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RESUMO

O propolis € uma substancia resinosa, obtida pelas abelhas Apis mellifera,
considerado como um produto ‘“antibidtico natural” que desempenha um papel
importante na defesa da colmeia, protegendo-a de microrganismos, fungos, bactérias e
virus. Este produto possui na sua composicdo uma grande variedade de compostos,
salientando-se os compostos fendlicos, aos quais se atribuem forte poder antioxidante e
atividade antimicrobiana.

Neste trabalho usaram-se duas amostras de propolis de origem geografica
diferente: Bornes e Lousd. Estudou-se a composi¢do polinica, os teores totais de
compostos fenolicos e flavonoides, bem como, as propriedades antioxidantes na
amostra de Bornes. Da andlise do extrato de propolis por TLC (cromatografia em
camada fina), efetuaram-se estudos da atividade antimicrobiana usando-se extratos de
manchas removidas da placa de TLC, selecionadas por terem grande concentracdo de
compostos (manchas mais escuras). Os extratos das manchas separadas na placa de TLC
foram analisados por HPLC e MS.

A amostra de Lousd foi analisada no seu contetdo em teores de compostos
fendlicos totais e flavonoides totais.

A andlise polinica da amostra de prdpolis de Bornes mostrou que nesta
predominavam os polens Erica sp. e Castanea sp. com valores de abundancia de 41% e
32% , respetivamente.

A analise do perfil quimico de amostras de propolis de Bornes e Lousa baseou-se
nos teores de compostos fendlicos totais e flavonoides totais. Os teores de compostos
fendlicos totais foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu, utilizando como
padrdo o acido galico. Os resultados obtidos foram de 91,5 £ 0,7 mg/L e de 117 + 2
mg/L para as amostras de Bornes e Lousd, respetivamente. O doseamento de
flavonoides totais baseou-se no método espetrofotométrico usando o reagente cloreto de
aluminio e como padrao, a quercetina. Os resultados obtidos foram de 23,4 + 0,8 mg/L e
de 32,9 £ 0,1 mg/L para as amostras de Bornes e Lousd, respetivamente.

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método do poder redutor e pelo efeito
bloqueador de radicais livres de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) para a amostra de
propolis de Bornes. Para 0 método do poder redutor os resultados evidenciaram valores
de ECsp de 0,33 £ 0,02 mg/mL, e para 0 método de DPPH demonstraram valores mais
baixos de ECsp, 0,072 £ 0,003 mg/mL.



O extrato de propolis de Bornes foi analisado por TLC (silica gel 60 com
fluorescéncia a 254 nm) usando a técnica bidimensional com o objetivo de obter uma
primeira separacdo de compostos para posteriormente serem identificados por HPLC-
DAD e MS. A separacdo dos compostos fendlicos na placa de TLC foi visualizada
usando reagentes ou radiacdo UV 254 nm. Os reagentes usados na visualizagdo das
manchas referentes aos compostos fendlicos separados na placa de TLC, foram: cloreto
de aluminio, cloreto de ferro, Folin-Ciocalteu, DPPH e vanilina.

Para analisar a atividade antimicrobiana selecionaram-se manchas de TLC com
grande concentracdo de compostos (manchas mais escuras) provenientes do propolis de
Bornes. A extracdo dos compostos da silica gel da mancha selecionada foi efetuada
usando-se o solvente dimetilsulfoxido (DMSO). Os compostos presentes nas manchas
de TLC isoladas e testadas inibiram os microrganismos em estudo (Salmonella spp.,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Candida albicans).

O método de HPLC com detetor DAD foi usado com o objetivo de analisar os
extratos da silica gel de todas as manchas identificadas na placa de TLC, de forma a
identificar a que familia de compostos fendlicos pertencem os picos obtidos em cada
cromatograma. Nos cromatogramas de cada extrato verificou-se sempre a presenca de
varios picos mostrando que a separagdo por TLC ndo permite um isolamento total dos
compostos. A identificacdo da familia do composto fendlico de cada pico presente nos
cromatogramas foi feita por comparacao com padrdes puros, e s6 nos casos de se ter
uma “semelhanga elevada” nos espetros UV é que se avancou com a identificacdo do
grupo a que pertence o composto fendlico. Dos identificados, a familia de compostos
fendlicos mais abundante foi a dos &cidos hidroxicinamicos.

Neste trabalho faz-se uma breve apresentacdo de resultados preliminares obtidos
com o método MS, com o objetivo de dar continuidade a este trabalho no futuro. Este
método ainda estd a ser estudado nas suas condicdes experimentais de forma a
identificar todos os compostos fendlicos presentes nos extratos das manchas separadas
na placa de TLC. Os primeiros resultados mostram que 0s compostos presentemente

identificados s&o derivados do acido cafeico e da pinobanksina.

Palavras-chave: propolis, anélise polinica, fenois totais, flavonoides totais, atividade

antioxidante, TLC, atividade antimicrobiana, compostos fendlicos.
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ABSTRAT

Propolis is a resinous substance obtained by honey bees Apis mellifera, a product
considered "natural antibiotic” which plays an important role in defending the hive,
protecting it from microorganisms, fungi, bacteria and viruses. This product has a large
variety of compounds in its composition, giving greater emphasis to the phenolic
compounds, which are attributed strong antioxidant and antimicrobial activities.

This work used two propolis samples of different geographical origin: Bornes
and Lousa. It was studied the pollen composition, the total content of flavonoids and
phenolic compounds, as well as the antioxidant properties of the Bornes sample.
Analysis with propolis extracts separated by TLC (Thin-Layer Chromatography), were
made in studies of antimicrobial activity by using extracts of stains removed from the
TLC plate, selected for having large concentration of compounds (darker stains). The
extracts of stains separated on TLC plate were analyzed by HPLC and MS.

The Lousa sample was analyzed in their content in phenolic compounds and total
flavonoids.

Pollen analysis of the Bornes propolis sample showed that the predominant
pollens Erica sp. and Castanea sp. had abundance values of 41% and 32%, respectively.

The analysis of the chemical profile of Bornes and Lousé& propolis samples was
based on the content of total phenolic compounds and flavonoids. The concentrations of
total phenolics were determined by Folin-Ciocalteu, using gallic acid as standard. The
results were 91,5 £ 0,7 mg/L and 117 + 2 mg/L for the samples of Bornes and Lousa,
respectively. The assay of total flavonoids was based on the spectrophotometric method
using the reagent aluminum chloride and as standard compound, quercetin. The results
were 23,4 + 0,8 mg/L and 32,9 + 0,1 mg/L for samples of Bornes and Lousd,
respectively.

The Bornes sample antioxidant activity was evaluated by the method of reducing
power and the blocking effect of free radicals of DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
for the sample. The assay of reducing power showed ECs, values of 0,33 + 0,02 mg/mL,
and the DPPH assay showed lower values of ECsg, 0,072 + 0,003 mg/mL.

The Bornes propolis extract was analyzed by TLC (silica gel 60 with
fluorescence at 254 nm) using the two-dimensional technique in order to obtain an
initial separation of compounds for later identification by HPLC-DAD and MS. The
separation of the phenolic compounds in the TLC plate was visualized using UV
irradiation at 254 nm or chemical reagents. The reagents used in the visualization of
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stains pertaining to phenolic compounds separated on TLC plate, were: aluminum
chloride, iron chloride, Folin-Ciocalteu, DPPH and vanillin.

To analyze the antimicrobial activity were selected TLC stains with high
concentrations of compounds (darker stains) from the Bornes propolis two-dimensional
TLC analysis. The compounds extraction from the selected silica gel stain was carried
out using the solvent dimethylsulfoxide (DMSO). The extracted compounds of the TLC
spots isolated and tested inhibited the growth of the microorganisms under study
(Salmonella spp., Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Candida
albicans).

The HPLC method with DAD detector was used to analyze the extracts of silica
gel of all stains identified on TLC plate in order to identify the family of phenolic
compounds belonging to the peaks in each chromatogram obtained. In the
chromatograms of each extract, it was verified the presence of several peaks showing
that separation by TLC does not permit a total isolation of each compound. The
identification of the phenolic compounds family in each peak in the chromatograms was
done by comparison with pure standards. Only in cases of having a "high similarity” in
the UV spectrum, it was possible to advance with the identification of the family to
which compound phenolic belongs. Of the identified family of phenolic compounds, the
most abundant was hydroxycinnamic acid.

This work makes a brief presentation of preliminary results obtained with the MS
method, being a component of this work that remains to be completed, in order to
identify all phenolic compounds present in the extracts of stains separated on TLC plate.
Initial results show that the compounds identified are presently caffeic acid derivatives

and pinobanksina.

Keywords: propolis, pollen analysis, total phenols, total flavonoids, antioxidant

activity, TLC, antimicrobial activity, phenolic compounds.
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1.1. Propolis

1.1.1.0rigem do propolis

A palavra propolis vem do grego, em que “pro” significa “em defesa de” e
“polis” é “cidade”, ou seja, “em defesa da colmeia”. O propolis foi sempre considerado
como um produto de propriedades especiais para a saide humana [1-5]. Por exemplo,
foi usado pelos egipcios para embalsamar os cadaveres devido a sua atividade
antiputrefativa [1-6].

Os médicos romanos e gregos como Galeno, Aristoteles, Plinio e Dioscoérides
reconheceram as suas propriedades medicinais, tais como cicatrizante e antisséptico no
tratamento de feridas e desinfecéo bucal [1,3,7].

No tratamento de problemas de salde comecou a ser utilizado nos anos de
1950/1960 por alguns paises do leste da Europa (Poldnia e Republica Checa) e no ano
de 1980 em paises como o oeste da Europa, América do Sul e Norte e o Japédo [1]. Foi
na metade dos anos 80 que se tornou importante na medicina complementar e
alternativa, sendo hoje em dia usado na industria farmacéutica [1,4].

Devido a sua relevancia, existem ja estudos sobre o prépolis em diversas areas,
desde a otimizacdo dos processos de extragdo até ao controlo da qualidade [8].

Trata-se de uma substancia resinosa, pegajosa e aromatica, obtida pelas abelhas
Apis mellifera a partir de liquidos secretados no desenvolvimento inicial de botdes
florais e foliares, polen e exsudados de determinadas plantas [1-3,5,9,10-15]. As abelhas
ainda adicionam enzimas das secrecOes salivares, nomeadamente a enzima f-
glicosidase que hidrolisa os flavonoides glicosilados a agliconas, que depois de
parcialmente digerido acrescentam cera, por elas produzida, que torna a substancia
moldavel [1-3,5,9,10,11,13,16,17].

As abelhas utilizam este produto para reparar os alvéolos de criacdo, proteger a
colmeia contra infecdes, fechar pequenas frinchas (Figura 1) e embalsamar insetos
mortos que ndo podem ser retirados da colmeia, impedindo assim que sofram a
putrefacdo e propagacdo de doencas dentro da colmeia [3,5,6,18-21]. Na colmeia, a sua
acdo é importante contra bactérias e fungos, criando um ambiente estéril e mantendo a
temperatura no seu interior praticamente constante [3,15]. Esta substancia apresenta
uma cor que depende da sua origem floral, geografica e idade (tempo apos colheita do

produto), que vai desde o amarelo claro ao castanho-escuro, quase preto [1-4,10,13,22].



Figura 1. Propolis a isolar a colmeia (Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Pr%C3%B3polis).

Embora o prépolis apresente varias propriedades benéficas para a saude humana
referidas em estudos de préopolis de outros paises, o0 produzido em Portugal ainda nédo €
muito valorizado, estando-se numa fase inicial de conhecimento cientifico da sua
composicdo quimica, origem botéanica e propriedades bioldgicas [17,23]. Alguns dos
estudos incidem sobre as avaliacBes dos compostos fenolicos totais e as propriedades
antioxidantes, antitumoral, anti-inflamatéria e antimicrobiana de propolis obtido em

zonas do Nordeste, Centro e Sul de Portugal [23].

1.1.2. Composi¢do quimica do propolis/ fatores que a modificam

A composicdo do propolis é complexa e varia consoante as carateristicas
fitogeogréaficas de onde se situa a colmeia e a época de colheita da resina [1-3,5,9,16,24-
30]. Silva et al. (2006) [15] comprovou que a composi¢do quimica varia de acordo com
0 periodo de colheita da resina, verificando também diferencas significativas entre
colmeias. Geralmente, da sua composicao fazem parte resinas (50%), ceras (30%), 6leos
essenciais (10%), pdlen (5%) e detritos (5%) [1-3,5,9,31].

Contudo esta percentagem dos constituintes do propolis pode variar conforme as
espécies de plantas que as abelhas polonizam, o0 seu uso na colmeia, por exemplo, para
reparar as células do mel é usada uma maior quantidade de cera para Ihe conferir uma
maior resisténcia, mas para reparar a superficie de outras células da colmeia empregam
uma menor proporcao de cera [2,3]. As abelhas adicionam mais cera no propolis em
épocas em que as resinas vegetais sdo raras ou dificeis de recolher [2,3]. Ou seja, a
consisténcia do propolis a temperatura ambiente depende da relacdo resina/cera presente
na sua composicdo. Apresentando uma consisténcia mais rigida (Figura 2), indica que
tem uma maior percentagem de resinas, 0 que se torna desejavel uma vez que as

atividades biologicas verificadas no propolis sdo atribuidas as substancias presentes nas
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resinas. Caso se apresente maledvel indica que possui uma percentagem elevada de
ceras [10].
Apesar desta relacdo resina/cera existente no propolis, este quando frio apresenta

uma textura dura e quebradica e quando quente apresenta-se brando e pegajoso [2,13].

Figura 2. Aspeto do propolis na sua fase solida.

A analise ao aroma e sabor de uma amostra de propolis permitem verificar se
esta foi produzida pelas abelhas ha muito tempo ou recentemente. Quando produzido ha
muito tempo estas carateristicas tornam-se menos evidentes [10].

Existem fatores que modificam a composicdo do propolis, tais como a
disponibilidade das resinas, a origem geografica das substancias nelas presentes, as
variacdes sazonais (pluviosidade, variacGes de temperatura e pasto apicola) durante o
ano e ainda a variabilidade genética da abelha rainha, uma vez que usam as substancias
secretadas pelo seu proprio organismo na preparacdo do prépolis [1,3,4,18,32]. Propolis
de regides diferentes tem uma composi¢ao quimica distinta [4].

Relativamente as variacGes sazonais, alguns compostos biologicamente ativos
como seja, os compostos fenodlicos, diminuem verifica-se no entanto, o aumento de
outros, como por exemplo os &cidos diterpénicos [18].

As variages na composicdo do propolis vdo influenciar as suas propriedades
farmacoldgicas, de facto, nas zonas tropicais a variagdo da composicao é superior a das
zonas temperadas devido a maior disponibilidade vegetal existente nos primeiros locais
[7].

No prépolis predominam as substancias quimicas dos grupos flavonoides
(flavonas, flavanonas e flavonois), terpenos, estilbenos, [-esterdides, aldeidos
aromaticos, alcoois, vitaminas e sais minerais (calcio, ferro, cobre, aluminio, manganés,
vanadio e silicio) [1,15,24,33-38].



Os compostos com maior relevancia devido as suas propriedades biologicamente
ativas sdo os compostos fenolicos (flavonoides, acidos fendélicos, cumarinas e taninos),
bem como os derivados do acido cindmico, seus ésteres e os diterpenos [6,20,26,39].

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios de plantas, que podem
surgir nas folhas, flores, frutos e outros tecidos de plantas. Os acidos fendlicos dividem-
se em duas classes, os acidos cinamicos com nove atomos de carbono (Cg¢-C3) € 0s
acidos benzoicos com sete atomos de carbono (Cs-C;) [39,40]. Na Figura 3 apresentam-
se as estruturas gerais destes dois grupos de compostos, bem como, alguns exemplos de

cada.
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Figura 3. Estrutura quimica dos acidos fenolicos mais frequentes [39].

