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Resumo

A prépolis é uma substancia resinosa recolhida pelas abelhas Apis mellifera em
diversas fontes vegetais, e utilizada na colmeia para selar as paredes, para fortalecer as
extremidades dos favos ou para embalsamar invasores mortos. A especificidade quimica
da propolis é determinada diretamente pela variabilidade das origens vegetais, e também
pelas caracteristicas geogréaficas e climaticas do local de proveniéncia. A propolis de
regides tropicais, em particular a propolis de origem Brasileira, é objeto de muitos estudos
cientificos devido a sua atividade bioldgica elevada. Em termos comerciais, a propolis
verde, predominante no sudeste Brasileiro, € a mais importante, com uma composi¢do
rica em derivados prenilados do acido p-cumarico, como a artepilina C e &cidos
cafeoilquinicos. Estas substancias estdo associadas aos rebentos da planta alecrim-do-
campo, Baccharis dracunculifolia.

Este trabalho teve como objetivo a identificacdo e a quantificacdo de compostos
fenolicos em dezassete amostras de propolis proveniente do sul e sudeste do Brasil e a
avaliacdo da atividade antioxidante por técnicas espectroscopicas e eletroquimicas. Desta
forma, foi caracterizada a cor das amostras, pela determinagdo dos parametros CIELAB.
Avaliou-se o0 conteddo em fendis totais, flavonas/flavondis e flavanonas/di-
hidroflavondis por métodos espetrofotométricos. O perfil fendlico e a sua quantificacédo
foi efetuada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) e por
cromatografia liquida de alto desempenho com um detetor diode-array (HPLC-DAD).
Para avaliar a atividade antioxidante dos extratos foram realizados ensaios da capacidade
captadora de radicais livres (DPPH) e avaliacdo do poder redutor bem como a avaliacdo
do total de compostos electroativos por voltametria de impulso diferencial (DPV). Assim,
foi possivel determinar dois tipos de propolis através do seu perfil cromatogréafico e
espectroscopico, um do tipo verde, com origem nos rebentos de Baccharis
dracunculifolia, em que os compostos maioritarios foram o acido dicafeoilquinico e o seu
isdbmero, assim como a artepilina C, e 0 outro com uma composic¢do fendlica similar ao
propolis de choupo, presente em apenas uma das amostra (RGS3) e com uma composi¢ao
rica em pinocembrina, crisina e acetato de 3-O-pinobanksina. As amostras que obtiveram
uma maior atividade antioxidante, pertencem a regido de Minas Gerais, com niveis de
0.02mg/mL para o DPPH, 0.99 g/g de extrato para o poder redutor e 0.60 mg/mL para a

atividade antioxidante avaliadas para as técnicas eletroquimicas.



Abstract

Propolis is a resinous substance collected by honeybees Apis mellifera in several
plant sources and used in the hive to seal the walls, to strengthen the ends of the
honeycomb or embalming dead invaders. The chemical specificity of propolis is directly
determined by the variability of the plant origins and by geographical and climatic
features of the origin site. Propolis from tropical regions, in particular propolis from
Brazil, is the subject of many scientific studies due to its high biological activity. In
commercial terms, green propolis, predominant in southeast Brazil, is the most important,
with a composition rich in caffeoylquinic acids, prenylated p-coumaric acid derivatives,
such as artepillin C. These substances are associated with plant shoots of rosemary-of-
field, Baccharis dracunculifolia.

The aim of this work was the identification and quantification of phenolic
compounds in propolis samples from seventeen southern and southeastern Brazil and the
evaluation of the antioxidant activity by electrochemical and spectroscopic techniques.
Thus, the color of the samples was determined through the evaluation of the CIELAB
parameters.  Also, the total phenolic content, flavones/flavonols and
flavanones/dihydroflavonols were determined by spectrophotometric methods. The study
of the phenolic profile and its quantification was achieved by liquid chromatography
coupled with mass spectrometry (LC-MS) and high-pressure liquid chromatography with
diode-array detection (HPLC-DAD) respectively. To evaluate the antioxidant activity,
DPPH free radical-scavenging activity assay, reducing power assay and the evaluation of
the total electroactive species by differential pulse voltammetry were performed. Two
types of propolis were identified by its chromatographic and spectroscopic profile, a green
type, with floral origin in Baccharis dracunculifolia, with dicaffeoylquinic acid and its
isomer, as well as artepillin C were the major compounds, and the other with a phenolic
profile similar to poplar propolis, present in only one sample (RGS3) and with a
composition rich in pinocembrin, chrysin and pinobanksin-3-O-acetate. The samples with
a higher antioxidant activity belong to the region of Minas Gerais, with levels between
0.02mg/mL for DPPH, 0.99 g/g of extract for reducing power and 0.60 mg/mL for the
antioxidant activity evaluated by electrochemical techniques.
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Capitulo 1
Introducéo

Identificagdo e quantificacdo de compostos fendlicos em prépolis da regido sul do Brasil. Avaliacdo da atividade
antioxidante por técnicas espectroscépicas e eletroquimicas.
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1. Introducéo
1.1. A apicultura e os produtos da colmeia

A apicultura é uma atividade econémica que, através da criacdo das abelhas (Apis
mellifera), visa extrair das colmeias produtos apicolas tais como o mel, pdlen, propolis,
geleia real, cera, a apitoxina (veneno) e simultaneamente promover o trabalho de
polinizacdo desenvolvido por esta espécie de insetos, que é muitas vezes utilizado para
maximizar a producéo de culturas agricolas®.

O mel é desde a antiguidade um produto apreciado pelas suas caracteristicas tais
como o sabor, aroma, cor e mesmo pelos seus atributos medicinais. E um alimento de
origem natural composto por uma solucao sobressaturada de agUcares, maioritariamente
de frutose e glucose. E um produto proveniente do néctar das flores ou meladas, recolhido
pelas abelhas e levado até a colmeia onde passa por transformacdes fisicas e quimicas até
se transformar em mel. A sua origem botanica confere ao mel diferencas na cor, sabor e
aroma, diferenciando-se nos diversos tipos de mel: méis monoflorais, multiflorais ou méis
de melada®?.

A melada, tal como o néctar, também provem das plantas, no entanto, é produzida
apos a intervencdo de insetos parasitas que sugam a seiva das plantas adicionando-lhe
enzimas segregadas pelas glandulas salivares e pelo intestino do inseto, e depois
eliminada para o exterior sendo recolhida pelas abelhas. Dependendo das areas
geograficas e do clima, as plantas mais relevantes para a producdo de melada sdo
sobretudo as coniferas (abeto branco, abeto vermelho, pinheiro), mas também plantas ndo
nectariferas (carvalho, choupo) e ainda tilia, salgueiro e castanheiro (plantas
nectariferas)?.

Para além das suas propriedades nutritivas, o mel foi sempre reconhecido pelas
suas propriedades terapéuticas. No decorrer dos tempos, o mel foi utilizado na medicina
popular e referenciado em textos e revistas mais ou menos especializados, onde se refere
a sua acdo favoravel sobre varias perturbacdes do aparelho respiratério, circulatorio e
digestivo, sobre o figado e denti¢do das criancas. Mais recentemente, foi também descrita
a sua atividade antibacteriana?.

