presente trabalho

ndo justifica o alto

internacional. No entanto, concentracbes de flavondides obtidas por

cromatografia liquida tém si
ndo realizada neste trabalho, pode dar uma

do maiores®?. Isto sugere que a analise

da fragdo aquosa,
resposta definitiva a esta questéo.

A analise dos extratos em cloroférmio, acetato de etila, metanol

e metanol/agua da re

compostos: hidroxiacetona,
dois flavondides néo identificados, N-acetil-

sina permitiu a identificacdo dos seguintes

1-metil-dietilamina, acido tanico, «a-D-

galactopiranosideo,
glicina, estil éster da L-al
N.N-dimetilfomamida e &cido butano
re os compostos da propolis e da

anina, 1-amino-2-propanol, neopentanediol,

ico.

N3do houve concordancia ent

resina, a nao ser alguns flavonoides que nao puderam ser

identificados. Os teore

resina sdo muito superiores a0
provavelmente estes compostos passam por um

o durante a elaboragcdo da prépolis pelas

s de fendis totais e flavondides obtidos para a

s encontrados para a amostra de

propolis, muito
processo degradativ

abelhas.
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V] - Apéndice
VI.1 — Figura 01. Espectro de raio X das cinzas obtidas da amostra

natural
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Figura 02. Espectro de raio x das cinzas obtidas do residuo final d
a
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VI].2 — Cromatogramas das fracdes recolhidas apdés separagdo dos

compostos do extrato metanolico seco em coluna de silica gel

Figura03. Cromatograma da fragdo 1 em cloroférmio
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Figura04. Cromatograma da fragdo 6 em cloroférmio
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Figura05. Cromatograma da fragéo 10 em cloroférmio
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Figura08. Cromatogram
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a da fragdo 2 em metanol
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Figurat1. Cromatograma do precipitado da fragdo 3 em acetona
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Figura12. Precipitado da fragéo 1 em cloroférmio
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Figura13. Cromatograma do produto isolado da fragdo 17 (em

cloroférmio)
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V1.3 - Cromatogramas das fra¢des recolhidas apos separacédo dos
compostos do extrato metandlico soluveis em acetato de etila

Figura14. Cromatograma da fragcdo 1; gradiente de eluicdo 5% de

metanol em cloroférmio.
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Figura15. Cromatograma da fracdo 1.1; gradiente de eluicdo 5% de

metanol em cloroformio.
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Figurat6. Cromatograma da fragcdo 1.2; gradiente de eluicdo 5% de

metano!l em cloroférmio.
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Figura17. Cromatograma da fragcdo 2, gradiente de eluicdo 10% de
metanol em cloroférmio.
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Figura18. Cromatograma da fracdo 3; gradiente de eluigdo de
metanol em cloroférmio.
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Figura19. Cromatograma da fracéo 4; gradiente de eluicdo de
metanol em cloroférmio.
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Figura20. Cromatograma da fracdo 5; gradiente de eluicdo 20% de

metanol em cloroférmio.
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Figura21. Cromatograma da fracdo 6, gradiente de eluicdo 20% de

metanol em cloroformio.
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Figura22. Cromatograma da fragdo 7; gradiente de eluicdo 30% de

metanol em cloroférmio.
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Figura23. Cromatograma da fragdo 8; gradiente de eluicdo 40% de

metanol em cloroférmio.

TIC 267211

[ERRTFI W TV W YRUR POV ! lM Wu
Adessty ¥ . r v v

5 10 15 20 25 30 35

Figura24. Cromatograma da fragdo 9; gradiente de eluicdo 50% de

metanol em cloroférmio.
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Figura25. Cromatograma da fragcéo 11; 100% em metanol
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VI.6 — Cromatogramas das analises da resina

Figura26. Cromatograma da extracdo da resina em cloroférmio
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Figura27. Cromatograma da resina extraida em acetona
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Figura28. Cromatograma da resina extraida em metanol
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Figura29. cromatograma da resina extraida em metanol/agua 1:1
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Figura30. Cromatograma da resina extraida em acetato de etila
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