Os flavonoides sdo caraterizados pela presenca de dois anéis aromaticos
benzénicos ligados por uma cadeia com trés atomos de carbono (que pode ou ndo
formar um terceiro anel) com a estrutura geral Cs-C3-Cs. Esta representada (Figura 4) a
estrutura geral dos flavonoides mais comuns, com os anéis designados por A,BeCeo
sistema de numeracdo. Consoante a natureza da cadeia de ligacdo de trés atomos de
carbono e o nivel de oxidacdo, surgem diferentes classes de flavonoides, como por
exemplo flavonas, flavanonas, flavonois e flavandis (Figura 5) [39,40].

Alguns exemplos de compostos fendlicos encontrados em amostras de propolis

de diferentes origens geograficas estdo apresentados na Tabela 1.



Figura 4. Estrutura geral dos flavonoides [41].
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Figura 5. Estruturas das principais classes de flavonoides [42].



Tabela 1. Exemplos de compostos fendlicos encontrados em amostras de propolis.

Origem da amostra Familia dos compostos Compostos fendlicos

Prépolis Europeu [43] o . Cafeato benzilico
Acidos fendlicos Cafeato fenetil

Pinocembrina
Crisina
Pinobanksina
Pinobanksina O-acetato

Flavonoides

Propolis da Crodcia, o N Acido fertlico
. - Acidos fendlicos © . -
Bdsnia, Macedonia e Acido p-cumarico

Herzegovina [44] Pinocembrina
Crisina
Apigenina
Campferol

Propolis Acidos fendlicos Acido cumérico
Brasileiro [43] Acido ferdlico

Apigenina
Campferol
Pinocembrina
Pinobanksina
Pinobanksina 3- acetato
Crisina

Flavonoides

Propolis Turco [45] Acido cinamico
Acido cafeico
Acidos fendlicos Acido p-cumérico
Acido benzoico
Acido ferdlico

Crisina
Pinocembrina
Pinobanksina

Pinobanksina 3-O-acetato

Flavonoides

Proépolis do Acido cafeico
Iraque [46] Acido cumérico
Acidos fendlicos Acido ferdlico
Acido cinamico
Acido cafeico fenetil éster

Luteonina
Apigenina
Campferol
Flavonoides Crisina
Pinocembrina
Pinobanksina
Quercetina




1.1.3.0rigem botanica

A disponibilidade das fontes de resinas e exsudados vegetais € variavel de regido
para regido e vado depender do clima, solo e outros fatores onde elas se encontram [4].

O estudo das plantas que sdo utilizadas como fontes de resina pelas abelhas, é
importante para garantir a sua presenga em regides onde se instalam novas colmeias, de
modo que as abelhas tenham disponivel a resina para producdo do propolis [4,24]. A
avaliacdo das melhores regides para a producdo do propolis e selecdo dos melhores
prazos para a sua recolha, deve ser também estudado para garantir um bom maneio
apicola na sua producéo [4,24,47].

O polen existente no prépolis € um constituinte valorizado na analise das
carateristicas e na determinacdo da origem botéanica do propolis [4,24]. Tem vérias
proveniéncias podendo ser introduzido como contaminante devido a aderéncia a resina
das exsudacOes vegetais, pode ser transportado pelo vento ou pelas proprias abelhas que
o0 recolhem para o armazenar dentro da colmeia [4,11].

Na analise polinica ao propolis a avaliagdo das estruturas morfoldgicas dos
vegetais (tecidos epidérmicos, tricomas filamentosos, glandulas e estomatos) permitem,
indicar as espécies de vegetacdo polinizadas pelas abelhas para a produgdo do prépolis
ou a percentagem da origem botanica nele presente [4,11,24,48]. Sendo assim, em quase
todos os casos podemos definir a origem de uma amostra de prépolis baseando-nos no
respetivo espetro polinico [4,11,48].

Na América do Norte, Europa e oeste da Asia a fonte vegetal predominante é a
espécie Populus (Choupo) [1,3,47,50,51]. Amostras provenientes destas zonas tém uma
composicdo quimica idéntica, tendo como principais constituintes 0s compostos
fendlicos, agliconas de flavonoides, acidos aromaticos e seus ésteres [3,6,30,52-54].
Amostras provenientes de diferentes zonas tropicais apresentam uma composicao
quimica distinta e podemos encontrar na sua constituicdo diferentes compostos
fenolicos, acido p-cumarico, flavonoides e benzofenonas, e terpenos [52-54].

Outras fontes de resina para a producdo de prépolis sdo a Betula (Bétula), Ulmus
(Ulmeiro), Pinus (Pinheiro), Quercus (Carvalho), Acaci (Acécia) e Salix (Salgueiro)
[1,3].

A composigdo quimica do propolis comparada com a sua possivel fonte vegetal,
é¢ o melhor indicador da sua origem botéanica [1,4,47,49,55]. O estudo da origem

botanica e geografica do propolis € essencial para o controlo da qualidade e
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padronizacdo das amostras (carateristicas tipicas do propolis de determinada origem,
assim como a sua composicdo quimica e as suas atividades bioldgicas) para posterior

aplicacdo terapéutica [1,10,19,49].

1.1.4.Propriedades bioativas do propolis

Tém sido efetuados diversos estudos farmacologicos sobre o propolis devido as
suas propriedades biologicas a referir, antimicrobiana, anti-inflamatdria, antioxidante,
antiviral, anticancerigena, entre outras [1,4,9,12,13,16,19,28,35,36,38,52,56-59]. Estas
propriedades biol6gicas atribuidas ao propolis estdo diretamente ligadas a sua
composicdo quimica, principalmente aos teores em flavonoides e acidos fendlicos
[4,10,12,13,36,58,60,61].

1.1.4.1. Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana (antibacteriana e antifingica) é a atividade biologica
do propolis mais estudada [1,4,19,31,62].

Os compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana do prépolis sdo os
flavonoides, bem como os &cidos fendlicos e ésteres, cetonas e aldeidos fenolicos
[19,48,63].

Das substancias quimicas pertencentes ao grupo dos flavonoides, a flavanona
pinocembrina, flavonol galagina e o éster feniletil do acido cafeico, atuam na inibicéo
da ARN-polimerase bacteriana [1,64-66]. Os elementos como os flavonoides
quercetina, galangina e pinocembrina bem como, os acidos fenolicos como os acido
cafeico, acido benzoico e &cido cindmico, causam danos funcionais e estruturais na
membrana ou parede celular do microrganismo [1,31]. A quercetina aumenta a
permeabilidade da membrana afetando o transporte, a capacidade de sintese de ATP e a
sua mobilidade [36,64].

Varios estudos evidenciaram que o propolis tem uma acdo inibitéria contra
bactérias: Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Bacillus sp.
e Micobacterium sp.); Gram-negativas (Escherichia coli, Pesudomonas aeruginosa,
Salmonella e Klebsiella), entre muitos outros [4,5,12,19,32,38,67-69].

Verifica-se que o prdpolis apresenta uma maior atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas comparativamente as Gram-negativas, mas tal facto ainda nao
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foi bem explorado na bibliografia, sendo uma das hipoteses explicativas o facto das
Gram-negativas possuirem uma parede celular mais complexa e terem um teor em
lipidos maior que as Gram-positivas [1,19,38,55,63,70].

O propolis evidenciou também atividade fungicida em testes in vitro contra
leveduras (ndo-dermatéfitas) e fungos filamentosos (dermatofitos antropofilicos)
reconhecidos como causadoras de onicomicoses e contra Candida albicans e
Cryptococcus neoformans [1,12,70-72]. Ao longo dos anos tem-se verificado uma
atividade sinérgica do prépolis com diversos antibidticos, tais como benzilpenicilina,
tetraciclina e eritromicina, podendo assim ser uma alternativa terapéutica para combater

microrganismos resistentes a drogas [1].

1.1.4.2. Anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatdria do prépolis é atribuida a presenca de compostos de
acidos fenolicos e flavonoides tais como, acido cafeico, quercetina, narigenina, acido
cafeico fenetil éster (CAPE), &cido salicilico, apigenina, crisina, acido ferulico e
galangina na sua composicao [34,64,69]. Esta atividade tem-se verificado em doencas
do sistema muscular-articular e outros tipos de inflamagdes, reumatismos, infecdes e
torcOes [5,34]. Dos compostos dos flavonoides, a galangina é importancia na inibicéo da
atividade da ciclo-oxigenase (COX) e da lipo-oxigenase (LOX), limitando a acdo das
enzimas poligalacturonase e reduzindo a expressdo da isoforma induzivel da COX-2
[1,64].

A acdo anti-inflamatéria do propolis deve-se também ao CAPE, pela inibi¢do da
libertacdo do acido araquiddnico a partir da membrana celular, resultando na supressao
da atividade das enzimas COX-1 e COX-2, e também na inibicdo da ativacdo da
expressdo genica da enzima COX-2 [1,64]. A crisina exibe também atividade anti-
inflamatoria, estando a sua acdo relacionada com a supressdo das atividades pro-
inflamatdrias da enzima COX-2 e da inducdo da sintase do 6xido nitrico (iINOS) [64].
Outros trabalhos também referem a inibicdo da producdo de éxido nitrico (NO) pelas

celulas de macrdfagos, associada a atividade anti-inflamatoria do propolis [34,69].
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1.1.4.3. Antioxidante

A atividade antioxidante deve-se principalmente a presenca de compostos
fenolicos (flavonoides, acidos fenolicos e alcoois, estilbenos, tocoferdis e tocotrienois)
[73,74]. Viuda-Martos et al. (2008) [64] verificaram uma correlagdo positiva entre a
presenca destes compostos e a atividade antioxidante.

Esta atividade é importante por proteger os sistemas de defesa celulares contra
os danos causados pelos radicais livres e outros agentes oxidantes que sdo 0s principais
no mecanismo de acdo de muitas toxinas [64,69].

Estes radicais induzem danos oxidativos nas biomoléculas, tais como os lipidos,
hidratos de carbono, proteinas, e acidos nucleicos, podendo provocar morte celular
[64,74].

De facto, a atividade antioxidante do prdpolis pode contribuir para a prevencdo
de certas doencas provocadas pelos radicais livres produzidos no nosso organismo, tais
como doencas cardiovasculares, reumaticas, neuroldgicas, psiquiatricas, envelhecimento
precoce, neoplasias, osteoporose e diabetes. Evidencia também, efeitos benéficos no
tratamento da pele danificada [1,64,74,75].

1.1.4.4. Antiviral

Os poucos estudos sobre a atividade antiviral do prdpolis referem que o propolis
inibe em certas ocasifes a proliferacdo de virus [1,11]. Esta atividade estéa relacionada
com a presenca de flavonoides e derivados dos acidos aromaticos [30].

Verificou-se que dos flavonoides existentes no prépolis, a crisina e o campferol
inibiram o virus do herpes, o adenovirus e o rotavirus, no entanto a galangina apesar de
ser também flavonoide néo evidenciou efeito inibidor contra estes virus [5,30,64].

O é&cido ferulico isopentilo, constituinte do propolis, demonstrou acdo inibitoria
contra o virus da gripe A [30].

Viuda-Martos et al. (2008) [64] e Marcucci (1996) [5] em estudos realizados in
vitro verificaram que o propolis danificou o ADN e ARN de vérios virus, tais como da
estomatite vesicular (VSV), herpes simples (HSV) do tipo 1 e 2. A quercetina e a rutina

foram os compostos responsaveis pela atividade antiviral.
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Outros estudos in vitro efetuados por Lustosa et al. (2008) [1] e Gekker et al.
(2005) [76] revelaram que o prépolis tem atividade antiviral contra as variantes X4 e R5

do virus HIV-1. Atividade idéntica foi observada com linfécitos CD4".

1.1.4.5. Anticancerigena

A atividade anticancerigena do propolis esta associada aos compostos fendlicos
como, por exemplo, quercetina, luteonina, Artepillin C, acido cafeico e CAPE. A
atividade traduz-se num efeito protetor contra alguns tipos de cancro, tais como do
pancreas, pele, cervical, do pulmao, entre outros [33,77]. Os mecanismos associados a
prevencdo do cancro séo a inducdo da apoptose e a inibicdo da proliferacdo das células
tumorais [33].

Séo varios os estudos que relatam a atividade antitumoral do préopolis quer in
vitro quer in vivo [21,42,78]. Alguns dos compostos isolados do propolis tais como, o
acido cafeico, CAPE e a quercetina reduzem os nddulos do cancro do pulmao [21,77].

No prdpolis brasileiro para além dos compostos referidos anteriormente foram
isoladas outras substancias com propriedades bioldgicas a referir:

v O composto PMS-1 (diterpeno clerodanico), evidenciou capacidade de
inibicdo do crescimento de células tumorais do figado por imobilizacdo na
fase S do seu crescimento [21,73];

v' O composto PRF-1 (perforina), mostrou atividade antioxidante e citotoxica
para as células do carcinoma hepatocelular e do pulmao [21];

v O composto Artepillin C, demonstrou atividade antitumoral devido a
fragmentacdo do ADN seguida de apoptose. Estes estudos quando efetuados
in vitro demonstraram uma supressdo do crescimento do cancro e quando
conduzidos in vivo verificou-se um aumento da producdo de células T
CD4/CD8 pelo sistema imune [21,73].

1.1.5. Aplicagéo na industria farmacéutica e alimentar

O prépolis ja era reconhecido desde a antiguidade como um poderoso antibidtico

natural usado na medicina tradicional no tratamento de feridas, ulceras e infe¢des, como
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por exemplo em problemas de pele, sendo posteriormente no final do século XIX
utilizado como cicatrizante [7,21,24,33,38,79,80].

Esta substancia tornou-se valorizada em tratamento medicinal tanto do ponto de
vista econémico como de eficacia farmacoldgica, uma vez que é de facil obtencédo e
apresenta inumeras propriedades farmacéuticas [8,12].

Dos constituintes presentes no propolis, sdo 0s compostos antioxidantes que tém
um papel importante na saude humana, na prevencdo de diferentes doencas tais como,
cancro, doencas inflamatorias, degeneracdo neuroldgicas, doencas coronarias,
envelhecimento, entre outras. Ainda tém acdo no aumento da resisténcia natural do
organismo a infecGes e baixar quer a pressao arterial, quer os niveis de colesterol [43].

O prépolis aplicado externamente atenua varios tipos de dermatite [43]. Pode ser
utilizado a nivel dermatoldgico como, por exemplo, em tratamento de queimaduras,
regeneracdo de tecidos, comich&o, ardor, herpes simples e genitais; a nivel odontoldgico
como, por exemplo, em cremes dentais para prevenir céries, tratar gengivites e
estomatite; e também a nivel cosmético, tais como cremes de rosto, pomadas, logoes e
solucdes [2,13,43,82,83].

Além da sua aplicacdo na indastria farmacéutica este produto tem sido
largamente utilizado desde a década de 1980 na inddstria de alimentos, como alimento
saudavel, suplemento alimentar (conservacao de alimentos, germicida e insetisida) e em
bebidas que conteem flavonoides. Estes produtos melhoram a salde e previnem certas
doencas tais como, inflamacBes, doencas cardiacas, cancro e diabetes
[1,13,24,29,33,37,77].

Atualmente é comercializado principalmente no Japdo. Existem ja rebucados,
chocolates, doces, cremes para a pele, champds, condicionadores, solucbes anti-
sépticas, pastas de dentes, chas, sabonetes, batons, protetores solares, geis pos barba, e
muitos outros a base do proépolis [1,35,83].

1.2. TLC- Cromatografia em Camada Fina

Cromatografia € um meétodo de analise onde uma fase movel passa sobre uma
fase estacionaria, de modo que uma mistura de substancias seja separada nos seus

componentes [84-86].
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Cromatografia em camada fina (TLC) trata-se de um método analitico, utilizado
especialmente em estudos qualitativos [84,87].

O termo TLC (abreviatura do inglés, “Thin-Layer Chromatography”), foi
introduzido por E. Stahl em 1956, e significa que a fase estacionéria é constituida por
uma camada fina aplicada a um suporte solido [84,87].