O polen é outro dos produtos da colmeia fundamental para o desenvolvimento da
colonia, recolhido pelas abelhas e transportado para a colmeia nas patas traseiras, este é

utilizado como fonte de proteinas e gorduras para alimentar as abelhas.

Identificagdo e quantificacdo de compostos fendlicos em prépolis da regido sul do Brasil. Avaliacdo da atividade
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A composicéo fisico-quimica do polen pode variar conforme a espécie botanica
da qual provém. Na sua composicdo esta geralmente presente dgua, agucares, proteinas,
lipidos, sais minerais, e além destes componentes apresenta vitaminas, enzimas,
pigmentos e esterdides. A maioria das proteinas que existem no p6len sdo aminoacidos
essenciais (ndo sintetizaveis pelo organismo humano), como a lisina, triptofano, histidina,
leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, mas também aminoécidos promotores do
crescimento, como a arginina, a cistina e a tirosina®, o que faz deste produto um alimento
com elevadas potencialidades em termos de suplemento alimentar.

O seu consumo habitual pode ser altamente benéfico, pois sdo-lhe conhecidas
propriedades que estimulam o organismo, o que contribui para a prevencéo das infe¢oes
bacterianas, para regularizar as func@es fisioldgicas e promover a regulacéo do aparelho
intestinal. E também recomendado em estados de anemia e fadiga intelectual, assim como
para estados de impoténcia sexual e ajuda no combate ao envelhecimento prematuro®. Ao
contrério do mel, o polen é armazenado na colmeia em quantidades adequadas as
necessidades da colonia. A recolha de pdlen é realizada atravées da colocacdo na entrada
de voo de um caca-pélen. As abelhas ao entrarem na colmeia tém que passar por uma
rede do caca-pélen, cuja malha tem uma dimenséo tal que muitas das cargas polinicas
transportadas nas patas das obreiras, caem para um recipiente. Como é um alimento
fundamental ao desenvolvimento da coldnia, a sua recolha tem de ser controlada para nao
condicionar o desenvolvimento das abelhas.

A geleia real é outro produto da colmeia mas que ndo despertou interesse até aos
anos cingquenta. Desde entdo comegou a conquistar uma posicao significativa no mercado,
propondo-se como complemento alimentar e como matéria-prima para a industria
cosmética. Trata-se de um produto inteiramente de origem animal resultante da secre¢édo
glandular das abelhas obreiras e utilizado para alimentar as larvas jovens e a abelha-
mestra durante toda a sua vida, razao pela qual se atribuiu este nome. Na sua composicao
quimica estdo presentes componentes como agua, agucares, lipidos, sais minerais,
vitaminas e outros constituintes particulares como acetilcolina. A geleia real é
aconselhada como reconstituinte genérico para sujeitos enfraquecidos, submetidos a
cansaco e stress, idosos, convalescentes, criancas, desportistas e estudantes. Este produto
da colmeia tem uma acao antibiotica, bacteriostatica e antiviral, e 0s seus os efeitos
bioldgicos séo capazes de fortalecer as defesas do organismo contra o ataque de agentes

patogénicos?.
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E senso comum que o veneno de abelha (apitoxina) pode ser perigoso, mas
também pode ser muito Gtil explorando as suas propriedades terapéuticas. O veneno é
uma mistura de substancias produzidas por tecidos glandulares especializados da abelha
e introduzidas mediante um aparelho penetrante (ferrdo) no corpo da sua presa ou do seu
inimigo a fim de paralisa-lo e/ou mata-lo. Este veneno apresenta-se como um liquido
incolor e limpido, e na sua composic¢do destacam-se algumas substancias como: proteinas,
péptidos, aminas entre outros compostos. E um produto controverso, dado que, por um
lado é um remédio muito ativo, mas por outro lado, nas pessoas alérgicas a apitoxina,
pode causar alergias e reacdes adversas, pelo que se aconselham algumas precaucdes?.
Como beneficio para a salde, esté indicado essencialmente para os problemas reumaticos,
assim como para artrite, edemas, enxaquecas, celulite, varizes, entre outras.

A cera das abelhas é também um produto da colmeia com muita utilidade, desde
a construcao dos favos, producao de laminas de cera, producdo de velas ou formulacdes
cosméticas?. Ao contrario de outros produtos apicolas, como o mel, o pélen e a prépolis,
a cera nao é uma substancia que as abelhas encontrem na natureza, mas sim uma secrecao
de glandulas, localizadas na parte ventral do abdémen. A composic¢do quimica da cera
pode variar consoante a idade das abelhas e a espécie. A cera € constituida
fundamentalmente por ésteres, hidrocarbonetos, alcoois, acidos livres, no entanto existe

ainda uma pequena parte de substancias que embora presentes ndo foram identificadas?.

1.2. A propolis

A prépolis é uma substéncia resinosa recolhida pelas abelhas Apis mellifera em
diversas fontes vegetais, e utilizada na colmeia para fins mecanicos e bioldgicos (Figura
1). O uso mecanico da proépolis inclui a sua aplicagdo como uma camada fina sobre a
parede interna das células dos favos que constroem. Esta utilizacdo previne perdas de
humidade nos periodos de seca, bem como o seu excesso em épocas mais chuvosas. E
ainda utilizada para reparar os favos e reforcar as extremidades das células bem como
para impedir a entrada na colmeia de possiveis invasores. Além do uso mecanico, a
propolis é utilizada pelas abelhas no interior da colmeia com fungdes protetoras, sendo
aplicada para embalsamar invasores mortos, atuar como repelente, ou simplesmente para

reduzir a atencéo de possiveis invasores®4.
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Figura 1- Prdpolis: a) bruto; b) extrato em po.

Atualmente, sabe-se que 0s varios compostos presentes na propolis provém das
resinas e exsudados de plantas recolhidas pelas abelhas, substancias segregadas pelo
metabolismo da abelha (cera e enzimas salivares) e outras substancias introduzidas
durante a elaboracéo da propolis®. Dos principais componentes da propolis, cerca de 50%
do seu peso é constituido por resinas, 30% do peso bruto por ceras, 5% por pélen e o0s
6leos essenciais variam entre 0.5% a 5%?.

A consisténcia da prépolis é altamente influenciada pela temperatura, podendo ser
flexivel e pegajosa acima dos 30°C, dura e inquebrével a cerca de 15°C, frégil e facilmente
pulverizavel a temperaturas inferiores a 5°C e especialmente apds a sua congelagdo®.

Apesar da producdo de prépolis ser muitas vezes secundarizada pelos apicultores,
é um importante produto da colmeia, amplamente utilizado na medicina popular devido
as varias aplicacdes farmacoldgicas e nutricionais*. Das suas propriedades farmacéuticas
sdo de se destacar a atividade anti-inflamatdria, antifungica, as propriedades antivirais e
muitas outras propriedades benéficas tais como anestésico local, imuno-estimulante ou
cicatrizante®”’. A sua eficacia é também reconhecida e amplamente utilizada como aditivo
em produtos alimentares de forma a promover a salde e a prevenir doencas ou problemas
nas areas da dermatologia, odontologia, problemas ginecoldgicos e cardiovasculares,

assim como na prevencao de diabetes e inflamagdes®?®.