Para a utilizacdo do TLC é fundamental que as substancias ou misturas de
substancias a serem analisadas sejam solUveis num solvente ou mistura de solventes.

Este método € utilizado quando [84]:
v as substancias ndo sdo volateis ou sdo de baixa volatilidade;

v’ as substancias sdo fortemente polares, de polaridade média, ndo polares ou
ionicas;

v" 0s solventes utilizados degradam os sorventes da coluna LC (cromatografia
liquida);

v/ as amostras a analisar danificam as colunas de LC ou GC (cromatografia
gasosa);

v' quando é necessario analisar varias amostras simultaneamente ou grupos
diferentes de compostos, com um custo-eficacia, e com um periodo de tempo
limitado;

v quando as substancias a analisar ndo sdo detetadas pelos métodos de LC ou
GC ou s6 com grande dificuldade;

v" no caso de nao haver fonte de energia elétrica.

A técnica de cromatografia de camada fina, tanto pode ser empregue em
substancias orgéanicas como inorganicas, seja em derivados de fontes naturais ou
sintetizados nos laboratérios, em quantidades que podem variar dos niveis do nano
grama a microgramas [88].

Esta técnica pode ser usada em analise quantitativa e qualitativa e tem sido
aplicada nas areas da farmécia, quimica forense, bioquimica, cosmética, alimentar,

ambiente, entre outras [84].
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1.2.1. Fundamentos de utilizacéo

O método de TLC abrange uma camada fina e uniforme de sorvente com,
geralmente, 0,10 a 0,25 milimetros de espessura, aplicada num suporte de vidro,
aluminio ou folha de plastico [87,88]. Dos trés suportes o vidro é o mais vulgar, tendo o
de aluminio e plastico as vantagens de serem mais flexiveis, podendo ser cortados
facilmente em qualquer tamanho, sem que haja interrupcdo na camada de sorvente. Tém
varios sorventes sido utilizados com éxito, nomeadamente silica gel, celulose, 6xido de
aluminio, poliamida e géis de silica quimicamente ligadas. O mais comum € o de silica
gel (64%) seguindo o de celulose (9%) e alumina (3%) [87].

As placas de TLC necessitam de ser ativadas antes de serem utilizadas e um dos
métodos usados € a lavagem das placas de silica gel com metanol na cémara
cromatogréfica, seguida de secagem durante 30 minutos a 120°C numa estufa. As placas
sdo colocadas na horizontal com a superficie de silica gel virada para cima.
Seguidamente séo retiradas da estufa e colocadas num exsicador (até serem utilizadas)
para arrefecerem e ficarem protegidas do contacto com o meio exterior [84,88]. Esta
secagem faz com que a &gua fisicamente absorvida a partir da humidade presente na
atmosfera seja evaporada. A temperatura de secagem ndo deve ser muito elevada pois
pode causar alteracOes irreversiveis nas propriedades cromatogréaficas da superficie de
silica gel.

Antes de colocar a amostra na placa traca-se a linha de base com um lapis ao
longo da qual se colocam as solugGes a analisar. No caso de uma analise bidimensional
coloca-se um ponto sobre a placa de silica gel onde se aplica a amostra a analisar. Na
placa de TLC, o primeiro (e Gltimo) ou Unico ponto assinalado ndo deve estar muito
perto da borda da placa, uma vez que néo se sabe como a amostra se vai deslocar [84].

A amostra € dissolvida num solvente adequado e é aplicada como manchas na
placa de sorvente a uns centimetros da borda. O eluente (fase movel), que pode ser um
sO solvente ou uma mistura deles, vai fluir por acéo capilar através da placa de sorvente,
onde foi ja aplicada a amostra. Esta acdo é possivel usando uma camara retangular de
vidro onde se coloca o eluente depois de preparado em quantidades que permitem ter
uma altura de 5 mm. A cdmara é preferencialmente de vidro para permitir a visualizacéo
do movimento da fase movel pela placa de TLC que deve estar pré-saturada com o
vapor do solvente e também para poderem ser utilizados reagentes corrosivos. A placa
de TLC é colocada na camara cromatografica sendo depois tapada com uma tampa. A

frente do eluente vai migrando através do sorvente fazendo migrar também os
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componentes da amostra, mas a niveis diferentes, resultando na separacdo dos mesmos.
Logo que a frente de solvente esteja perto do topo da placa de TLC, a placa é retirada da
camara. Com um lapis traca-se a linha da frente do solvente e leva-se a secar.
Posteriormente as manchas na placa de TLC poderdo ser visualizadas diretamente (luz

visivel), sob a luz UV, por tratamento quimico ou derivatizagao [87].

1.2.2. Fases estaciondrias — interagdes

Escolher a fase estacionéria € um processo importante pois deve-se selecionar
uma com seletividade adequada aos compostos a analisar. Para a obtencdo de uma
separacdo aceitavel, além da composi¢do quimica da fase estacionaria, deve-se ponderar
o tamanho médio, a morfologia e a distribui¢cdo do tamanho da particula [84].

Como jé foi referido anteriormente o absorvente mais eficaz em TLC é a silica
mais precisamente a "Silica Gel 60". Trata-se de uma placa branca, porosa e amorfa,
preparada por precipitacdo de acido a partir de uma solucdo de silicato de sédio
(NazSiOg3) [85,87]. Durante a formacao do gel é importante controlar a temperatura e o
pH uma vez que tém influéncia na qualidade do gel formado [87]. Para a placa de silica
gel ser uma boa superficie de suporte utiliza-se gesso, amido, ou ligantes organicos para
fixar o gel. A silica gel apresenta caracteristicas de sor¢do devido a presenca de grupos
silanol (SiOH) na sua superficie, que sdo fracamente dipolares e tém ligacdes fortes de
hidrogénio [85].

1.2.3. Fases moveis — alteracdo da polaridade

Os resultados cromatograficos podem ser influenciados por trés fatores: a
polaridade da fase estacionaria; a selecdo da fase movel (composi¢éo) e a composicao
da fase de vapor em contacto com a placa. O fator com maior influéncia numa
separacgdo é a composicao da fase mdvel.

Para se obter uma eficaz separacdo em TLC é importante o equilibrio entre a
fase movel e a estacionaria. A fase movel (solvente) sé entra em contacto com a fase
estaciondria no inicio da separacdo. A composicao da fase mdvel raramente é constante
ao longo de toda a separacdo. Alguns desses desvios sdo observados perto da linha de
base (linha de aplicacdo da(s) amostra(s)) e da frente de solvente.
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A composicdo da fase mdvel € menos polar que a da fase estacionaria. Por isso,
as substancias que apresentam baixa polaridade e, por isso, maior afinidade para a fase

movel migram juntas mais rapidamente ao longo da placa de TLC [85].

1.2.4. Métodos de visualizacéo

Existem varios métodos de visualizacdo das placas de TLC, pois nem todos 0s
compostos sdo visivelmente coloridos. Alguns dos compostos sdo visualizados sob a luz
UV ou por emitirem fluorescéncia quando excitado pela luz UV ou visivel; outros,
requerem visualizacdo por pulverizacdo ou imersdo num reagente adequado. As reacdes
quimicas que podem ser realizadas sobre as placas de TLC, ndo afetam a placa de
sorvente devido a constituicdo inativa dos sorventes, mesmo 0s que sdo bastante
agressivos tais como, solucdes de &cido cloridrico ou sulfarico. Alguns reagentes sao
chamados de reagentes universais, uma vez que permitem visualizar uma vasta gama de
compostos de diferentes estruturas moleculares. Dentro deste grupo de reagentes
podemos incluir as solugdes de &cidos, fluoresceina, diclorofluoresceina, vapor de
amoniaco e iodo. Ha também um grande grupo de reagentes que reagem com compostos
com grupos especificos, que sdo utilizados para detetar classes de compostos, tais como
aldeidos, cetonas, esteres, alcoois ou acidos.

Os métodos de visualizacdo podem ser combinados para se obter uma melhor
seletividade e sensibilidade, podendo-se usar primeiro a irradiagdo UV, seguida de um
reagente universal e por fim um grupo especifico. Por vezes, para um determinado
analito existem varios reagentes de visualizacdo disponiveis, existindo algumas
diferencas a nivel do limite de sensibilidade e especificidade, devendo-se ter cuidado na

sua selecéo [85,87].

1.2.4.1. Técnicas ndo destrutivas
a) Detecdo visivel
Trata-se daqueles compostos que ndo necessitam de qualquer procedimento para

a sua visualizacdo por serem coloridos. Absorvem na parte visivel do espetro

eletromagnético, sdo exemplo o0s corantes naturais e sintéticos, e nitrofenois [87].
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b) Detegdo Ultravioleta

Alguns compostos podem absorver a radiagdo eletromagnética em
comprimentos de onda mais curtos, sendo detetados no intervalo UV de 200-400 nm.
Da exposicao a luz UV, a radiacdo no comprimento de onda 254 nm e a 365 nm séo as
necessarias para absorver ou serem observadas as substancias fluorescentes. As zonas
cromatograficas (manchas) normalmente aparecem escuras em um fundo mais claro ou
se ocorre fluorescéncia, observam-se manchas com uma grande variedade de cores do
espetro visivel. Para ajudar na visualizacdo, certas placas de TLC sdo pré-revestidas
com um indicador fosforescente inorganico, ou um indicador orgéanico fluorescente
[87]. As placas que contém o indicador fluorescente, quando irradiadas com 254 nm ou
365 nm séo designadas por placas “F” ou “UV”. Indicadores F254 (absorvem a 254 nm)
podem dar verde (silicato de zinco) ou fluorescéncia azul (tungstato de magnésio); os
indicadores F365 (absorvem a 365 nm) podem ser um abrilhantador, fluoresceina,
rodamina ou um corante. Existem placas que tém ambos os indicadores para detetar os

compostos que absorvem os dois tipos de comprimentos de onda [89].

1.2.4.2. Reagdes Reversiveis

a) Vapor de iodo

Este reagente é universal e torna-se Util na detecdo de muitas espécies organicas,
tais como gorduras, hidrocarbonetos, ceras, alguns &cidos gordos e ésteres, esteroides,
detergentes, antioxidantes, antibioticos, emulsionantes, farmacéuticos, entre outros,
visualizando-os de forma rapida e econdmica. A sua a¢do ocorre na presenca de zonas
lipofilicas na placa cromatografica, originando uma reacdo de coloracdo amarelo-
marrom num fundo amarelo mais claro.

A detecdo de iodo tem uma boa funcionalidade sobre as placas de silica gel 60 e

nas de 6xido de aluminio [87].

b) Vapor de amoniaco

Este reagente é frequentemente usado em conjunto com outros reagentes para se

obter um bom resultado entre o contraste das zonas cromatograficas que foram
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separadas e a placa de fundo. O vapor de amdnia € mais usado na visualiza¢do de &cidos
organicos que sdo indicadores de pH [87].

1.2.4.3. Reacg0es ndo-reversiveis

a) Corantes fluorescentes

Alguns dos corantes fluorescentes sdo usados na detecdo ndo destrutiva de
substancias lipofilicas. Incluem eosina, rodamina B e 6G, fluoresceina,
diclorofluoresceina, a berberina, e pinacriptol amarelo. Tratam-se de reagentes
universais que detetam compostos organicos. Apds secagem ao ar, na placa
cromatogréfica aparecem manchas que tém brilho fluorescente sobre um fundo
fluorescente mais claro, quando visualizados a luz ultravioleta de 254 nm.

Estes corantes sdo eficazes em placas de silica gel e celulose, ndo tendo o
mesmo resultado para placas de silica gel de fase inversa. Os vapores de amoniaco

permitem melhorar os seus resultados de sensibilidade [87].

b) Indicadores de pH

Os indicadores de pH sdo utilizados tanto para detetar substancias acidas como
basicas. Existem indicadores primarios tais como o verde de bromocresol, azul de
bromofenol, azul de bromotimol e em menor extencdo purpura de bromocresol. Estes
podem ser aplicados nas placas cromatograficas por imersao ou pulverizacdo. Os acidos
organicos vao responder a esta aplicagdo com uma mudanca de cor. Mais uma vez,
nesta técnica de visualizacdo a aplicacdo de vapor de amoniaco aumenta a sensibilidade
[87].

1.2.4.4. Técnicas destrutivas

As técnicas destrutivas sdo agquelas em que ocorrem reagdes quimicas na placa
cromatografica entre o reagente e 0s analitos separados que resultam numa derivagéo ou
mudanca total na espécie organica. As mais utilizadas séo as técnicas de carbonizagéo e

ativacao térmica [87].
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1.2.4.5. Reagdes de derivatizagado

Existem dois tipos de visualizagdo, uma antes do desenvolvimento da
derivatizagdo quimica e outra apos o desenvolvimento com reagentes quimicos. S&o
varios 0s reagentes disponiveis para a visualizacdo pds-cromatogréafica
comparativamente aos de detecdo pré-cromatografica. A coloracdo pos-cromatografica
por vezes é utilizada porque a coloracdo pré-cromatografica introduz mais uma

substancia sobre a placa, podendo interferir na separacdo dos compostos [85,87].

a) Visualizacdo pre-cromatogréafica

A visualizagdo pré-cromatografica permite a derivatizacdo dos compostos
utilizando grupos de reagentes especificos que reajam diretamente com os analitos de
interesse, derivatizando-os. O reagente é colocado na placa cromatografica na zona em
que a amostra foi aplicada. Pode também efetuar-se o procedimento inverso, isto é,
colocar primeiro o reagente e s6 depois a amostra. Convém salientar que a aplicacdo do
reagente de derivatizacdo em primeiro lugar tem vantagens, de facto, quando o reagente
é aplicado em toda a largura da placa absorvente assegurar a que quando amostra €
aplicada nas margens da placa a reacao de derivatiza¢do ocorra por completo [87].

As reagBes pré-cromatograficas permitem distinguir compostos com
caracteristicas semelhantes ou idénticas, mas com propriedades quimicas diferentes.
Esta derivatizacdo pode melhorar a estabilidade dos compostos, evitando reacOes

quimicas durante a sua separacdo, permite:

v modificar os compostos volateis em derivados estaveis;
v" alterar as suas propriedades de extracao;

v melhorar a absorcéo da luz ou induzir a fluorescéncia.

Detém como desvantagem o facto do reagente de derivatizacdo contaminar a

amostra [85].

b) Visualizacao pos-cromatografica

A visualizacdo pds-cromatografica é a mais usada em detecdo por TLC. As

reacOes cromatogréficas deste tipo de visualizacdo séo eficazes na analise qualitativa e
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quantitativa com TLC [85]. A coloragdo da placa de TLC pode ser efetuada por
pulverizacdo ou imersdo da placa num reagente do grupo especifico ou universal [85]. A
técnica de pulverizacdo manual € o menos adequado para a quantificacdo, uma vez que
0 reagente ndo tem uma distribuicdo regular sobre a placa, porem permite a utilizagédo
de menor quantidade de reagente e requer menor tempo de aplicagéo [85,87].

Apos pulverizagdo duma placa, a reagdo de coloragdo ocorre, em geral, apos
secagem ou aquecimento da placa cromatografica a uma dada temperatura, dando
origem a manchas coloridas e visiveis a luz visivel na placa cromatogréafica [87]. Séo
varios 0s reagentes de coloracdo conhecidos para esta aplicacdo, (mais de 300
diferentes) [85]. Neste trabalho serdo abordados apenas alguns deles, descrevendo-se a

sua preparacao, procedimento de utilizacéo e resultados esperados.

Reagente de cloreto de aluminio. O AI** e o Fe** sdo caties que formam
complexos com cetonas aromaticas. Os grupos de flavonoides, micotoxinas, colesterol,
fosfolipidos e triglicéridos reagem com uma solucéo etanolica de AlCI36H,0, formando
areas amarelas fluorescentes na placa cromatogréafica quando submetida a luz UV de
365 nm. Por vezes, as placas tém que ser aquecidas até a temperatura de 80-100°C
durante 10 minutos. Este reagente pode ser aplicado em todos os tipos de placas

cromatograficas [85].

Reagente cloreto de ferro (111). O reagente é preparado a partir de uma solucao
de FeCl36H,0 e aplicado na placa cromatografica. Os flavonoides véao reagir para
formar areas vermelhas ou azul-violeta; a catequina forma uma érea verde; 0s taninos

formam éareas azuis [85].

Reagente de Folin-Ciocalteu. O reagente de Folin-Ciocalteu é utilizado para a
analise de compostos fenolicos totais e para a avaliacdo da reducdo da capacidade de
uma amostra, especialmente para os antioxidantes dos compostos fendlicos. A aplicacdo
deste reagente na placa é realizado em dois passos: primeiro aplica-se uma solucao de
2% de carbonato de sodio; segundo pulveriza-se com uma solugdo de 1:10 de Folin-
Ciocalteu diluida em agua. A reacdo de coloracdo dos compostos redutores como 0s
fenois ou a vitamina C na presenca do reagente vdo formar areas azuis num fundo

amarelo [85].
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Reagente DPPH. O reagente de DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazil) € utilizado
para a detecdo de substancias com propriedades antioxidantes. E muito (til na avaliagio
das propriedades antiradicalar de estudos farmacéuticos de substancias ativas em plantas
e organismos fungicos. O reagente preparou-se medindo 25 mg de DPPH para
posteriormente ser utilizado na pulverizacdo da placa de TLC. Este reagente é estavel e
apresenta uma cor roxa, quando aplicado na placa, o composto é reduzido por um

radical livre que fica amarelo [85].

Reagente de vanilina. O reagente vanilina quando combinado com &cidos reage
com diversos compostos, como por exemplo, alcaloides, esteroides, glicosideos,
terpenos e fenois. Este reagente quando aplicado na placa de TLC forma zonas de cor

escura sobre um fundo branco [87,89].

1.2.5. Analise qualitativa/ quantitativa com TLC

O método de TLC permite efetuar estudos qualitativos e quantitativos embora a
analise qualitativa seja a mais usual. O presente trabalho é exemplo de aplicacédo

qualitativa, atraves de analise bidimensional [86].

1.2.5.1. Avaliacdo qualitativa

Na andlise qualitativa, a utilizacdo de TLC permite identificar elementos da
amostra que sejam desconhecidos ou confirmar a identidade de compostos detetados por
GC ou HPLC. A analise visual qualitativa estd associada as carateristicas das cores
obtidas usando um reagente de detecdo seletivo e considerando os valores do fator de
retencdo (Rf). A identificacdo qualitativa pode ser feita usando mais do que um reagente
de detecdo seletivo, podendo ser aplicados sequencialmente numa placa cromatografica
[86].

Neste trabalho a avaliacdo qualitativa foi feita pela técnica de TLC de
desenvolvimento Bidimensional. Neste desenvolvimento é necessario escolher duas
fases madveis (2 eluentes), que proporcionem mecanismos de retencdo complementares.
A escolha correta das duas fases mdveis deve ser de forma a distribuir os componentes

da amostra sobre toda a area da placa cromatografica, aumentado o poder de resolugédo
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relativamente a da 1D. Ap0s a colocacdo da amostra, num ponto da placa de TLC, o
desenvolvimento da segunda dimensao ¢ efetuado depois de realizada a corrida 1D e da
secagem da placa para remocdo de todo o vapor de solvente do primeiro eluente.
Seguidamente é colocada outra fase movel na camara cromatografica, composta por
uma mistura de solventes diferentes da 1D, sendo igualmente polar mas de natureza
acida. A placa é colocada no interior da camara cromatografica na posicao
perpendicular a superficie ocorrendo assim a segunda corrida do eluente [87]. Leva-se a
secar e posteriormente visualizam-se os resultados numa caixa escura com o auxilio da

lampada de UV a 254 nm e 365 nm e fotografa-se a luz refletida.

1.2.5.2. Avaliagdo quantitativa

A anélise quantitativa em TLC foi descoberta por Kirchner et al. em 1954, e a
técnica de densitometria foi relatada em meados dos anos 1960 [86].

Na avaliacdo quantitativa, a analise por TLC é realizada usando a técnica
Unidimensional (1D) [86].

Esta técnica consiste em selecionar o eluente (fase mével), que serd uma mistura
de solventes polares de natureza basica, que ird correr na primeira dimensdo ou seja,
usando s6 uma dire¢do de eluicéo [86].

Na andlise quantitativa coloca-se na placa de TLC a linha de base (linha ténue
feita a lapis) a uma distancia de 1,5 cm das extremidades. As solu¢bes padrdo e as
amostras sdo colocadas em posicOes equidistantes mas afastadas das extremidades por
1,5 cm de distancia. A placa é colocada na cAmara cromatogréafica para ocorrer a eluigdo
com o eluente selecionado. Ap6s a corrida cromatografica, a placa é seca e,
posteriormente, analisada por densitometria para obter a informacdo quantitativa de
cada mancha e estabelecer uma calibracdo entre areas de picos obtidos em densitometria
e as concentragfes das solucdes padrdo. Com a reta de calibragcdo determina-se a
concentracdo de cada amostra. Por isso, neste tipo de analise é necessario, apés a
eluicdo da placa cromatografica, o uso de técnicas instrumentais, para obter resultados
precisos e exatos [87]. A densitometria € 0 método mais confiavel e mais usado para a
quantificacdo dos resultados de um cromatograma de TLC pois mede a densidade dptica
das manchas da placa de TLC estando relacionada com a quantidade dos compostos
presentes. Existem dois tipos de densitometria: densitometria classica, em que se utiliza

um espetrofotometro UV-Vis e a densitometria fotografica. Neste ultimo, a placa é

23



observada com uma lampada de UV numa caixa escura sendo a luz refletida
fotografada. Os resultados obtidos sdo tratados com o programa image J (metodologia
usada neste trabalho).

Esta técnica € aplicada e usada para analisar:

v’ substancias de polaridade média, forte e i6nica;

v’ substancias que ndo sejam volateis ou tenham uma volatilidade baixa;

v’ substancias que ndo sdo detetadas por HPLC e GC, uma vez que os podem
deteriorar;

v'0s solventes utilizados que podem danificar a coluna de HPLC.

1.2.5.3. Influéncia da atmosfera na camara

Para além da fase estacionaria da placa e do sistema solvente, a atmosfera da
camara em TLC é um importante fator a considerar na separa¢do dos compostos, pois
influéncia significativamente os resultados obtidos. A cdmara deve ficar saturada,
quando todos os elementos do sistema solvente antes e durante o desenvolvimento estdo
em equilibrio com toda a area da camara cromatografica, para garantir reprodutibilidade
nas separacgoes.

Quando a placa cromatografica estd em equilibrio com os componentes da
amostra e o espaco de gas esta saturado, designa-se por saturacao de sor¢do [84].

1.2.5.4. Influéncia da temperatura na placa

Os diferentes tamanhos e tipos de camaras, mudancgas na composicdo da fase
movel, da temperatura e humidade durante o desenvolvimento podem causar alteracfes
nas caracteristicas de retencdo dos compostos da amostra.

Normalmente em TLC o desenvolvimento é realizado a temperatura ambiente
[84].

De todas as influéncias relacionadas com o método de TLC, a temperatura tem
um efeito fraco na analise. A temperatura influéncia a estabilidade da composicao da
fase movel em contacto com a fase estacionaria. Convém salientar que, a temperatura
também depende do teor de agua presente na fase de vapor que representa um papel
importante na cromatografia de adsorcdo. Fatores dependentes da temperatura

concorrem desigualmente entre si, o que torna dificil dizer com exatiddo quais os efeitos
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da temperatura nas separagdes por TLC. Quando temos uma humidade relativa estavel,
os valores de Rf aumentam com a diminuigdo da temperatura. Podemos concluir que
quanto maior a temperatura, menor € a atividade da fase estacionaria. A diminui¢do na
viscosidade da fase mdvel, a temperaturas elevadas, aumenta a velocidade constante, o

que resulta numa maior separagdo e aumento no didmetro das manchas [85].

1.2.5.5. Influéncia da humidade na placa

A humidade relativa é definida como a quantidade de vapor a uma dada
temperatura.

Absorventes nas placas de TLC irdo ajustar-se a um equilibrio de concentracdo
do vapor de agua, que depende da humidade relativa (de 4gua saturada no ar) existente
no laboratdrio. As placas sdo aquecidas a 110°C durante aproximadamente 10 minutos
para diminuir a humidade relativa presente no sorvente da placa cromatografica
(ativacdo) e obter uma atividade mais constante.

Por isso, é importante manter as caixas das placas bem fechadas num exsicador
apos ativacao, para que nao haja adsorgdo de vapor de dgua e outros vapores presentes
na atmosfera do laboratorio. Sem estes cuidados, por exemplo, 0s vapores acidos ou
alcalinos existentes no laboratorio v&o ter influéncia na atividade do sorvente devido a
sua adsorcdo nas placas de TLC. Por isso deve-se ter cuidado com a atmosfera do
laboratério pois pode influenciar os valores de fator de retencdo da separacdo (Rf), o
limite de migracéo da frente do solvente e a seletividade onde um aumento da humidade
acarreta uma menor retencdo dos analitos durante o desenvolvimento e uma eluigédo

mais rapida [87].

1.3. Outros métodos analiticos

Existem varios métodos analiticos para a analise qualitativa e quantitativa de
compostos ativos do préopolis (por exemplo, compostos fenolicos) como, por exemplo,
TLC (cromatografia de camada fina), HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia),
LC-MS (cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa), GC-MS

(cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa) e CE (eletroforese capilar)

25



[37,90]. O HPLC e o MS, foram outros dois métodos usados neste trabalho para além
do TLC, referido anteriormente.

O HPLC, com detetor diodo-array, € bastante usado mas com grandes limitacdes
na identificacdo dos compostos devido a falta de padrbes puros e devido as limitacfes
dos espetros UV na confirmagdo do composto.

Outro método usado para analise qualitativa dos extratos referentes as manchas
de TLC isoladas € o0 MS. Os resultados deste método sdo preliminares pois, € um

trabalho analitico ainda em execucéo.

1.3.1. HPLC-DAD - Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de
Diodo-Array

No estudo dos compostos fendlicos usou-se 0 HPLC com um detetor Diodo-
Array (DAD) que permite obter a leitura de absorvancias precisas fazendo o varrimento
de um intervalo de comprimentos de onda, enquanto um pico de um dado composto esta
a passar na célula de fluxo. Assim, o detetor permite obter informacdo qualitativa para
um dado pico (espetro UV) além de uma simples identificacdo pelo tempo de retengéo
que posteriormente € comparado com os obtidos com padrfes puros. Outra vantagem
deste detetor deve-se ao facto de permitir medir a absorvancia a varios comprimentos de
onda que sdo selecionados de forma a corresponder & maior sensibilidade de medicdo
para um dado composto.

A maior dificuldade encontrada na analise de compostos fenélicos por DAD
deve-se a falta de padrdes comerciais dos compostos fendlicos glicosilados para
estabelecer uma comparacdo correta entre 0 espetro do composto a que se refere 0 pico
e 0 do padrédo puro. Considerando o aspeto visual do espetro UV € possivel estabelecer
a familia do composto fendlico a que pertence mas, a sua identificacdo s6 é possivel

através de espetrometria de massa [91,92].

1.3.2. MS - Espetrometria de massa

A espetrometria de massa (MS) € uma técnica analitica utilizada para se obter
informagdo da massa molecular e de carateristicas estruturais da amostra. Esta técnica
tem capacidades analiticas quantitativas e qualitativas de grande sensibilidade e
seletividade. Neste trabalho de aplicacdo qualitativa do MS, pretendeu-se identificar os

compostos fendlicos de um extrato de prépolis separados por TLC bidimensional.
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Resumidamente, é uma metodologia que mede a razdo massa/carga (m/z) de um
ido, a composicdo elementar de uma molécula e elucidar a estrutura quimica das
moléculas através da sua fragmentacdo. Os ifes podem ser moleculares de cargas
positivas ou negativas, adutos feitos a partir de uma combinacao de ido-molécula e iGes
de fragmentagdo. Este instrumento tem como objetivo a formacéo de ides, selecdo de
ifes de massas especificas e a detecdo de ides para contagem. Apos a detecdo, o sinal é

processado e apresentado sob a forma de espetros de massa [91,92].
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1.4. Objetivos

O objetivo principal deste trabalho é otimizar a técnica de cromatografia em

camada fina para analisar qualitativamente, usando a técnica bidimensional, os

compostos fendlicos do propolis. Como objetivos especificos podem-se considerar 0s

seguintes pontos:

v
v

Estudo polinico da amostra de propolis de Bornes;

Efetuar sobre os extratos secos de prdpolis a determinagdo dos teores em
fendis e flavonoides totais, bem como, a atividade antioxidante para a
amostra de Bornes e Lousg;

Efetuar a extracdo etandlica dos compostos fendlicos do prépolis;

Selecionar eluentes que permitam uma separacao eficiente dos compostos
extraidos do propolis por TLC bidimensional;

Otimizar a separacdo dos compostos fendlicos do prdpolis para obter placas
com separacdo representativa do prépolis analisado;

Selecionar o melhor reagente de visualizagdo das manchas obtidas da
separacgdo bidimensional do prépolis por TLC;

Determinar a atividade antimicrobiana usando extratos das manchas mais
concentradas, removidas das placas de TLC ap6s analise bidimensional da
amostra de prépolis, contra bactérias Gram-negativas (Salmonella spp. e
Escherichia coli), bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus) e leveduras (Candida albicans);

Analisar por HPLC-DAD e MS o0s compostos presentes nos extratos das

manchas obtidas da andlise bidimensional do prépolis por TLC.
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Neste capitulo apresenta-se a origem e o tratamento efetuado na preparacéo da
amostra para analisar, 0s reagentes e 0s equipamentos usados no trabalho, bem como, os

procedimentos e as condi¢des experimentais usadas na avaliacao de propolis.

2.1. Amostragem

As duas amostras de propolis utilizadas neste estudo foram recolhidas em duas
zonas diferentes de Portugal; a amostra de prépolis de Bornes foi obtida na Serra de
Bornes localizada no Norte de Portugal; a amostra de propolis de Lousa foi adquirida na
regido de Lousa localizada na Beira Litoral no Centro de Portugal (Figura 6).

A amostra de prépolis de Bornes foi utilizada em todas as andlises efetuadas
enquanto que a amostra de prépolis de Lousd foi usada s6 em alguns testes como o
desenvolvimento bidimensional nas placas de TLC e determinagdo de fendis e
flavonoides totais. Como o trabalho € extenso, optou-se por desenvolver o estudo de um
SO tipo de prépolis, sendo neste caso o de Bornes o escolhido, que servira

posteriormente como referéncia para estudos com outros tipos de propolis.
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Figura 6. Localizacdo das amostras de prdopolis no mapa de Portugal (Serra de Bornes e Serra de
Lousé&) (Fonte:http://geoapoio.files.wordpress.com/2009/04/serras5.jpg?w=197&h=300).
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O trabalho a seguir apresentado é referente a ensaios com a amostra de prépolis de

Bornes:

v aamostra original de prdpolis para a analise polinica;

v’ extrato seco de propolis purificado para testes como determinacéo de fendis e
flavonoides totais, atividade antioxidante;

v" solucdo de compostos fendlicos para aplicacdo direta na placa de TLC como,
por exemplo, para visualizagdo de manchas atraves de reagentes, tais como,
cloreto de aluminio, cloreto de ferro, Folin-Ciocalteu, DPPH (2,2- difenil-1-
picrilhidrazil) e vanilina;

v' manchas isoladas por TLC através de raspagem para tubos de ensaio
(extratos de TLC) para efetuar testes como a atividade antimicrobiana, HPLC
e MS.

A amostra de Lousd foi somente usada nos testes da determinacdo de fendis e

flavonoides totais.