1.2.1. Origem botéanica de prépolis

As particularidades quimicas da propolis sdo determinadas diretamente pela
variabilidade das origens vegetais, mas também pelas caracteristicas geograficas e

climéaticas do local de proveniéncia*. Em regides de clima temperado, onde os rebentos
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de choupo (género Populus, da familia Salicaceae) sdo a principal fonte para resina, a
propolis apresenta uma composi¢do rica em acidos fenolicos e seus derivados,
flavondides e seus derivados metilados e esterificados™®.

Nas regides tropicais, onde os choupos ndo abundam, as abelhas procuram outras
fontes florais alternativas para a producdo da resina. A propolis de regifes tropicais, em
particular a propolis de origem Brasileira, é objeto de muitos estudos cientificos devido a
sua elevada atividade bioldgica. Em termos comerciais, a propolis verde, predominante
no sudeste Brasileiro, € a mais importante, com uma composicdo rica em derivados
prenilados do acido fenilpropandico, como a artepilina C, Figura 2, e os &cidos
cafeoilquinicos, Figura 3. Estas substancias estdo associadas aos rebentos da planta
alecrim-do-campo, Baccharis dracunculifolial®, que pertence a familia das Asteraceae.

Para além da propolis verde existem ainda outros tipos com composicoes
caracteristicas, tais como a propolis vermelha recolhida pelas abelhas em Cuba, México
e Brasil a partir de espécies de Dalbergia e que € caracterizada pela presenca de
isoflavonoides. A resina exsudada pelas flores de Clusia origina ainda outro tipo de
prépolis tropical em Cuba e na Venezuela, onde os constituintes maioritarios sao

benzofenonas preniladas.

Figura 2 - Artepilina C.
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HO \ / OH

HO OH

Figura 3 - Acido cafeoilquinico.

1.3. Atividade biolégica

Atividade biologica é uma expressdao que descreve os efeitos benéficos ou
adversos de uma determinada substancia na interagcdo com seres vivos. Os estudos sobre
a propolis vém marcando a sua importancia devido a presenca na sua composicao de
compostos com capacidade de inibir o crescimento de determinadas bactérias ou
promover outras acOes terapéuticas em processos inflamatorios, de envelhecimento, entre
outros. A sua aplicacdo na medicina humana mas também na veterinaria é cada vez mais

explorada.

1.3.1. Processos de stress oxidativo

Nos organismos aerdbios, os radicais livres sdo produzidos constantemente
durante o funcionamento normal da célula, na maioria das vezes sob a forma de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Ha situacdes em que o necessario equilibrio entre a producao
de ROS e as defesas antioxidantes pode ser quebrado por uma producdo excessiva de
ROS, ou pela existéncia de uma deficiéncia nas defesas antioxidantes da célula!!. Nestas
situacdes de desequilibrio, denominado de stress oxidativo, 0s ROS em excesso podem
oxidar e danificar os lipidos celulares, as proteinas e 0 ADN, levando a sua modificacdo
e frequentemente & sua inutilizacdo, inibindo a sua fungdo normal*?1328,

O stress oxidativo pode ter causas naturais, como as que ocorre em situacdes de
exercicio fisico extremo ou em processos de inflamagdo mas, pode tambeém ter causas
ndo naturais, como a presenca de xenobioticos no organismo. Estas situages tém por
consequéncia a producdo ndo controlada de radicais livres, Figura 4 permitindo a

ocorréncia de condicdes relacionadas com varias doengas como cancro, diabetes, cirrose,
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doencas cardiovasculares, entre outras. A sobreproducao de ROS tem sido inclusivamente

relacionada com o processo de envelhecimento,

= Consequéncias

= Causas
. . . Cancro
Poluentes ambientais 2 Alvos
Farmacos Lipidos membranares Doencas
Radicais cardiovasculares
Ides metalicos livres Proteinas .
Desordens neuroldgicas

Radiacdo Acidos nucleicos

¥ Doencas pulmonares
Exercicio excessivo Glicidos

Diabetes

Processos de inflamacio : :
¥ Artrite reumatoide

Envelhecimento

Figura 4- Principais causas e consequéncias da agdo dos radicais livres®,

Um radical livre pode ser qualquer &tomo ou molécula que possui um eletrdo
desemparelhado, tornando-o0 muito instavel, reativo e com capacidade para combinar-se
inespecificamente com as diversas moléculas integrantes da estrutura celular e derivados.
A adicdo de um eletrdo ao oxigénio molecular (O2) origina o anido superdxido (Oz*),
podendo este interagir com outras moléculas e formar outros radicais, entre 0s quais o
peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxilo (*OH)*® (Figura 5).

o,
e ﬂ 2H
H,0,
|
“OH + OH-
e 2H
H,O

Figura 5- Formagdo do anido superdxido e do radical hidroxilo.

A producéo/formagdo do anido superdxido é desenvolvida nas mitocéndrias,
podendo também ser produzido por diferentes sistemas enzimaticos endégenos presentes

nas células. O radical hidroxilo tem um tempo de vida muito curto, mas extremamente
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reativo, sendo responsavel pelo ataque as moléculas de ADN. As mitocondrias sdo uma
das principais fontes de ROS, mas sdo também um dos primeiros alvos de ataque destes
radicais. Como a cadeia respiratoria € composta por proteinas transmembranares
existentes na membrana mitocondrial interna, a formacdo de ROS ocorre perto da
membrana.

Para avaliar a capacidade de uma substancia ou extrato natural controlar estes
processos foram desenvolvidos varios métodos de analise que permitem identificar a
atividade antioxidante, passando pela capacidade de captar radicais livres, de reduzir iGes
metalicos, entre outros.

A proépolis possui obviamente uma elevada atividade antioxidante, como
documentado por muitos investigadores, uma vez que contém uma elevada quantidade de
compostos fendlicos'®. No entanto, existem ainda poucos estudos sobre a relagdo entre a

sua atividade antioxidante e os componentes quimicos individuais da propolis.

1.4. Metodologias analiticas

A composicdo fendlica da prépolis é um dos parametros mais relevantes na
avaliacdo da sua qualidade. Esta avaliacdo € frequentemente efetuada por técnicas
cromatograficas, mas também espectroscopicas, estas Ultimas mais importantes para a

avaliacdo da sua atividade bioldgica.