2.1.1. Tratamento da amostra

A amostra original de propolis, recolhida de varias colmeias de um apiario
instalado na serra de Bornes apresentava-se no estado sélido. Na sua composicdo
encontravam-se Vvarias impurezas, tais como abelhas, pedacos de madeira, de favo,
folhas, tracas e outras inclusdes, tornando-se necessario remover fisicamente todas essas

impurezas antes da sua utilizacdo para anélise.

2.2. Analise polinica

A anélise polinica do propolis foi efetuada de acordo com o descrito por Barth et

al. (1999) [11], com algumas modificagoes.
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2.2.1.Preparacao da solucgéo de proépolis

Para a execucdo da analise polinica, foi utilizada a amostra de propolis de
Bornes limpa (ponto 2.1.1.). Para um matraz, pesaram-se 0,5 g da amostra,

adicionaram-se 15 ml de etanol absoluto e deixou-se repousar durante 24 horas.

2.2.2.Procedimento experimental

Passadas 24 horas, o preparado foi centrifugado durante 15 minutos a 2200 rpm
(Eppendorf centrifuga 5810 R, Alemanha). Ao sedimento obtido da centrifugacéo foram
adicionados 3 ml de KOH a 10% (v/v) e colocado num banho-maria tendo fervido
durante 2 minutos. A mistura foi a centrifugar durante 10 minutos a 2200 rpm e apds
lavagem com agua destilada, foi novamente a centrifugar durante 10 minutos a 2200
rpm. O sedimento permaneceu durante uma noite em 5 ml de &cido acético glacial. Esta
mistura foi centrifugada durante 17 minutos a 2000 rpm. Ao sedimento adicionaram-se
5 ml da mistura anidrido aceético e acido sulfarico (9:1) e aqueceu-se a 80°C durante 3
minutos num banho-maria. A mistura foi centrifugada durante 17 minutos a 2000 rpm.
O sedimento obtido foi lavado com &gua, centrifugou-se 10 minutos a 2200 rpm e
depois lavou-se com &gua glicerinada a 50%, centrifugou-se durante mais 15 minutos a
2000 rpm. Posteriormente, o sedimento foi preparado sobre as laminas de microscopia

em gelatina-glicerinada.

2.3. Extracgdo de compostos fendlicos

Para a extracdo dos compostos fendlicos, misturou-se metanol 1:1 a amostra
limpa obtida no ponto 2.1.1.. A mistura esteve em agitacdo durante a noite.
Posteriormente, a amostra foi filtrada (Whatman n° 4 papel de filtro). O propolis sofreu
mais duas extracGes metanolicas seguindo o mesmo procedimento. Os extratos
metanolicos combinados foram colocados no frigorifico a +5°C e, apds 12 horas,
efetuou-se nova filtragdo para remover a cera.

Do extrato metandlico de prépolis mediram-se 50 ml para um matraz
(previamente lavado com metanol, seco e pesado). Posteriormente, usou-se um

evaporador rotativo (Rotavapor Buchi RE 111 com um Buchi 461 banho-maria, 2002)

32



para evaporar o solvente a uma temperatura de 65°C. O matraz com o0 extrato foi
colocado na estufa, sendo consecutivamente pesado até ter peso constante.

Retirou-se a maior quantidade possivel do extrato de prépolis (Figura 7) existente
no baldo para um vial. Ao extrato que ficou no baldo, adicionaram-se 100 ml de éter
dietilico e 100 ml de &gua, sendo possivel visualizar duas fases (Figura 8). A amostra
foi tratada com o solvente éter dietilico para se extrair (purificar) a maior quantidade
possivel de compostos fendlicos da amostra. O sobrenadante (éter dietilico), foi
colocado num novo matraz, repetindo-se a extracdo mais trés vezes, até obter uma cor
quase transparente entre as duas fases visiveis.

Posteriormente, levou-se a secura o extrato de propolis purificado, tendo-se
também recorrido ao liofilizador (Labconco, modelo Freezone 4.5) para remocdo da

percentagem de agua, obtendo-se assim o extrato seco de propolis (Figura 9).

Figura 7. Extrato de prépolis

Figura 8. Amostra de prépolis tratada
com éter dietilico

Figura 9. Extrato seco de propolis

2.4. Determinacao de compostos fendlicos totais

Na determinacdo de fendis totais foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu de
acordo com o descrito por Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventos, (1999) [93].
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2.4.1.Preparacao da solucdo de propolis

A solucédo de propolis foi obtida (referido no item 2.3.) medindo cerca de 0,2 g
de extrato seco de propolis (referido no item 2.3.) que foram dissolvidos num bal&o de
25 ml. Deste preparado retirou-se 1 ml para outro baldo de 25 ml e aferiu-se com agua

desionizada.

2.4.2. Andlise de fendis totais

Na analise, dos fendis totais do prdpolis (andlise efetuada em triplicado)
misturou-se 0,5 ml da solucdo preparada anteriormente, 2,5 ml do reagente Folin-
Ciocalteu a 10%, e 2 ml de carbonato de sodio a 75 g/L.

A solucdo resultante ficou a repousar durante 2 horas a temperatura ambiente, e
foi medida a sua absorvancia a 760 nm.

2.4.3.Determinacdo da curva padrao

Para a determinacdo da curva de calibracdo para anélise dos fendis totais, 0
composto padrdo utilizado foi o acido galico (AG). A solucdo mée foi preparada por
pesagem de 0,1 g de acido galico e dissolvidos em 100 ml de agua desionizada.

As concentragOes usadas foram obtidas por medig&o dos volumes 0,5, 0,6, 0,75,
1, 2, 3 e 4 ml da solucdo mde em baldes de 25 ml, que foram aferidos com agua
desionizada.

O branco foi preparado com 0,5 ml de agua desionizada e os reagentes (2,5 ml
de Folin-Ciocalteu mais 2 ml de carbonato de sodio). Apds decorridas 2 horas, foram
efetuadas as leituras a 760 nm.

2.5. Determinacéo de flavonoides totais

Na determinacdo de flavonoides totais usou-se o método de Woisky & Salatino
(1998) [94].
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2.5.1.Preparacao da solugdo de prépolis

A preparacao da solucdo de propolis desta metodologia foi efetuada conforme o

descrito na segdo 2.4.1..

2.5.2. Analise de flavonoides totais

A andlise dos flavonoides totais nas amostras de prépolis foi feita por mistura
de, 2,5 ml da solucéo de propolis, com 2,5 ml de AlICI; a 2% (esta solucdo foi efetuada
em triplicado).

A solucdo obtida ficou em repouso durante 1 hora, a temperatura ambiente, e de

seguida mediu-se a sua absorvancia a 420 nm.

2.5.3.Determinacgéo da curva padréao

Na determinacdo da curva de calibragdo para anélise dos flavonoides totais usou-
se como composto padréo a quercetina (Q). Para a preparacdo da solugcdo mée, pesaram-
se 0,1 g de quercetina para um baldo de 100 ml que foi aferido com etanol.

As concentracOes utilizadas foram obtidas por medicédo dos volumes 0,1 ml para
um baldo de 100 ml, 0,1 e 0,2 ml num baldo de 50 mi, 0,2, 0,4, 0,5, 0,75 e 1 ml para
balGes de 25 ml e 1 ml para um baldo de 20 ml. Todos os baldes volumétricos foram
aferidos com etanol.

O branco foi preparado com 2,5 ml de etanol e 2,5 ml do reagente AICI; (cloreto

de aluminio). Ao fim de 1 hora foram efetuadas as leituras a 420 nm.

2.6. Atividade antioxidante
A atividade antioxidante foi determinada pelo: método do poder redutor de

acordo com o descrito por Berker et al. (2007) [95]; efeito bloqueador dos radicais
livres (DPPH) de acordo com Hatano et al. (1988) [96].
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2.6.1.Poder redutor

2.6.1.1. Preparacao da solucdo de propolis

Para analisar o poder redutor, preparou-se uma solucdo mae de prépolis pesando
0,2 g do extrato seco de propolis (item 2.3.), para um baldo de 25 ml que foi aferido
com etanol.

Antes da realizacdo da analise do poder redutor foram preparadas diferentes
concentracdes por medicdo de diferentes volumes da solugdo mée de propolis: 0,15, 0,2
e 0,3 ml para baldes de 50 ml; 0,25, 0,3 e 0,6 ml para bal6es de 25 ml; 0,4, 0,5, 0,6 ml
para baldes de 10 ml. Todas as solucGes foram aferidas com etanol.

2.6.1.2. Analise do poder redutor

Para avaliar o poder redutor das amostras de propolis, mediu-se 1 ml de cada
solucdo para tubos de ensaio, adicionando-se, posteriormente, 2,5 ml do tampéo de
fosfato de sodio a 0,2 M (pH 6,6) e 25 ml de ferrocianeto de potassio a 1%.
Seguidamente colocaram-se os tubos de ensaio em banho-maria a 50°C, durante 20
minutos. Apos arrefecimento a temperatura ambiente, acrescentou-se 2,5 ml de TCA
(&cido tricloroacético) a 10%, e agitou-se vigorosamente (vortex). Foram retirados 2,5
ml do sobrenadante para novos tubos de ensaio onde se adicionou 2,5 ml de agua
desionizada e 0,5 ml de cloreto de ferro a 0,1%. Os tubos de ensaio foram agitados no
vortex e, apds repouso durante 2 minutos, as absorvancias das solucbes foram medidas a
700 nm. A concentracdo de propolis correspondente a 0,5 de absorvancia (ECsg), foi
calculada a partir do grafico das absorvancias obtidas em funcdo das concentracGes do

extrato na solucéo.

2.6.2.DPPH

2.6.2.1. Preparacédo do extrato

A preparagédo do extrato desta metodologia foi efetuado conforme o descrito na

secdo 2.6.1.1..
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2.6.2.2. Analise do DPPH

Na avaliacdo do poder redutor pela metodologia do DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), utilizaram-se as mesmas concentracdes de extratos usado na metodologia
anterior. Neste ensaio transferiram-se 0,3 ml das solugdes anteriores de extrato de
prépolis para tubos de ensaio e 2,7 ml do reagente DPPH. Os tubos de ensaio foram
agitados vigorosamente no vortex, posteriormente a solucao ficou a repousar durante 60
minutos no escuro. Ao fim deste tempo mediu-se a absorvancia das solu¢des a 517 nm.

O efeito blogueador do DPPH foi calculado pela percentagem de descoloragéo
do DPPH usando a seguinte equacao:

% Efeito bloqueador = [(ApppH - As)/Apppr] X 100, equacdo 1
sendo, As a absorvancia da solugdo quando o extrato da amostra foi adicionado a um
nivel especifico, e Apppn, @ absorvancia da solucdo de DPPH. A concentracdo do extrato
que proporciona uma inibicdo de 50% (ECs) foi calculada a partir do gréfico do efeito

da percentagem de eliminacdo em funcéo da concentracdo de extrato na solucéo.

2.7. Preparacao das placas de TLC

As placas novas de TLC foram colocadas na camara cromatografica com
metanol, deixando o solvente subir até ficar a uma distancia de 1 cm do cimo da placa
de TLC para as lavar. Para ativar as placas de TLC usadas nas analises colocaram-se
cada uma delas na estufa a uma temperatura de 110°C durante 10 minutos.

A solucdo de compostos fendlicos do propolis (Figura 10) foi preparada a partir
do extrato seco de prépolis obtido no ponto 2.3., por medicao de 0,2-0,5 g em 10 ml de

etanol.

g
-

Figura 10. Solugdo de compostos fendlicos do prépolis.
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Nas placas de TLC ativas colocou-se um volume de 30 pL de amostra a uma
distancia de 2 cm de cada extremidade da placa, com o auxilio de uma microseringa
(Figura 11).

Figura 11. Placas de TLC e microseringa.

Para a realizacdo da corrida nas duas dimensGes (analise bidimensional), foi
necessario testar diferentes eluentes, para verificar qual o mais adequado na separagéo
dos compostos presentes na amostra. Dos eluentes testados 0s que apresentaram
melhores resultados de separagdo bidimensional foram: 1D (cloroférmio, metanol, acido
férmico (88;7;5 v/v)) e 2D (n-hexano, acetato de etilo, acido acético (62; 28;10 v/v));
1D (Tolueno, acetato de etilo, metanol (85;10;5 v/v)) e 2D (metanol, acetato de etilo
(1;9 viv)).

O eluente (1D) foi preparado no momento das analises e com um volume total
que permitisse ter 1 cm de altura na cdmara cromatografica. Depois de 15-30 minutos
de repouso para garantir o equilibrio da atmosfera gasosa na camara, as placas de TLC
com a amostra foram colocadas na camara cromatografica. A analise era dada por
terminada quando a frente do solvente estava préximo de 1 cm da extremidade superior
da placa. Estas sdo depois retiradas da camara e secas na estufa. De seguida, apos
lavagem e secagem da camara, colocou-se o eluente relativo a 2D, seguindo 0 mesmo

procedimento da 1D (Figura 12).

B

Figura 12. Sequéncia da analise bidimensional.
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As placas foram observadas a luz ultravioleta a um comprimento de onda de 254
nm (Figura 13).

Figura 13. Luz ultravioleta.

2.8. Visualizacdo dos compostos fenolicos na placa de TLC

Os reagentes foram aplicados na placa de TLC ap6s a analise cromatogréfica,
usando um pulverizador, para que as manchas dos compostos fendlicos adquirissem
coloracdo e pudessem ser visiveis a luz UV ou entdo emitissem fluorescéncia.

Os reagentes usados neste trabalho foram: cloreto de aluminio, cloreto de ferro,
Folin-Ciocalteu, DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazil) e vanilina.

2.8.1.Reagente de cloreto de aluminio

Preparou-se o cloreto de aluminio pesando 2 g num frasco com tampa e
adicionando 100 ml de metanol. A solugdo depois de colocada num fraco com
pulverizador foi utilizada na pulverizacdo das placas de TLC. Ap6s pulverizacdo as

placas foram colocadas na estufa para evaporar o solvente.

2.8.2.Reagente de cloreto de ferro

Preparou-se uma solugéo de cloreto de ferro a 2% em etanol (2 g de FeCl; em
100 ml de etanol). Esta solugédo foi colocada num frasco com pulverizador para
posteriormente ser aplicada numa placa de TLC. Apoés aplicacdo, a placa de TLC foi

colocada numa estufa para secar.
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2.8.3.Reagente Folin-Ciocalteu

A aplicacdo do reagente Folin-Ciocalteu exigiu um passo preparatorio da placa
de TLC. Primeiro preparou-se a solucéo de carbonato de sédio a 2% (w/v) diluida em
agua, que foi usada para pulverizar a placa de TLC ap6s a analise cromatogréfica. A
placa foi colocada numa estufa para evaporar o solvente. Posteriormente aplicou-se a
solucdo 1:10 de Folin-Ciocalteu diluida em agua, por pulverizacdo. Seguidamente a

placa foi colocada na estufa.

2.8.4.Reagente DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazil)

Na preparacao da solucdo do reagente DPPH pesou-se 25 mg de DPPH para um
baldo de 50 ml que se aferiu com o solvente acetona. A placa de TLC foi pulverizada

com esta solucdo e colocada na estufa para evaporacdo do solvente.

2.8.5.Reagente de vanilina

O reagente de vanilina foi preparado com 250 mg diluidos em 100 ml de etanol e
2,5 ml de &cido sulfurico (reagente adicionado cuidadosamente). Posteriormente, a
placa de TLC foi pulverizada e colocada na estufa a 80°C para secagem durante 5-10

minutos.

2.9. Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade do prépolis contra as bactérias (Gram-negativas e
positivas) e a levedura, baseou-se no método de micro-diluicdo em microplacas
(Cordeiro, 2004) [97].

2.9.1.Preparacédo do extrato de TLC

Para a analise da atividade antimicrobiana, o extrato foi preparado consoante o
descrito no item 2.7.. Os extratos de TLC (raspagem das manchas) foram colocados em
tubos de ensaio identificados com tampa e guardados no congelador. Foram
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selecionados os tubos de ensaio que continham uma maior quantidade de compostos
fendlicos separados por TLC e colocou-se 2 ml de metanol. Posteriormente levaram-se
ao vortex, e com o auxilio de uma seringa+filtro (filtro descartavel de nylon 0,2 um da
whatman), colocou-se a solu¢do num vial também identificado, e deixou-se a evaporar
na hote. Ap6s a evaporagdo do metanol, levou-se ao liofilizador para evaporar alguma
agua presente no extrato de TLC seco.

2.9.2. Microrganismos e condicdes de Cultura

Os microrganismos utilizados nos ensaios foram isolados e identificados no
laboratdrio de Microbiologia da Escola Superior Agréria de Braganca.

Foram utilizadas bactérias gram-negativas (Escherichia coli ESA 152 e
Salmonella spp. ESA 162), gram-positivas, (Staphylococus aureus ESA 25 e Bacillus
cereus ESA 32) e ainda uma levedura (Candida albicans ESA 65). Os microrganismos
estavam congelados a -80°C, para os reativar utilizou-se a técnica de estriamento em
placa com o meio de agar nutritivo (AN) para as bactérias e meio sélido YNB (Yeast
Nitrogen Base) para a levedura. Seguidamente levaram-se a incubar a temperatura de
37°C para as bactérias e a 25°C para a levedura, numa estufa durante 24 horas e 48
horas, respetivamente.

Posteriormente, os microrganismos foram transferidos para erlenmayer com o
auxilio de uma ansa. Os erlenmayer que continham as bactérias foram colocados numa
incubadora orbital (Stuart, modelo SI500) a temperatura de 37°C, enquanto que o
Erlenmayer contendo a levedura foi colocado numa incubadora orbital (Stuart, modelo

S50, 2002) a temperatura de 25°C. Permaneceram durante 24 horas na incubadora.

2.9.3. Analise da atividade antimicrobiana

O parémetro utilizado para determinar os efeitos inibidores nos microrganismos
pelo propolis foi a concentragdo minima inibitéria (CMI): concentragdo acima da qual
ndo hé& crescimento visivel.

Para a analise antimicrobiana pesou-se o0 vial com o extrato de TLC seco obtido
anteriormente e adicionaram-se 2,3 ml de dimetil sulfoxido (DMSO).

Nas microplacas estereis (96 pocos), foram colocados 200 pL de amostra
(concentracdo conhecida) nos pogos da coluna 1, nos pogos 2 a 8, 11 e 12 colocaram-se

100 pL de meio (caldo nutritivo) e nos pogos 9 e 10, 200 pL de meio.
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De seguida, efetuaram-se dilui¢Bes sucessivas dos pogos da coluna 1 até aos
pocos da coluna 8 (volume de 100 pL), de modo a obter uma concentragdo decrescente
do extrato da amostra. Em seguida adicionaram-se 20 pL de cada um dos
microrganismos em estudo a todos os pocgos exceto nos das colunas 1, 9 e 10.
Posteriormente, as placas foram seladas com um filme respiravel (sealing film e BF-
400-S) e incubadas durante 48 horas a 25°C. Ao fim das 48 horas colocou-se em todos
0S pocos exceto na primeira coluna, 20 YL de cloreto de trifenil tetrazolium (TTC). As
microplacas foram re-incubadas por mais 4 horas a mesma temperatura e, por fim,
observou-se visualmente a mudanca de cor. Este procedimento foi efetuado em
duplicado para cada microrganismo.

A concentracdo minima inibitéria (CMI) define-se como a concentracdo de
extrato minima capaz de impedir o crescimento do microrganismo e consequentemente,

0 aparecimento de coloracao rosa.

Na Tabela 2 apresentam-se as diferentes concentracdes de prépolis utilizadas

neste trabalho.

Tabela 2. Concentracdo (mg/mL) das amostras utilizadas para a analise da atividade
antimicrobiana.

Pocos (mg/mL)
Amostras
2 3 4 5 6 7 8
(manchas)
A2 11 0,55 0,275 0,1375 0,06875 0,0344 0,0172 0,00859
A3 1 0,5 0,25 0,125  0,0625 0,0313 0,0156  0,0078
A5 0,7 0,35 0,175 0,0875 0,044 0,0219 0,011 0,0055
Al0 0,9 0,45 0,225 0,125 0,056 0,028 0,0141 0,007

All 2285 11,425 57125 2,856 1,428 0,714 0,357 0,1785
Al2 1595 7,975 39875 1,994 0,997 0,498 0,249 0,1246

Al3 3,1 1,55 0,775 03875 01938 0,0969 0,0484  0,0242
Al5 1,2 0,6 0,3 0,15 0,075 0,0375 0,019 0,009
A20 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125
A24 11 0,55 0,275 0,1375 0,069 0,034 0,017 0,0086
A25 1 0,5 0,25 0,125  0,0625 0,03 0,016 0,008
A26 0,6 0,3 0,15 0,075  0,0375 0,01875 0,009 0,0047
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2.10. HPLC

2.10.1. Preparacao da solucéo dos extratos de TLC

Para analisar o propolis por HPLC, foi necessario efetuar o procedimento
descrito no ponto 2.7.. Os extratos de TLC (raspagem das manchas) presentes nos tubos
de ensaio com tampa foram dissolvidos com 0,3 ml do solvente acetonitrilo (ACN) e,
ap6s homogeneizagdo no vortex, a solugdo foi filtrada (seringa+filtro descartavel de

nylon 0,2 um da whatman) para um vial identificado.

2.10.2. Analise por HPLC

Na andlise de solugdes por HPLC usou-se a elui¢do por gradiente por mistura de
dois eluentes: acetonitrilo puro (A) e a solucdo aquosa de acido férmico a 0,1% (B).

O gradiente utilizado foi: 10% do eluente A (90% do eluente B) no inicio da
corrida; aos 5 minutos, 15% de A (85% de B); aos 10 minutos, 25% de A (75% de B);
aos 20 minutos, 38% de A (62% de B); ao fim de 30 minutos o gradiente estabiliza
sendo 50% dos dois eluentes; até aos 40 minutos mantem-se a mistura de 50% de cada
um dos eluentes; dos 50 até 55 minutos, a mistura tem a composicdo inicial de corrida

cromatogréfica (10% de A).

2.10.3. Equipamento de HPLC

As andlises foram efetuadas num sistema cromatogréafico constituido por: bomba
terndria Varian, modelo 9010 (fluxo de 0,5 ml/min); injetor Rheodyne (quantidade
injetada de 10 pl) e detetor Varian, modelo Prostart 330 Photodiode Array detector
(varrimento de comprimentos de onda entre 190-340 nm). Na separacdo cromatografica
usou-se uma coluna do tipo Kromasil Cig 5 pm (150 mm x 4,6 mm), da Supelco. Na
aquisicdo e tratamento dos dados utilizou-se o software Star Chromatography
Workstation, version 6.41. Os dados espectrais de todos os picos foram obtidos na gama

190-400 nm, sendo os cromatogramas adquiridos e analisados a 280 nm.

43



2.11. MS

2.11.1. Preparacao do extrato

Para a andlise com MS, tal como para a analise por HPLC, prepararam-se
extratos das manchas presentes na placa de TLC referentes a separagdo de compostos
fendlicos da amostra de prépolis (descrito no ponto 2.7.). A extracdo dos compostos
presentes na silica gel referente a cada mancha presente na placa de TLC foi diferente.
A extracdo foi feita com 3 ml de mistura de 50% de metanol e 50% de acetato de etilo, e
em triplicado. Apds centrifugacdo, para se obter boa separacdo entre 0 solvente e a
silica, o extrato foi levado a secura em speed-vacum. Para efetuar a andlise no
espectrometro de massa, 0 extrato seco obtido foi redissolvido em metanol. O
procedimento foi repetido para cada mancha identificada e removida referente a

separacao dos compostos fendlicos do extrato de prépolis analisado por TLC.

2.11.2. Andlise por MS e equipamento

Os extratos metanolicos obtidos das extraces a silica gel de cada mancha
removida da placa de TLC foram injetados diretamente na fonte de ESI por meio de
uma seringa com bomba a uma taxa de fluxo de 8 pl/min. As anélises ESI-MS foram
realizadas no modo de ido negativo dentro da gama de m/z 50-1000, utilizando um
Espectrometro de Massa LXQ (ThermoFinnigan, San Jose, CA, EUA) com um
analisador de armadilha de ides Linear (“Linear Ion Trap”) e equipado com software
Xcalibur (ThermoFinnigan, San Jose, CA, EUA). As condicfes analiticas usadas na
fonte ESI foram: gas de azoto a 30 psi, tensdo de pulverizacdo a 4,7 kV, temperatura de
capilar a 275 C, tensdo capilar a 37,0 V e tensdo de tubo de lentes a 81,89 V.
Experiéncias usando CID-MS/MS e MS" foram realizadas em ides percursores de massa
selecionada usando uma configuracdo de isolamento e de excitagdo padrdo. O
varrimento completo MS para a aquisi¢do de dados foi realizada a partir de m/z 100 até
m/z 1000.
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O trabalho desenvolvido teve como principal objetivo: contribuir para a
caraterizag¢do quimica e bioldgica do prépolis de Bornes. De seguida apresentam-se 0s
resultados obtidos.

3.1. Analise polinica

Os resultados da analise do perfil de pdlen do prépolis permitem determinar a
sua origem floral. A andlise consiste na identificacdo e contagem do polen presente na
amostra por observacdo ao microscépico. Para isso, é necessario fazer uma série de
passos. Em primeiro lugar é necessario proceder a uma separacao simples de resinas e
ceras do propolis. Este procedimento foi realizado com etanol, tratando-se de um
método pouco agressivo, uma vez que a Seguir a amostra é submetida a mistura de
acetolise para a eliminacdo dos detritos organicos. Para se obter uma razoavel
concentracdo de grdos de pdlen, é essencial o uso de KOH a quente antes da acetdlise,
uma vez que facilita a solubilizacdo da celulose e hemicelulose tornando o sedimento
final reduzido [11].

Os tipos de polen identificados e a sua frequéncia na amostra de prépolis de
Bornes, estdo representados na Figura 14.

45% - S
40% -
35% - S
30% -
25% -
20% -
15% -

| M M
10% - _ u M M
5% -
o | N e e

Erica Castanea  Trypholium Echium Cistus Lavandula

Espetro polinico (%0)

Espécies de pélen

Figura 14. Caraterizacdo polinica da amostra de propolis de Bornes.

Classes de frequéncia: D- pdlen dominante (> 45% de grdos de pdlen); S- pdlen
secundario (16%-45%); M- pdlen minoritério (3%-15%).
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Da analise da Figura 14, verifica-se que a amostra de propolis de Bornes ndo
apresenta carateristicas tipicas de um produto com perfil polinico monofloral, pois ndo
apresenta uma percentagem de frequéncia superior a 45% em qualquer um dos tipos de
polen identificados.

A maioria dos polens identificados, foram polens minoritarios (M, entre 3 e
15%), ndo deixando por isso de ser menos importante pois, na maioria dos casos, trata-
se de plantas que produzem pouco polen (entomofilas) [11].

Comparando estes resultados com os obtidos por Moreira et al. (2008) [98], o
tipo de polen predominante foi diferente, pois neste trabalho o pélen predominante foi o
de Erica sp. (41%), enquanto que, no trabalho de Moreira et al (2008) [98] foi a
Castanea sp.(45%). Esta diferenca poder-se-a4 dever ao local de colheita da amostra.
Apesar de ambas serem provenientes de Bornes foram fornecidas por apicultores
diferentes. Convém salientar que a origem botéanica do propolis é variavel dependendo
da origem botanica e geogréfica, do clima, das técnicas de colheita e da espécie da
abelha [17].

3.2. Determinacdo de compostos fenolicos totais

Para quantificar os grupos hidroxilo fendlicos presentes na amostra de propolis,
recorreu-se ao método do reagente Folin-Ciocalteu e acido galico. Este método baseia-
se numa reacdo de 6xido-reducdo, no qual o ido fenolato é oxidado em meio alcalino,
enquanto reduz o complexo fosfotingstico-fosfomolibdico no reagente que origina uma
solucéo azul que absorve a 760 nm [10].

Para a determinacdo do teor em compostos fendlicos totais, utilizou-se acido
galico (AG) como padrdo para calibrar o espetrofotdémetro quando foi analisada a
amostra de prépolis de Bornes (R?*= 0,9915) e, no dia seguinte, a amostra de propolis de
Lousa (R®= 0,9945), estando as retas de calibracéo obtidas representadas na Figura 15.
Os valores de limite de detecdo (LD) e quantificacdo (LQ) calculados com os
parametros da regressao linear obtidos da analise a amostra de prépolis de Bornes foram
de 12 e 38 mg/L, respetivamente e os valores obtidos a partir da calibragdo efetuada
para a analise da amostra de prépolis de Louséa foram de 15 e 46 mg/L para LD e LQ,

respetivamente.
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Figura 15. Reta de calibragdo dos compostos fendélicos totais para as amostras de prépolis de
Bornes e Lousa.

A partir das solugdes de propolis diluidas para analise obtiveram-se concentracoes
de fenois totais de 91,5 + 0,7 mg/L (287 mg AG/g de extrato) e de 117 + 2 mg/L (371
mg AG/g de extrato) para as amostras de Bornes e Lousa, respetivamente. Os resultados
mostraram precisdes aceitaveis pois 0s sr% (desvio padrdo relativo) foram inferiores a
2%. Estes resultados mostram que 28,7% e 37,1% do extrato de prdpolis seco da
amostra de Bornes e Lousd, respetivamente, sdo de compostos fendlicos.

A variacdo nos resultados relativamente a composicdo em compostos fenélicos
para as duas amostras de propolis, pode estar relacionada com a origem da amostra e
com a época em que a resina foi recolhida pelas abelhas para a producéo do prépolis
[1,5].

Estes resultados diferem dos obtidos por Moreira et al. (2008) [98], em que o
valor em teor de compostos fendlicos totais do propolis de Bornes foi maior (329 mg/g)
que o obtido neste trabalho. Uma possivel explicacdo para tal facto, pode ser devido a
diferente origem boténica das duas amostras.

Dias et al. (2012) [17], obtiveram para amostras de prdpolis portugués
(Mirandela, Mogadouro, Nogueira, Vinhais), valores mais baixos de compostos
fenolicos totais (entre 11 e 28%), comparativamente com os determinados neste
trabalho.

As percentagens obtidas para os compostos fendlicos para as amostras de extrato
seco de prépolis estudadas, encontram-se dentro do limite maximo verificado em

amostras de prépolis brasileiro [3].
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3.3. Determinagéo de flavonoides totais

Na determinacdo de flavonoides totais, 0 método utilizado baseia-se na
propriedade do catido aluminio para formar complexos estaveis com o hidroxilo dos
flavonoides, formando um complexo de cor amarela [10,58]. Este permite determinar a
quantidade de flavonoides presentes na amostra evitando-se a interferéncia de outras
classes de substancias fendlicas, sobretudo os acidos fendlicos [10].

O teor em flavonoides totais foi determinado utilizando quercetina (Q) como
padrdo para calibrar o espetro fotométrico quando foi analisada a amostra de prépolis de
Bornes (R*= 0,9963) e, um dia diferente, a amostra de propolis de Lousa (R*= 0,9947),
estando as retas de calibracdo obtidas representadas na Figura 16. Os valores de LD e
LQ calculados com os parametros da regressdo linear obtidos da analise a amostra de
propolis de Bornes foram de 2,98 e 9,03 mg/L, respetivamente. Valores proximos foram
também obtidos a partir da calibracdo efetuada para a anélise da amostra de propolis de

Lousd 3,77 e 11,4 mg/L para LD e LQ, respetivamente.

1,6 -
'g 1,4 - Prépolis de Bornes
o 1,2 -
S 10 - y = 0,032 (+ 0,001)x - 0,04 (+ 0,03)
s R? = 0,0963
S 08 -
<§ 0,6 1 Prépolis de Lousa
o _
£ y = 0,032 (= 0,001)x - 0,13 (= 0,04)
< 02 R? = 0,947

0,0 : : : : .