1.4.1. Cromatografia

A cromatografia € uma técnica de separacdo de componentes ou solutos de uma
mistura, com base nas quantidades relativas de cada soluto e na sua distribuicdo entre
uma corrente movel de um fluido, chamada fase movel, e uma fase estacionaria continua.
A fase mével pode ser um liquido ou um gés, enquanto que a fase estacionaria € um sélido
ou um liquido’. A cromatografia liquida de alto desempenho, HPLC, ¢ a técnica mais
adequada para a avaliacdo do perfil e composi¢do fendlica da propolis, permitindo
separar, identificar e quantificar os componentes individuais da mistura. Esta técnica é
uma forma melhorada de cromatografia em coluna: em vez de um solvente fluir através
de uma coluna por gravidade, este é forcado através de pressoes elevadas, o que aumenta
a rapidez e a eficiéncia do processo*®. Para a selegdo da fase apropriada deve-se ter em
atencdo a polaridade dos compostos e a seletividade (interagdes especificas com

determinados grupos de compostos)*®.
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Outra das tecnicas bastante utilizadas para estudos de propolis é a analise por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS). Esta técnica
combina as capacidades de separacao fisica de cromatografia liquida, com as capacidades
de analise de massa de espectrometria de massa. A espectrometria de massa fornece uma
informacao qualitativa e quantitativa acerca da composicdo molecular dos compostos e
da sua estrutura quimica, auxiliando no esclarecimento das estruturas dos compostos
através da indicacdo da presenca de certos grupos funcionais e da informacgéo acerca do
peso moleculart’.

Geralmente a aplicacdo de LC-MS é orientada para a detecdo e identificacdo de
novas estruturas quimicas, e particularmente Gtil quando na presenca de compostos numa

mistura complexa como é a situagdo da prépolis.

1.4.2. Atividade antioxidante
1.4.2.1. Efeito bloqueador de radicais livres

A capacidade de captar radicais livres e desta forma contribuir par a inibicdo do
processo de stress oxidativo, € um fator indicativo da atividade biologica de uma
determinada substancia ou mistura. Esta capacidade é frequentemente avaliada com o
recurso ao DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) (Figura 6). Esta substancia possui um
radical livre estavel, capaz de aceitar um eletrdo ou um atomo de hidrogénio, tornando-
se num nao radical dificilmente oxidavel. Devido ao eletrdo desemparelhado, o DPPH
apresenta uma coloracdo violeta, que absorve a um comprimento de onde de 515 nm.
Com o emparelhamento do eletrdo, essa absorvancia diminui, passando a uma coloragéo
amarela. (Figura 6).

O uso do efeito bloqueador de radicais livres do DPPH para avaliar a capacidade
dos antioxidantes de captar radicais livres é desta forma aplicado através da avaliacdo da
absorvancia a 515 nm, a qual diminui a medida que a reacdo entre as moléculas
antioxidantes e os radicais de DPPH ocorre. Assim, quanto mais rapidamente decresce a

absorvancia, mais eficiente é a atividade antioxidante da amostra em analise?°.
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Figura 6 - Comportamento do DPPH durante a reacdo radicalar.

Violeta

1.4.2.2. Poder redutor

A atividade antioxidante pode também ser determinada avaliando o poder redutor

das amostras. Esta metodologia baseia-se na tendéncia que os antioxidantes apresentam

para reduzir o catidio Fe* a Fe?*.?1?2 A presenca de agentes redutores, ou seja,

antioxidantes, provoca a reducdo do complexo Fe**/ferrocianeto a forma ferrosa (Fe?"),

provocando a formacgdo de uma coloracgdo azul da prussia possivel de se quantificar pela

avaliacdo da absorvancia a um comprimento de onda de 700 nm.

Neste método, ao contrario do anterior, 0 aumento de absorvancia indica um poder

redutor mais elevado. A cor amarela inicial da solugdo muda atingindo varios tons de

verde e azul (Figura 7) dependendo do poder redutor de cada extrato.

pH=6.6
K3;Fe(CN), —— 3K'+ Fe(CN)g-

l FE{CN]Ea] + antioxidante —— Fe(CN),+- + antioxidante oxidado

Amarelo

Fe(CN)ge- + Fe® | FelFe(CN)q] |

Azul da prassia

Figura 7 - Comportamento durante o processo de redugdo do complexo Fe3+/ferrocianeto.
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1.4.3. Electroatividade

A voltametria € uma técnica eletroguimica onde as informacgdes qualitativas e
quantitativas de uma espécie quimica sdo obtidas a partir do registro de curvas corrente-
potencial, feitas durante a eletrélise dessa espécie numa célula eletroquimica constituida
por um elétrodo de trabalho, onde ocorre a reacdo, por um elétrodo de referéncia, cujo
potencial é fixo e constante e por um elétrodo auxiliar. O potencial é aplicado entre 0s
dois elétrodos para que varie a uma velocidade constante em funcdo do tempo. O
potencial e a corrente resultante sdo registrados simultaneamente, do qual resulta um
voltamograma?®. A aplicagdo de um potencial através de um elétrodo imerso numa
solucdo permite assim estudar as alteraces quimicas provocadas nas substancias em
solucdo pela passagem de corrente elétrica, e assim avaliar a sua eletroatividade. O
elétrodo de trabalho pode atuar como um dador (para a reducdo) ou recetor (para a
oxidacdo) de eletrdes transferidos para ou da espécie quimica na solucdo respetivamente.
Assim, as espécies que apresentem um menor potencial de oxidacdo estardo mais
disponiveis para funcionar como antioxidantes, enquanto a intensidade de corrente do
processo de oxidacdo, proporcional a concentracdo da espécie eletroativa, serd um

indicador da sua capacidade antioxidante.

1.4.3.1. Voltametria de impulso diferencial (DPV)

Esta técnica foi desenvolvida com o objetivo de aumentar a sensibilidade tendo
em vista aplicacdes analiticas, recorrendo a medicdo de corrente ap6s a aplicacdo de um
pulso, dado que a corrente capacitiva extingue-se mais rapidamente do que a corrente
faradéica.

O salto de potencial é a base da voltametria de impulso. Inicialmente, esta técnica
foi desenvolvida para elétrodos de gota de mercdrio, tendo por objetivo sincronizar o
crescimento da gota com os impulsos e reduzir a contribuicdo da corrente capacitiva por
amostragem da corrente no fim de vida da gota. Este tipo de amostragem tem a grande
vantagem de aumentar a sensibilidade da técnica e obter melhores caracteristicas para
aplicagdes analiticas. Em elétrodos solidos, hd uma vantagem adicional relativa a
discriminacdo contra o bloqueamento da reacdo na superficie do elétrodo de trabalho por

fenomenos de adsorgio?®.
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Na voltametria de impulso diferencial (DPV), o potencial-base € aumentado entre
os impulsos, sendo estes aumentos iguais. A corrente é medida imediatamente antes da
aplicacdo do impulso e no fim do impulso, ou seja, regista-se a diferenca entre as duas
correntes (Figura 8-(a)). Sendo a DPV uma técnica diferencial, a resposta € semelhante a
primeira derivada de um voltamograma diferencial, isto €, é representado por um pico
(Figura 8-(b)).

&4 j*l‘(a) a4 (b)
—4’_ﬂ_47—JL T
oe—T17— ([T—=1)~5—50M
a1 —>
) -
1 E

Figura 8 - Voltametria de impulso diferencial: (a) — perfil de aplicacdo de potenciais; (b) —
voltamograma de impulso diferencial.