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0

Concentracdo (mg/L)

Figura 16. Reta de calibracdo dos compostos de flavonoides totais para as amostras de
préopolis de Bornes e Lousa.

Na analise das solugdes de propolis diluidas obtiveram-se concentracBes de
compostos de flavonoides totais de 23,4 = 0,8 mg/L (74 mg Q/g de extrato) e de 32,9 £
0,1 mg/L (103 mg Q/g de extrato) para as amostras de Bornes e Lousd, respetivamente.
Os resultados para a determinacdo dos compostos de flavonoides totais para o extrato

seco da amostra de Bornes e Lousd mostraram precisdes razoaveis, pois 0 sr% foi
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inferior a 4%. A percentagem do teor em flavonoides totais do extrato seco da amostra
de Bornes e Lousa foi de 7,4% e 10,3%, respetivamente.

Mais uma vez verifica-se que o fator fitogeografico pode estar na origem dos
resultados obtidos nas duas amostras [1,5].

Os resultados deste estudo sugerem que a amostra de propolis de Lousa
apresenta um teor em compostos de flavonoides totais superior a amostra de prépolis de
Bornes.

Dias et al. (2012) [17] em amostras de prépolis portugués (Mirandela,
Mogadouro, Nogueira, Vinhais) obtiveram resultados de flavonoides totais
compreendidos entre 3 a 12%, valores nos quais se enquadram os obtidos neste
trabalho.

A percentagem em compostos flavonoides totais presentes nas amostras
analisadas, foram superiores aos obtidos em amostras de prépolis brasileiras. Convém
no entanto salientar, que a amostra ndo sofreu 0 mesmo tipo de tratamento e a

composicao quimica das amostras de propolis do Brasil e de Portugal sdo distintas [3].

3.4. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante consiste em atrasar ou inibir a oxidagdo de lipidos ou
de outras moléculas, impedindo o desenvolvimento das reacGes em cadeia da oxidacao

[99]. O célculo desta baseia-se em duas metodologias: poder redutor e DPPH.

3.4.1.Poder redutor

No poder redutor, temos a presenca de antioxidantes que provocam a reducao do
complexo Fe**/Ferricianeto a uma forma ferrosa (Fe?*), resultando num complexo azul
[14,100]. As solucdes preparadas da amostra de prépolis para a analise do poder
redutor, com concentracdes a variar entre 0,024 e 0,48 mg/mL de extrato de prépolis de
Bornes, apresentam uma coloracdo amarela que muda para verde-azulado consoante o
poder redutor das solugdes testadas.

A relacdo entre as concentragdes e o sinal de absorvancia da a indicacdo do

poder redutor. Na Figura 17 mostra-se a relacdo obtida para a amostra de propolis de
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Bornes onde se visualiza uma relagdo linear direta entre a absorvancia e o aumento da

concentra¢do em extrato de propolis de Bornes.
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0,4 -
0,3 -
0,2
0,1 - Propolis de Bornes

O T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentragao (mg/mL)

Absorvancia (700nm)

Figura 17. Poder redutor do extrato seco da amostra de prépolis de Bornes.

Da andlise desta relacdo referente ao poder redutor para o extrato de prépolis de
Bornes, o valor de ECsy (concentracdo minima necesséaria para fornecer 50% de
atividade antioxidante) foi de 0,33 £ 0,02 mg/mL.

O resultado obtido neste estudo é bastante diferente do obtido por Moreira et al.
(2008) [98], que indica um ECsy de 0,009 + 0,001 mg/mL para o prépolis de Bornes.
Esta situagdo poder-se-a dever ao facto da amostra de propolis neste trabalho ter sofrido
uma purificacdo, com base numa extracdo liquida-liquido usando o éter dietilico, ou

ainda devido a sua diferente origem botanica das duas amostras.

3.4.2.DPPH

Neste trabalho, o radical DPPH é usado para se avaliar a capacidade bloqueadora
de compostos presentes num extrato de propolis.

O radical livre DPPH é um cromoéforo extremamente estavel que absorve a 517
nm e apresenta uma coloracdo violeta intensa. Consoante o DPPH vai sendo reduzido a
forma de hidrazina por um composto quimico antioxidante, o seu eletrdo emparelha-se,
0 que resulta numa diminuicéo da cor para amarelo claro [20]. Na Figura 18 mostram-se
os resultados obtidos da reagdo do DPPH, ao nivel do efeito bloqueador, com niveis

crescentes de extrato de prépolis de Bornes.
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Figura 18. Efeito blogueador do DPPH do extrato seco da amostra de propolis de Bornes.

A concentracdo de extrato seco de prépolis a que equivale 50% de inibicéo,
calculou-se a partir da percentagem do efeito bloqueador em funcéo da concentracdo de
extrato [101].

O valor de ECs indica a concentragdo que elimina 50% dos radicais livres, o
que significa que quanto maior o consumo de DPPH pelo extrato de propolis (amostra),
menor serd a concentracdo de ECso e maior atividade antioxidante do extrato de propolis
[14,102,103]. O valor calculado de ECs, para o0 extrato seco de préopolis de Bornes foi
de 0,072 + 0,003 mg/mL.

Mais uma vez o resultado obtido neste estudo tem uma diferenca acentuada
comparativamente com o valor obtido por Moreira et al. (2008) [98], de 0,006 + 0,003
mg/mL.

Miguel et al. (2010) [23], em propolis do Algarve obtiveram valores mais baixos
de DPPH, os quais variaram entre 0,027 e 0,031 mg/mL dependendo da época de

colheita da resina pela abelha (Inverno e Verdo, respetivamente).

Os resultados obtidos para a determinacdo de compostos fenodlicos e flavonoides

totais, assim como para a atividade antioxidante estdo sumariados na Tabela 3.
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Tabela 3. Valores determinados para os fenois, flavonoides totais e a atividade
antioxidante para o propolis de Bornes e Lousa.

Atividade o
, ) o Atividade
Amostras Fenois Flavonoides antioxidante o
) ] ] antioxidante
de propolis totais totais (poder redutor,
(DPPH, ECsp)
ECso)
Bornes 915+0,7 23408 0,33+ 0,02 0,072 £ 0,003
(mg/L) (mg/L) (mg/mL) (mg/mL)
Lousi 117+ 2 329+0,1 . B}
(mg/L) (mg/L)

Da andlise da Tabela 3 pode-se verificar que a amostra de propolis de Bornes
apresenta um teor em compostos fendlicos totais muito menor comparativamente a
amostra de propolis de Lousa. Relativamente aos compostos de flavonoides totais a
diferenca entre as duas amostras ndo foi muito significativa. Das duas amostras de
propolis, foi a de Lousd que apresentou uma quantidade maior tanto de compostos
fendlicos totais como de flavonoides totais, o que pode ser explicado pela sua
proveniéncia.

Zheng e Wang (2001) [99] observaram uma correlagdo positiva entre a
atividade antioxidante e os compostos fenolicos totais para ervas medicinais e
aromaticas, de 0,92 e 0,986, respetivamente.

Carpes (2008) [104], demonstrou uma correlacdo entre os dois parametros
apresentando um coeficiente de correlacdo de 0,73 e 0,78 para o extrato etanolico de
pblen do Parand e Alagoas, respetivamente. Também Leja (2007) [105], verificou uma
correlacdo positiva de 0,61 entre fenilpropanoides (compostos fendlicos) e a atividade
antioxidante para o pélen de abelha.

Amostras de propolis da Transilvania também evidenciaram uma relacdo linear
entre a atividade antioxidante (DPPH) e o teor em compostos fendlicos totais
(polifendis), apresentando um valor de coeficiente de correlacdo de 0,84 [26].
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3.5. Preparacéo das placas de TLC

No que respeita aos eluentes testados para a separagdo dos compostos fendlicos
na placa de TLC, observou-se que a eluicdo bidimensional que apresentou melhores
resultados foi: para a primeira dimenséo, cloroférmio, metanol, &cido férmico (88; 7; 5
v/v) e para a segunda dimensdo, n-hexano, acetato de etilo, acido acético (62; 28; 10
VIV).

Com a utilizacdo destes eluentes, foi possivel separar 26 manchas, com tamanhos
diferentes e localizadas ao longo de toda a area da placa de TLC, como se pode observar
na Figura 19. Algumas das manchas observaveis podem ser misturas de compostos.

Figura 19. Separacdo de compostos fenélicos na placa de TLC.

3.6. Visualizacao dos compostos fenolicos na placa de TLC

Nas placas de TLC obtiveram-se 26 manchas separadas, cuja composicao se
pretende caraterizar. Com recurso, numa fase inicial, a técnicas de visualizacdo usando
reagentes quimicos. Esta consiste em saber se na sua composicdo se encontram
presentes compostos fendlicos, recorrendo-se a reagentes que reagem com estes
compostos formando cores visiveis a olho nu ou na luz UV:

v’ Reagente de cloreto de aluminio;

v" Reagente de cloreto de ferro;

v" Reagente Folin-Ciocalteu;

v’ Reagente DPPH;

v' Reagente de vanilina.
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3.6.1.Reagente de cloreto de aluminio

O reagente cloreto de aluminio quando aplicado na placa de TLC por
pulverizacdo e na presenca de compostos fenolicos forma manchas amarelas
fluorescentes quando submetida a luz UV (365 nm), como podemos visualizar na Figura
20.

Da andlise da Figura 20 verifica-se que nem todas as manchas apresentam
fluorescéncia amarela, o que significa que algumas manchas podem ter menor
quantidade de compostos fendlicos. Pelo contrério as manchas que apresentam uma
fluorescéncia amarela mais intensa que outras, pode estar relacionado com a elevada
quantidade de compostos fendlicos que cada mancha contém, assim como o tamanho da

mancha em questéo.

—

Figura 20. Resultado da pulverizacdo da placa de TLC com o reagente cloreto de aluminio.

3.6.2.Reagente de cloreto de ferro

Os compostos fendlicos da amostra presentes nas manchas da placa de TLC véo
reagir com o cloreto de ferro e formar uma cor azul-violeta, como se pode verificar na
Figura 21.

Observando a Figura 21 verificamos que existem manchas azuladas e outras
violetas, num fundo amarelo-alaranjado. Tal facto pode estar relacionado com a
guantidade de compostos fendlicos presentes nas diferentes manchas, a espécie de
familia de compostos fendlicos presentes nas diferentes manchas e com a quantidade de

reagente pulverizado que se depositou nas zonas das mesmas. As manchas azul-violeta
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indicam que a quantidade de compostos presentes (compostos fendlicos) na respetiva
mancha a reagir com o cloreto de ferro foi elevada.

Figura 21. Resultado da pulverizacdo da placa de TLC com o reagente cloreto de ferro.

3.6.3.Reagente Folin-Ciocalteu

As manchas na placa de TLC, obtidas por separacdo bidimensional usando a
amostra de propolis de Bornes, que contenham compostos fenolicos, quando na
presenca do reagente Folin-Ciocalteu vao formar manchas com cor amarela e azul num
fundo azulado como se pode visualizar na Figura 22. Com aplicacdo deste reagente
ainda podemos observar quais as manchas que contém compostos com atividade
antioxidante.

Na Figura 22 sdo visiveis manchas amarelas e manchas azuis, sendo as manchas
amarelas aquelas que possivelmente indicam a presen¢ca de maior quantidade de
compostos fenolicos. Sendo também visivel que a maioria das manchas separadas por

TLC contém compostos com atividade antioxidante.
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Figura 22. Resultado da pulverizacdo da placa de TLC com o reagente Folin-Ciocalteu.

3.6.4.Reagente DPPH

O reagente DPPH apresenta uma cor roxa que tem como propriedade reagir com
0s compostos fendlicos presentes nas manchas separadas por TLC.

Este reagente quando reage com os compostos fendlicos na placa de TLC, forma
manchas amarelas num fundo violeta. A Figura 23 mostra o resultado tipico da
aplicacdo do reagente DPPH por pulverizacdo a uma placa de TLC contendo manchas
com compostos que reagem com radicais que nos indicam a sua atividade antioxidante.

Observando a Figura 23 pode-se observar que praticamente todas as manchas
tém coloragdo amarela, o que significa que no propolis podemos encontrar um elevado

teor em compostos fendlicos assim como, uma elevada atividade antioxidante.

-
Figura 23. Resultado da pulverizacdo da placa de TLC com o reagente DPPH.
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3.6.5.Reagente de vanilina

O reagente vanilina quando aplicado na placa de TLC vai reagir com 0s
compostos fendlicos presentes nas manchas separadas por TLC. Este em reacdo com 0s
compostos fenolicos forma uma cor escura sobre um fundo branco como é observavel
na Figura 24.

Da observacédo da Figura 24 pode-se notar que as manchas com maior diametro
foram aquelas que reagiram com maior intensidade com o reagente vanilina aplicado na
placa de TLC por pulverizagdo, o que significa que provavelmente tém uma maior

composi¢do em compostos fendlicos que as outras.

Figura 24. Resultado da pulverizacdo da placa de TLC com o reagente vanilina.

Na Tabela 4 mostram-se os resultados obtidos pela aplicacdo dos reagentes de
cloreto de aluminio (AIClIs), cloreto de ferro (FeCls), Folin-Ciocalteu, DPPH e vanilina
a placa de TLC ap0s separacdo bidimensional de um extrato etanolico de propolis de
Bornes. Os resultados séo apresentados de forma a indicar se houve reagéo carateristica
de possivel presenca de compostos fendlicos ou ndo e com indicacdo da coloracdo
obtida quando for intensa.
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Tabela 4. Reacdo dos reagentes com as manchas separadas na placa de TLC.

Reagentes™
Amostras e, FeCl, FC DPPH Vanilina
(manchas)
Al N N N N N
A2 N N S S S
A3 N +S +S S *S
Ad S N S S S
A5 S N S S S
A6 N N S N S
A7 N N N S N
A8 N N N N N
A9 N N S S S
A10 S N S S S
All +S +S +S S *S
A12 +S +S +S +S *S
A13 S S N S S
Al4 S N +S +S *S
A15 N N N N N
A16 S S S S S
Al7 +S S S S S
A18 N N S S N
A19 N N N N N
A20 N S S S S
A21 N N S S N
A22 N N S S N
A23 N N N N S
A24 N S N N S
A25 +S S N N N
A26 N N N N N

* N - ndo houve reagéo; S - houve reacdo; +S - houve reacao intensa.

Globalmente verifica-se que:

v" Existe coeréncia nos resultados para todos os reagentes;
v' Praticamente todas as manchas apresentam compostos que reagem com 0S
reagentes usados, indicando a presenca de compostos fenolicos, a excecdo das

manchas 1, 8, 15, 19 e 26, que n&o reagiram com nenhum dos reagentes.
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v Maioritariamente foram as manchas 11 e 12 que apresentaram uma maior reacdo
aos reagentes aplicados na placa de TLC, o que significa que séo as que tém na

sua composicdo uma possivel maior quantidade de compostos fenolicos.

3.7. Atividade antimicrobiana

Para a realizacdo da atividade antimicrobiana, nem todas as manchas dos
compostos fenolicos separados por TLC foram usados. Foram selecionados para a
execucdo do trabalho, as manchas de TLC mais escuras por se entender que seriam as
que continham uma maior quantidade de compostos fendlicos (Figura 25).

Neste estudo avaliou-se a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos por TLC
do prépolis de Bornes contra bactérias Gram-negativas (Salmonella spp.e E. coli),
Gram-positivas (Staphylococcus. aureus e Bacillus cereus) e a levedura (Candida
albicans).

As concentracdes minimas inibitérias (CMI) para as bactérias e para levedura
foram determinadas através da avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de
TLC. Os resultados estdo sumariados na Tabela 5.

— =

24

20 O‘- ? 25 2E‘;

1SO ‘ .

Figura 25. Manchas separadas por TLC utilizadas para a atividade antimicrobiana.
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Tabela 5. Atividade antimicrobiana de varias amostras de extratos de TLC analisadas.