1.5. Objetivos

As potencialidades da aplicacdo da prépolis na inddstria farmacéutica, na
cosmética ou como suplemento alimentar, depende em grande parte da composicdo
fendlica da resina a qual varia com a flora da regido e com a época de recolha por parte
das abelhas.

Este trabalho teve como objetivo a identificacdo e a quantificacdo de compostos
fenolicos em amostras de prdpolis proveniente da regido Sul e Sudeste do Brasil e a
avaliacdo da sua atividade antioxidante por técnicas espetroscépicas e eletroquimicas.
Com os resultados pretendeu-se correlacionar a composicdo quimica com a atividade
bioldgica, definindo qual as amostras com maior potencial bioativo.

As amostras da regido sul e sudeste do Brasil sdo frequentemente apelidadas de
prépolis verde, pelo que numa fase primaria de caraterizacdo das amostras pretende-se
avaliar a cor da propolis em bruto utilizando o sistema CIELAB e comparando com a
observacao visual direta.

Apds esta analise preliminar de carateristicas fisicas, as amostras serdo sujeitas a
um processo de extracdo da componente fendlica da prépolis, utilizando solug¢6es hidro

alcoolicas de agua:etanol. O conteudo fenolico dos extratos serd inicialmente
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caracterizado por técnicas espectroscépicas para identificacdo dos teores em fenois totais
e flavonoides totais (flavonas/flavonois; flavanonas/di-hidroflavonois). Para a avaliacéo
do perfil fenolico das amostras aplicam-se técnicas de cromatografia liquida, com um
detetor de matriz de diodos, acoplada a espectrometria de massa tandem com ionizagéo
por electrospray (LC/DAD/ESI-MS") em modo negativo. A analise dos espectros de UV
em conjunto com identificacdo do i&o molecular, [M-H], e a interpretacdo dos espectros
de fragmentacdo correspondentes, MS", permitem identificar os compostos fendlicos
presentes nas amostras em estudo. Para a quantificacdo dos compostos maioritarios sera
utilizada a cromatografia liquida (HPLC).

A avaliagdo da atividade bioldgica dos extratos fendlicos sera realizada através da
identificacdo das propriedades antioxidantes, recorrendo a métodos espetroscopicos de
avaliacdo da capacidade de captar radicais livres e do seu poder redutor. Adicionalmente,
aplicar-se-d0 também as técnicas voltamétricas explorando as vantagens em relagédo a
outros métodos, particularmente a rapidez e simplicidade da analise. Nesta metodologia
sera utilizada a voltametria de impulso diferencial (DPV) para quantificar a capacidade

antioxidante dos extratos fendlicos de prépolis.
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2.

2.1.

Metodologia

Amostragem

O desenvolvimento do trabalho foi efetuado em 17 amostras de propolis

provenientes do Sul e Sudeste do Brasil (Minas Gerais - MG; Parana - P, Rio Grande do
Sul - RGS; Santa Catarina-SC) (Figura 9) cedidas pela Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Brasil. A Tabela 1 mostra a origem das

amostras de propolis. Estas amostras foram obtidas depois de extracao de mel, entre 2010

e 2011, por raspagem convencional ou através de telas de plastico, limpas de impurezas

e trituradas, desidratadas num liofilizador modelo Ly-8-FMULE, Snijders e armazenadas

a-20° C até analise.

Tabela 1 - Amostras de prépolis.

Referéncia ﬁ;gglﬂg Regido Referéncia fézglﬂg Regido
MG1 2010 Minas Gerais P1 2011 Parana
MG2 2010 Minas Gerais P2 2011 Parana
MG3 2010 Minas Gerais P3 2011 Parana
MG4 2010 Minas Gerais P4 2011 Parana
MG5 2010 Minas Gerais SC1 2011 Santa Catarina
MG6 2011 Minas Gerais RGS1 2010 Rio Grande do Sul
MG7 2011 Minas Gerais RGS2 2011 Rio Grande do Sul
MGS8 2011 Minas Gerais RGS3 2011 Rio Grande do Sul
MG9 2011 Minas Gerais

Figura 9 - Mapa do Brasil e localizagdo da origem das amostras.
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2.2.Material e reagentes
2.2.1. Reagentes e padroes

Os compostos utilizados como padrdo, tais como o acido gélico, acido
clorogénico, acido cafeico, acido ferulico, acido isoferulico, &cido p-cumarico, cafeato de
feniletilo (CAPE), crisina, galangina, quercetina, pinocembrina foram adquiridos da
Sigma Chemical Co (St Louis, MO, EUA). A apigenina, campferol, acido 3,4-
dimetilcafeico (DMCA) foram provenientes da Extrasynthese (Genay, Franca). O
reagente de Folin-Ciocalteau, carbonato de sodio, acetato de potassio, nitrato de aluminio,
ferrocianeto potassio, cloreto férrico, acido tricloroacético e acido 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) foram da Sigma Chemical Co (St Louis, MO, EUA). Todos os
outros reagentes de grau analitico foram obtidos pela Panreac (Barcelona, Espanha). O
metanol, etanol e acetonitrilo para o0 uso do HPLC foram adquiridos na Lab-Scan (Lisboa,
Portugal). A agua foi tratada num sistema de purificacdo de agua Mili-Q (TGl sistemas
de agua pura, EUA).

2.3. Indice de cor

A cor da propolis em bruto foi determinada através de um colorimetro Chroma
Meter CR-400 (Osaka, Japdo) utilizando o iluminante C e observador a 2°, registando-se
0s parametros no sistema de L*a*b*. Este sistema, CIELAB, consiste numa componente
de luminosidade (L*) e dois componentes cromaticos em que o valor a* representa verde
(-a) para vermelho (+a), e o valor de b* representa de cor azul (-b) para uma cor amarela
(+b). Antes de efetuada a analise, o colorimetro foi calibrado usando uma placa branca
como padrdo (L*=94.56, a*= -0.31, b*= 4.16, C*ab = 4.18 e hab = 94.3). O registo do
indice de cor foi obtido efetuando a leitura sobre cada uma das amostras de propolis em
bruto pulverizada (Figura 10). Foram efetuadas trés leituras.
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Figura 10 - Amostra de prépolis pulverizada.

2.4. Extracao

A extracdo dos compostos fendlicos da propolis foi realizada através da adicao de
1 g de propolis bruta a uma mistura de etanol: agua (80:20, v/v), mantendo-se num banho
sob agitacéo a 70°C durante uma hora. Apo6s este periodo, a mistura resultante foi filtrada,
e os residuos re-extraidos nas mesmas condi¢des. Apos a segunda extracao, as solucdes
filtradas foram combinadas, concentradas, liofilizadas, obtendo-se um extrato seco de
prépolis e conservadas a -20°C*°. A massa de extracdo permite-nos calcular o rendimento,

ao qual esta associado o contetdo balsamico.