Microrganismos

Amostras  Salmonela E. coli B. cereus S. aureus C. albicans
(manchas) (CMImg/mL)  (CMI mg/mL) (CMI mg/mL)  (CMI mg/mL) (CMI mg/mL)
A2 0,00859 0,00859 0,1375 0,06875 0,1375
A3 0,0078 0,0078 0,125 0,0625 0,125
A5 0,0055 0,0055 0,0875 0,175 0,0875
A10 0,007 0,007 0,1125 0,45 0,1125
All 0,1785 0,1785 1,428 0,1785 1,428
Al2 0,1246 0,1246 0,997 7,975 0,498
Al13 0,0242 0,0242 0,0969 1,55 0,1938
Al5 0,009 0,009 0,15 0,6 0,30
A20 0,03125 0,03125 0,25 0,125 0,125
A24 0,0086 0,0086 0,275 0,55 0,275
A25 0,008 0,008 0,125 0,5 0,25
A26 0,0047 0,0047 0,075 0,3 0,15

Da andlise da Tabela 5 podemos verificar que os extratos de manchas retirados
da placa de TLC inibiram o crescimento de todos 0s microrganismos em estudo. A
inibicdo dependeu da mancha removida da placa de TLC que foi selecionada e do
microrganismo em questdo. A mancha do TLC que induziu efeitos negativos menos
acentuados contra todos os microrganismos em estudo foi a A11 (Figura 26) sendo a
mais eficaz a A26 (Figura 27), talvez devido a concentracdo do composto presente que
ndo foi possivel controlar.

As bactérias Salmonella spp. e E. coli (Gram-negativas) foram as mais sensiveis
aos extratos das manchas de TLC, o que significa que uma pequena concentracao destas
inibe o crescimento destes microrganismos. As bactérias Gram-positivas e a levedura
apresentam uma CMI maior comparativamente as bactérias Gram-negativas, ou seja, €
necessario uma concentracdo maior de extratos de TLC para inibir estes
microrganismos. Estes resultados ndo estdo em concordéancia com outros trabalhos, que
referem que as bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes que as Gram-positivas aos
extratos de prépolis [1,70]. Contudo, deve-se salientar que estas amostras sdo extratos
obtidos de manchas isoladas na placa de TLC por andlise bidimensional da amostra de
propolis e ndo de extratos globais de propolis.
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Figura 26. Microplaca com os resultados da Figura 27. Microplaca com os resultados da
amostra Al1. amostra A26.

HPLC

Na placa de TLC foi possivel separar 26 manchas por meio de uma anélise
bidimensional do extrato de préopolis purificado, cuja composicdo é desconhecida. Um
dos métodos usados para tentar identificar a composicdo de cada mancha obtida da
andlise por TLC foi o HPLC. Os cromatogramas obtidos para cada mancha (sinalizados
de Al a A26) estdo apresentados nas Figuras 28 a 34. Os picos de cada cromatograma
estdo numerados, indicando a possivel familia de compostos fenolicos através do
respetivo espetro UV. As familias de compostos fendlicos que se procuram identificar
foram: &cidos hidroxibenzoicos, &cidos hidroxicindmicos, flavanonas, flavonas e

flavondis.
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Figura 28. Cromatogramas de HPLC dos extratos de acetonitrilo obtidos para as manchas de
TLCdela4.
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Figura 29. Cromatogramas de HPLC dos extratos de acetonitrilo obtidos para as manchas de

TLCde5a8.
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Figura 30. Cromatogramas de HPLC dos extratos de acetonitrilo obtidos para as manchas de

TLCde9al2.
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Figura 31. Cromatogramas de HPLC dos extratos de acetonitrilo obtidos para as manchas de

TLC de 13 a 16.
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Figura 32. Cromatogramas de HPLC dos extratos de acetonitrilo obtidos para as manchas de

TLC de 17 a 20.
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Figura 33. Cromatogramas de HPLC dos extratos de acetonitrilo obtidos para as manchas de

TLC de 21 a 24.
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Figura 34. Cromatogramas de HPLC dos extratos de acetonitrilo obtidos para as manchas de
TLC de 25 € 26.

Da andlise dos cromatogramas, podemos verificar que existem picos que sdo
praticamente comuns a quase todos eles como, por exemplo, 0s do tempo de retencao
entre os 14,80 e 16,48 minutos, tendo-se verificado atraves dos espetros UV de cada
pico que sdo provavelmente da mesma familia de compostos fenolicos (&cidos
hidroxibenzéicos). Ha& outros compostos que s6 aparecem em alguns cromatogramas e
com picos de grande intensidade, supondo-se que seja 0 composto maioritario presente
na respetiva mancha.

Muitos dos picos presentes nos cromatogramas ndo foram identificados
relativamente a familia do composto fendlico provavel para aquele tempo de retencéo,
devido ao facto dos espetros dos picos dos compostos da amostra de propolis terem
pequenas varia¢des quando comparado com 0s dos compostos puros dos padrdes.

Na Tabela 6 apresentam-se os tempos de retencdo dos picos presentes nos
cromatogramas obtidos da analise de cada mancha do propolis de Bornes, assim como a

possivel familia de compostos fendlicos identificada através do espetro UV.
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Dos 72 picos referidos na Tabela 6, 33 picos foram classificados como
desconhecidos (46 %).

Tabela 6. Tempo de retencdo e possivel familia de composto fenolico dos picos obtidos
da anélise de casa mancha por HPLC.

N° mancha Tempo de retencdo (min) Familia
L 1. 14,23 Desconhecido
2. 18,06 Desconhecido
5 1. 14,53 Desconhecido
2. 16,79 Desconhecido
1. 15,01 Desconhecido
3 2. 42,86 Desconhecido
1. 14,92 Acido hidroxibenzoico
4 2. 18,32 Flavona
3. 44,22 Desconhecido
1. 14,73 Desconhecido
5 2. 19,73 Flavona
3. 43,97 Desconhecido
1. 15,35 Desconhecido
6 2. 43,38 Desconhecido
1. 11,54 Acido hidroxicinamico
7 2. 14,93 Desconhecido
3. 43,24 Desconhecido
1. 15,11 Acido hidroxibenzoico
8 2. 42,90 Desconhecido
9 1. 15,18 Desconhecido
2. 17,70 Flavanona
1. 14,80 Acido hidroxibenzéico
10 2. 23,24 Flavonol
3. 43,79 Desconhecido
1. 13,68 Acido hidroxicindmico
2. 15,41 Acido hidroxibenzoéico
1 3. 25,20 Acido hidroxicindmico
4, 26,67 Acido hidroxicindmico
5. 29,75 Acido hidroxicindmico
6. 43,30 Desconhecido
12 1. 36,78 Desconhecido
13 1. 30,08 Flavona
1. 16,48 Acido hidroxibenzoico
2. 30,04 Flavona
1 3. 31,40 Desconhecido
4, 33,18 Desconhecido
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Tabela 6. Tempo de retengéo e possivel familia de composto fendlico dos picos obtidos
da anélise de casa mancha por HPLC (Continuacao).

N° mancha Tempo de retengédo (min) Familia
1. 15,22 Acido hidroxibenzdico
15 2. 16,15 Acido hidroxicinamico
1. 38,98 Desconhecido
16 2. 43,70 Desconhecido
1. 20,69 Acido hidroxicinamico
2. 30,63 Flavanonas
17 3. 34,38 Acidos hidroxicinamicos
4, 41,09 Desconhecido
1. 16,32 Acido hidroxibenzdico
18 2. 20,32 Acido hidroxicinamico
3. 24,72 Acido hidroxicinamico
1. 16,04 Desconhecido
2. 20,41 Desconhecido
19 3. 25,19 Desconhecido
4. 29,54 Desconhecido
1. 16,42 Acido hidroxibenzdico
2. 34,51 Acido hidroxicindmico
20 3. 36,93 Acido hidroxicindmico
4. 40,98 Acido hidroxicinamico
1. 16,26 Acido hidroxibenzdico
2. 34,91 Acido hidroxicinamico
21 3. 37,20 Acido hidroxicindmico
4. 41,25 Acido hidroxicinamico
1. 15,93 Acido hidroxibenzoico
2. 32,58 Acido hidroxicinamico
22 3. 33,16 Acido hidroxicinamico
4. 40,74 Desconhecido
1. 16,50 Desconhecido
23 2. 35,53 Desconhecido
3. 43,38 Desconhecido
24 1. 39,33 Flavona
25 1. 40,06 Flavanona
1. 15,89 Acido hidroxibenzdico
2. 33,40 Acido hidroxibenzdico
26 3. 36,57 Desconhecido
4. 46,96 Desconhecido
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Como se pode verificar da analise da Tabela 6, a maior parte dos picos
cromatograficos ndo mostraram qualquer identificacdo relativamente a possivel familia
de compostos fenolicos. Da familia dos compostos fenolicos identificadas na amostra de
prépolis de Bornes, a predominante foi a dos &cidos hidroxicinamicos.

Os nossos resultados séo corroborados pelas observagdes de Park et al. (2002)
[49] sobre o prépolis do Brasil.

3.8. MS

Outro método utilizado neste trabalho para identificar quais 0s compostos
presentes em cada mancha separada por TLC foi o0 MS. Na Tabela 7 estdo sumariados

0s primeiros resultados sobre os compostos identificados em cada mancha de TLC.

Tabela 7. Identificacdo dos compostos por MS presentes nos extratos de TLC com
identificacdo do composto fenolico a que pertence.

N° mancha [M-H] Composto fendlico
1 - Em estudo
2 - Em estudo
3 - Em estudo
269 Apigenina
4 397 Desconhecido
5 299 Kaempferide
255 Em estudo
° 283 Em estudo
163 Em estudo
255 Em estudo
7 283 Em estudo
326 Em estudo
613 Em estudo
265 Em estudo
285 Pinobanksina-5-metil-éter
265 Em estudo
10 329 Desconhecido
269 Acido cafeico benzil éster
1 283 Acido cafeico feniletil éster
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Tabela 7. Identificagdo dos compostos por MS presentes nos extratos de TLC com
identificacdo do composto fenolico a que pertence (Continuacao).

N° mancha [M-HT Composto fenolico

247 Pinobanksina

12 271 Acido cafeico isoprenil éster
253 Crisina

13 313 Pinobanksina-3-O-acetato
255 Pinocembrina

14 269 Galangina
283 Galangina-5-metil-éter
207 Acido 3,4-Dimetil cafeico

15 255 Em estudo
283 Em estudo
313 Pinobanksina-3-O-acetato

10 626 Em estudo
255 Pinocembrina

1 327 Pinobanksina-3-O-propionato
173 Em estudo

18 319 Em estudo

19 293 Em estudo
283 Acacetina

20 309 Em estudo

21 283 Acacetina

22 261 Em estudo

23 - Em estudo

24 - Em estudo

o5 - Em estudo

26 - Em estudo

Da analise da Tabela 7 pode verificar-se que das 26 manchas separadas por TLC
nem todas foram identificadas, encontrando-se ainda em estudo as manchas 1-3, 6-8, 18,
19, 22-26. Dos compostos identificados, os mais abundantes foram os derivados do
acido cafeico e da pinobanksina.

Relativamente aos compostos fendlicos identificados no prépolis por LC-MS,
estes corroboram com os relatados por outros investigadores. De facto, Kumazana et al.
(2004) [24] estudou amostras de propolis de vérias origens geograficas (Argentina,
China, Chile, Bulgaria, Austrélia, Brasil, Hungria, Nova Zelandia, Tailandia, Africa do
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Sul, Estados Unidos, Ucrania, Uruguai e Uzbequistdo) e observou que, da familia dos
flavonoides, o composto pinobanksina e seus derivados foram os mais encontrados.

Outros trabalhos, com diferentes métodos de andlise, verificaram que em
amostras de propolis os acidos fenolicos mais frequentes foram p-cumarico e ferulico, o
que ndo se verificou neste trabalho [43,45,46]. Convém salientar que o &cido cafeico e
seus derivados foram encontrados sobretudo em amostras de propolis Turco e do Iraque
[45,46].

Considerando que os resultados apresentados neste trabalho referentes as
andlises, dos extratos das manchas obtidas na separagdo por TLC, por espetrometria de
massa sdo ainda preliminares ndo é ainda possivel fazer uma comparagdo mais

exaustiva sobre as diferencas na composicédo entre diferentes paises de origem.
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Capitulo

Conclusao



O prépolis é um produto natural com uma composicdo complexa que varia
consoante as caracteristicas fitogeograficas onde se situa a colmeia e a época de colheita
da resina. Este produto apresenta propriedades bioativas atribuidas a presenca de
compostos fendlicos, como os flavonoides e os acidos fenolicos, tornando-se imperioso
0 seu estudo com vista & sua introducdo na alimentagdo como alimento funcional e em

terapéutica.

Da anélise palinoldgica efetuada ao propolis de Bornes ndo foi detetado nenhum
polen como dominante. Os polens secundarios mais frequentes pertenceram a familia
Erica sp. (41%) e Castanea sp. (32%).

Todos os reagentes utilizados para a visualizacdo de compostos fenolicos na
metodologia de TLC reagiram com as manchas separadas. Cada mancha mostrou um
comportamento diferente de reacdo com os distintos reagentes, sendo possivel definir as
manchas com cores mais intensas na placa de TLC que se traduz numa maior
concentracdo de compostos fenolicos. O reagente cloreto de aluminio foi 0 que permitiu
uma maior visualizacdo de manchas, para além das 26 manchas facilmente visiveis na
placa de TLC com a utilizacdo dos outros reagentes. Os reagentes Folin-Ciocalteu e
DPPH além de permitirem visualizar as manchas separadas por TLC, também permitem

verificar quais as que detém atividade antioxidante.

Na analise aos fenois totais, os resultados revelaram que o extrato de propolis de
Bornes contém 28,7% de fenois totais, tendo-se obtido um valor mais elevado de 37,1%
para o extrato de prépolis de Lousd. Situacdo similar obteve-se na analise do contetdo
em flavonoides totais, o extrato de prépolis de Bornes tem teores de flavonoides (7,4%)

inferiores ao extrato do prépolis de Lousé (10,3%).

Relativamente a atividade antioxidante obtiveram-se valores de ECs, de 0,33 +
0,02 mg/mL e de 0,072 £ 0,003 mg/mL para o extrato de propolis de Bornes usando o
método do poder redutor e DPPH, respetivamente. Esta amostra revela ter um elevado

potencial antioxidante.

Na atividade antimicrobiana todos os extratos das manchas obtidas da analise por
TLC do propolis de Bornes inibiram os microrganismos em estudo. A inibicdo do
microrganismo dependeu do extrato e do microrganismo em questdo. A amostra que
evidenciou mais atividade contra todos os microrganismos em estudo foi a A26 (extrato

da mancha de TLC identificado como o n° 26 da separagéo bidimensional por TLC). As
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bactérias Gram-negativas foram mais sensiveis aos extratos de TLC do que as Gram-

positivas.

Por fim, na analise dos compostos fendlicos pelo método de HPLC, a familia de
compostos fenolicos que predominou foi a dos acidos hidroxicindmicos. Pelo método de
MS os compostos fendlicos identificados maioritariamente foram os derivados do &cido
cafeico (4cido cafeico benzil éster, acido cafeico feniletil éster, &cido cafeico isoprenil
éster, acido 3,4-dimetil cafeico) e da pinobanksina (pinobanksina-5-metil-éter,

pinobanksina-3-O-acetato, pinobanksina-3-O-propionato).

O presente trabalho mostra os resultados preliminares de um trabalho de
caraterizacdo de uma amostra de propolis por TLC através da andlise bidimensional,
que tem elevadas vantagens por permitir uma primeira separacdo de compostos

fenolicos que pode ser importante para:

v' identificar possiveis diferencas entre diferentes amostras de propolis;

v’ separacdo previa de compostos para posterior analise por MS.

As amostras de propolis tém importantes propriedades biolégicas como, a
atividade antioxidante e antimicrobiana, geralmente associadas a sua composicdo em
compostos fendlicos, o que mostram a importancia deste trabalho como contribuicéo

para a caraterizacdo do prépolis para futuramente ser mais valorizado.
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