2.5. Compostos fendlicos
2.5.1. Fenois totais

A determinac&o do contetdo em fenois totais foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteu, descrito por Singleton®3. Uma aliquota (0.5 mL) de extrato de prépolis (25 mg
de extrato seco em 2 mL de etanol) foi misturada com o reagente de Folin-Ciocalteu
(0.25 mL). Ap6s 3 min, adicionou-se uma solucéo de carbonato de sédio saturado (1mL)
a mistura e ajustou-se o volume final para 5 mL com é&gua destilada. A solucéo foi de
seguida aquecida a 70°C durante 10 minutos, arrefecida no escuro durante 20 minutos e
depois centrifugada durante 10 minutos a 5000 rpm. Finalmente mediu-se a absorvancia
a 760 nm num espetrofotometro. Para a medicdo do branco efetuou-se 0 mesmo
procedimento usando em vez de amostra, 0.5 mL de 80% etanol.

Os resultados sdo calculados em equivalentes, utilizando-se como padrdo uma mistura

representativa da prépolis, constituida por acido cafeico: galangina: pinocembrina
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(1:1:1), num intervalo de concentracdo de 0.1 a 2.3 mg/mL, resultando a seguinte reta de
calibragdo: y= 4.4997x + 0.3956; R?= 0.998. Todas as experiéncias foram realizadas em
triplicado.

2.5.2. Flavonas e flavonois

A quantidade de flavonas e flavonois nos extratos secos foi determinada
espetrofotometricamente seguindo o método de Cvec et al.?*. Este método ¢ baseado na
formacédo de um complexo flavondide-aluminio, com o maximo de absorvancia a 415 nm.
O ensaio realizou-se com a mistura de uma aliquota de 2 mL de extrato etandlico (5 mg
de extrato seco em 10 mL de etanol) a 0.2 mL de solucéo de cloreto de aluminio (2% de
AIClz em MeOH/5% CH3COOH). Apos a incubacao a temperatura ambiente e no escuro
durante 30 min, a absorvancia da mistura de reacdo foi medida a 415 nm utilizando um
espectrofotometro de UV-Vis. Os resultados sdo expressos em equivalentes de galangina,
utilizando como padrdo a seguinte reta: y= 16.035x + 0.0028; R?= 0.998. Todas as

experiéncias foram realizadas em triplicado.

2.5.3. Flavanonas e di-hidroflavondis

As flavanonas e os di-hidroflavondis foram determinados segundo o método
descrito por Popova et al.?®> com modificagdes. A uma aliquota (500uL) de extrato
etanolico de prépolis (0.5 mg/mL) é adicionada uma solucao de 2,4-dinitrofenilhidrazina
(1 mL) e metanol (1 mL). Esta solugéo foi aquecida num banho termostatizado a 50°C
durante 50 min, com agitacdo a 100 rpm. Ap6s os 50 min, a solucdo foi colocada no
escuro, a temperatura ambiente, durante 15min. Em seguida, adicionou-se uma solugédo
de hidréxido de potassio (2.5 mL). Apos reagir durante 2 min, retirou-se 500uL da
solugdo anterior e colocou-se num novo tubo, adicionando-se metanol (2 mL) e
centrifugando-se a mistura a 5000 rpm durante 10 min. A absorvéncia final foi medida a
495 nm. Para o branco preparou-se uma solucdo de modo semelhante, mas excluindo-se
a amostra. Os resultados sdo expressos em equivalentes de pinocembrina, utilizando-se a
seguinte reta de calibragdo y= 0.1716x + 0.0075; R?= 0.996. Todas as experiéncias foram
realizadas em triplicado.
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2.6. Identificacéo de compostos fendlicos por LC/DAD/ESI-MS"

A identificacdo dos compostos fendlicos foi efetuada num equipamento de
cromatografia Finnigan Surveyor (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA) equipado com
um detetor de diodos e acoplado a um detetor de massas.

O sistema cromatografico consistiu huma bomba quaternaria, um amostrador
automatico, um desgaseificador, um detetor de fotodiodos de matriz e um compartimento
de coluna termostatizado. O controlo e aquisi¢do dos dados foi realizado através do
sistema Xcalibur ® (ThermoFinnigan, San Jose, CA, EUA). As analises foram realizadas
numa coluna Nucleosil C18 Macherey-Nagel (250 mm x 4 mm id, 5 um de didametro da
particula), com temperatura mantida a 25°C. A fase movel foi composta por acido formico
a 0.1% (v/ v) em agua (A) e acetonitrilo (B), previamente desgaseificados e filtrados. O
gradiente do eluente iniciou-se com 20% de B, atingindo 30% de B em 10 min, 40% de
B em 40 min, 60% de B em 60 min, 90% de B em 80 min e voltando as condicdes iniciais.
O fluxo utilizado foi de 1 mL/min a dividir por 200 pL/min para o0 MS.

O detetor de massas utilizado foi um Finnigan LCQ Surveyor XP MAX
quadrupole ion trap mass spectrometer, equipado com uma fonte de ionizacdo de
electrospray (ESI). A pureza do azoto foi superior a 99% com uma pressdo de 520 kPa
(75 psi). O instrumento foi operado em modo de ido negativo por ESI. A tensdo da agulha
foi fixa em 5,00 kV com uma temperatura capilar de 325°C. Para os ensaios de CID-
MS/MS e MS" foi utilizado hélio como gas de colisdo, com uma energia de colisdo de
25-40 eV.

A analise das amostras foi realizada dissolvendo-se o extrato seco de propolis
liofilizado (10 mg) em 1 mL de 80% de etanol. Todas as amostras foram previamente
filtradas através de uma membrana de nylon de 0.2 um (Whatman). O controlo e a

aquisicdo de dados foi efetuado com o programa Xcalibur® data system.

A analise por LC/DAD/ESI-MS" permite a elucidacdo de compostos fendlicos por
comparagdo do seu comportamento cromatografico, espectros de UV e de informacéo
MS com compostos de referéncia®®. Quando os padroes ndo estdo disponiveis, a
informacao estrutural pode ser confirmada por dados de UV, combinados com os padrfes
de fragmentacdo MS previamente relatados na literatura. Este estudo foi realizado
utilizando LC-MS no modo de ides negativos devido a uma sensibilidade mais elevada

na andlise das diferentes classes de polifenois®*.
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2.7. Quantificacdo por HPLC

A gquantificacdo dos compostos fenolicos presentes nas amostras de propolis foi
realizada por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), com detecdo no UV,
Resumidamente, o sistema cromatogréafico consistiu num modulo de separagdo de Knauer
Smartline equipado com um amostrador automatico Knauer Smartline 3800, um sistema
de arrefecimento ajustado para 4°C e um detetor de UV Knauer 2500. A aquisicdo de
dados e controlo remoto do sistema de HPLC foi realizada através de um software
ClarityChrom® (Knauer, Berlim, Alemanha). A coluna foi de 250 mm x 4 milimetros id,
o didmetro da particula 5 um, extremidade nivelada Nucleosil C18 (Macherey-Nagel), e
a sua temperatura foi mantida a 30°C. A fase movel foi composta por (A) 0.1% de acido
férmico em &gua e (B) 0.1% de acido formico em acetonitrilo, que foram previamente
desgaseificados e filtrados. O gradiente do eluente comegou com 20% de B, atingindo
30% de B em 10 min, 40% de B em 40 min, 60% de B em 60 min, 90% de B em 80 min,
retomando posteriormente as condi¢des iniciais. Os compostos fenolicos foram
quantificados por comparacdo da area do seu pico registada a 280 nm com calibracéo area
obtida para compostos padrdo, por meio de curvas de calibracdo determinadas para o
acido clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico, acido ferdlico, campferol,
pinocembrina, crisina e acido cafeico fenil-etil éster na gama de 0.003-2 mg/mL. Quando
0 composto padrdo ndo estava disponivel, a quantificacdo foi efetuada em equivalentes
do composto fendlico com estrutura semelhante.

A todos os extratos foi adicionado o padréo interno de p-cumarato de metilo (1S1),
a excecdo da amostra RGS3 que se adicionou acido salicilico devido & sobreposicdo de
picos com o padréo.

Para a analise de HPLC dissolveu-se os extratos secos (10 mg) em 1 mL de 80%
de etanol. Todas as amostras foram previamente filtradas através de uma membrana de

nylon 0.2 um (Whatman), injetando-se 10 pL da solucéo.
2.8. Atividade antioxidante

2.8.1. Efeito bloqueador de radicais livres

O efeito bloqueador de radicais livres das amostras de propolis foi realizado
recorrendo ao método do DPPH, aplicando-se o procedimento descrito por Brand-
Williams et al.?® com modificacdes. A reacdo foi realizada numa microplaca de 96 pogos
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adicionando-se uma aliquota da solucdo de extrato etandlico de propolis (0.08 mL) a
0.292 mL de uma solucdo de DPPH (0.025 g/L em 80% etanol). Este procedimento foi
aplicado para diversas solucfes de extrato com concentragdes varidveis entre 2.5 e 40
ug/mL. A avaliacdo da absorvancia foi realizada a 515 nm utilizando-se um leitor de
Microplacas ELX800 (Bio-Tek Instruments, Inc.). Para comparar a atividade bloqueadora
aplicou-se 0 mesmo procedimento a uma mistura padrdo de compostos fenolicos (acido
caféico: galangina: pinocembrina, (1:1:1)). Os resultados sdo expressos em percentagem
de inibicdo do radical, calculada de acordo com a expressao seguinte:
% Inibicdo = [(ApppH.-Aamostra) / ApppH.] X 100

onde ApppH representa a absorvancia da solucdo de DPPH e Aamostra @ absorvancia da
solucdo ap0s a adicdo da amostra.

A representacdo grafica da percentagem em funcdo da concentracdo de extrato
permite obter a quantidade de amostra necessaria para provocar um decréscimo de 50%
da quantidade de radicais de DPPH inicial, ECso. Todas as experiéncias foram realizadas

em triplicado.

2.8.2. Poder redutor

O poder redutor das amostras de prépolis foi determinado de acordo com o0 método
de Oyaizu?’. Resumidamente misturam-se 2.5 mL de extrato etandlico de prépolis (10-
200 pg/mL) com 2.5 mL de tampéo fosfato (0.2 mol/L, pH 6.6) e 2.5 mL de ferrocianeto
potassio a 1%. A mistura foi depois incubada a 50°C durante 20 min, adicionando-se
posteriormente uma aliquota (2.5 mL) de acido tricloroacético a 10%, e centrifugando-se
a 3000 rpm (Centurion K2R série) durante 10 min. Ap6s a centrifugacdo, a camada
superior da solucdo (2.5 mL) foi misturada com &gua destilada (2.5 mL) e FeCls (0.5 mL,
0.1%), medindo-se a absorvancia final 700 nm. Como padrao utilizou-se uma mistura de
acido cafeico: galangina: pinocembrina (1:1:1), para calcular a reta de calibracdo (y=
5.4753x + 0.0153; R?= 0.993) exprimindo-se o resultado final em g de equivalentes por
g de extrato. Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado.
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2.8.3. Eletroatividade

As medicOes voltamétricas (voltamétrica de impulso diferencial) foram efetuadas
num potencidstato/galvanostato Autolab® PGSTAT 302 controlado por um computador
com software GPES (General Purpose for Electrochemical Systems) da Autolab®.

Os ensaios foram realizados numa célula eletroquimica com uma configuracéo de
trés elétrodos, constituida por um elétrodo de referéncia de Ag/AgCl (3 mol dm KCI)
como solucdo interna, um elétrodo de trabalho de carbono vitreo, com uma area de ¢ =
0.07 cm? (Bioanalytical Systems) e uma folha de platina como contra-elétrodo.

Antes de cada utilizac&o, o elétrodo de trabalho foi polido numa suspenséo aquosa
de alumina (0.3 um, Beuhler) sob um disco de lixa fina Master-Tex (Beuhler) e lavado
com agua desionizada. Seguidamente, aplicando-se um tratamento quimico, o elétrodo
foi colocado num banho de ultra-sons numa solucdo de HCI 6 mol dm (1 minuto) e
depois em MeOH (1 minuto). Este procedimento de limpeza foi efetuado, sempre, antes
de cada medicéo.

No decorrer dos ensaios eletroquimicos os extratos de propolis e os padrbes séo
analisados em solucgdes de EtOH/tampdo Britton-Robinson/TBAP (78:20:2) a pH 7. O
tamp&o Britton-Robinson é uma associa¢do da mistura de trés &cidos, acido formico,
acido borico e &cido acético. As solugdes de extratos foram preparadas com concentracao
de 1mg/mL, enquanto que para o padrdo, acido p-cumarico, a concentracdo foi
compreendida entre 0.1 a 0.8 mM. Todas as solucBes foram analisadas imediatamente
apo6s a colocacdo do elétrodo de trabalho, para minimizar os efeitos de adsorcdo a
superficie do elétrodo. O estado da superficie do elétrodo foi previamente monitorizado,
efetuando-se analises voltamétricas apenas com uma solucio de TBAP (0.1 mol dm™).

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante utilizou-se a voltametria de impulso
diferencial, DPV, com 60 mV para amplitude de pulso e 0.030 Vs™ como velocidade de
varrimento.

O processo de quantificacdo foi realizado a pH = 7, considerando o sinal da
resposta eletroquimica das amostras e comparando com a densidade de corrente obtida
para o padrdo. Para a calibracdo sdo utilizadas varias solucdes de acido p-cumarico no
intervalo de 0.01 a 0.10 mg/mL1. O sinal analitico das amostras (intensidade de corrente)
foi medido entre o pico maximo e a linha de base, definida como a tangente entre 0 menor
e 0 maior potencial de vale. Este sinal de corrente é expresso em termos de equivalentes

de &cido p-cumarico por grama de extrato de propolis utilizando-se a equacao
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y = 75.4590-0.2569x; R? = 0.997. A soma dos valores calculados para cada um dos
processos eletroquimicos de uma amostra foi usado para expressar o poder antioxidante
eletroquimico total (TEAP) da propolis. Todas as experiéncias foram realizadas em
triplicado.

Figura 11 - Montagem experimental.
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3. Resultados obtidos e discussao

Neste capitulo apresentam-se os resultados da caraterizagdo da cor, a identificacdo
e quantificacdo de compostos fendlicos e a correlacdo que estes apresentam com a

atividade antioxidante avaliada por técnicas espectrofotométricas e eletroquimicas.
3.1. Cor

Uma das primeiras caracteristicas consideradas na comercializacdo de propolis é
asua cor. A cor da propolis pode evidenciar tonalidades distintas, desde um verde-escuro
quase negro até uma cor vermelha intensa, mas também se pode encontrar amarelo,
laranja, castanho claro ou escuro®l. No Brasil, a cor verde da propolis de Baccharis

dracunculifolia é uma referéncia de qualidade.

As amostras de propolis em estudo exibem cores diferentes dependendo da sua
origem geografica. Através da observagdo visual, cinco amostras da regido do sudeste do
Brasil (Minas Gerais - MG) apresenta uma cor esverdeada, menos evidente nas amostras
MG2-4 e MG8 que, sem o auxilio de qualquer tipo de instrumento, identificam-se com
uma cor castanha. Esta cor é idéntica a observada para as amostras do sul do Brasil
(Parand - P, Santa Catarina - SC, Rio Grande do Sul — RGS) (Tabela 2).

Na Gtica do observador as conclusdes tiradas sobre a cor da prépolis podem ser
bastante variaveis, pelo que o recurso a um sistema de cor independente do observador,
como o sistema CIELAB, permite obter resultados mais fidveis. Este sistema, CIELAB,
consiste numa componente de luminosidade (L*) e dois componentes cromaticos em que
o valor a* representa verde (-a) para vermelho (+a), e o valor de b* representa de cor azul
(-b) para uma cor amarela (+b).

De acordo com os valores descritos na Tabela 2, as amostras em estudo revelam
intensidades altas (L*) que variam entre 38 e 52, isto significa que apresentam cores
claras. A coordenada a* apresenta valores baixos que alternam entre 3 e 8. As amostras
que apresentam os valores de a* mais baixos sdo as MG1, MG6 e MG7, o que justifica a
sua tonalidade verde. Analisando os resultados para a coordenada b*, verificam-se
valores elevados, que alternam entre 20 e 32. Pode-se tambem verificar que os valores
mais altos em C*ab correspondem as amostras que apresentam a cor verde, com excec¢ao
na amostra RGS3, em que a contribuicdo de a* é significativamente mais elevada que

todas as restantes.
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Tabela 2- Cor da propolis

Amostras Cor visual indice de cor
L* a* b* C*ab
MG1 Verde 52+1 3+1 32+1 32+1
MG2 Castanho 3940 6+1 21+1 22+1
MG3 Castanho 44+1 6+2 28+1 29+1
MG4 Castanho 45+1 6+1 28+1 27+1
MG5 Verde 4645 6+1 27+1 28+1
MG6 Verde 4410 3+l 30+0 30+0
MG7 Verde 43+2 310 28+3 29+3
MG8 Castanho 38+1 410 22+1 22+1
MG9 Verde 43+1 4+2 3310 3310
X(MG)+SD 44+1 4+1 28+1 28+1
P1 Castanho 4242 7+0 28+1 29+1
P2 Castanho 38+4 6+1 23+4 26+4
P3 Castanho 39+1 4+1 20+1 20+0
P4 Castanho 52+3 5+1 23+2 2442
X(P)£SD 4342 5+1 23+2 25+2
SC1 Castanho 4510 540 30+0 31+0
RGS1 Castanho 44+1 6+0 22+1 23+1
RGS2 Castanho 40+2 6+0 20+1 21+1
RGS3 Castanho 461 8+1 31+1 32+1
X(RGS)£SD 44+1 6+0 26+1 27+1

3.2. Contetido fendlico

Para avaliar as carateristicas fendlicas das amostras de propolis € necessario
efetuar a extracdo desta componente. O rendimento deste processo de extracao,
denominado de extrato balsdmico, apresenta na generalidade um valor compreendido
entre 0s 50 e 0s 60% encontrando-se o seu valor mais baixo, 42%, para a amostra P4 e o
valor mais alto, 79% para a amostra RGS3. Esta amostra, como se verificard

posteriormente apresenta particularidades distintas das restantes amostras (Tabela 3).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 3, ha uma variabilidade
significativa da quantidade de fendis presentes nas amostras de propolis de 2 a 31 g/100g
de prépolis. As amostras que apresentam maiores quantidades de fendis sdo oriundas do
estado de Minas Gerais com uma média de 17 g/100 g, sendo que as amostras MG1,
MG2, MG6 e MG9 apresentam valores superiores a 19 g/100g de prépolis. A amostra
MG9, que expressa 0 maior valor em fendis totais (31 g/100g de propolis) apresenta
quantidades bem mais baixas de flavanonas/di-hidroflavonois (1.8 g/100g de prépolis) e
1.2 g/100g de propolis de flavonas/flavonois, indicativo que os compostos fenolicos que
mais contribuem para esta amostra serdo fendlicos simples, como alids € comum nas

amostras de prépolis verde do Brasil.
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O teor em flavanonas/di-hidroflavonas apresenta uma oscilagéo entre 0.6 a 7.7
9/100g de prdpolis, sendo que apenas cinco das amostras (MG2, MG7, P2, SC1, RGS3)
apresentaram concentragdes acima de 5%3. No que se refere as flavonas/flavonois, 0s
valores sdo ainda mais reduzidos que 0s encontrados para o grupo anterior, tendo um
méaximo de 3.5 g/100g de propolis numa amostra de Minas Gerais e estando mesmo
ausentes numa das amostras do Rio Grande do Sul. Globalmente, as amostras revelam
uma composicao fendlica significativamente mais rica em compostos fendlicos simples
do que em flavonoides, o que estd de acordo com os dados descritos na literatura para a
prépolis Brasileira, e confronta com as carateristicas da propolis comum de regides

temperadas como Portugal®=°,

Tabela 3 - Anélise fendlica da propolis.

Amostras Rendimento? Fenois? Flavanonas® Flavonas?
MG1 55.7+6.1 19+1 3.840.0 3.2+0.1
MG2 62.2+16.3 19+0 5.0+0.5 1.4+0.1
MG3 63.6+10.5 8+1 4,9+0.6 1.4+0.1
MG4 50.0+10.4 1141 3.8+0.9 1.3+0.1
MG5 58.5+£1.0 11+1 2.8+0.7 1.6+0.1
MG6 63.1+0.2 2242 49+0.1 2.2+0.3
MG7 60.0+4.3 1743 5.240.4 3.5+0.2
MGS8 51.3%4.9 17+0 3.320.9 2.6+0.2
MG9 55.6+0.4 31+0 1.8+0.3 1.2+0.0

X(MG)£SD 57.7£6.0 17+1 3.9+0.6 2.0+0.1
P1 57.4+0.6 80 3.4+0.0 1.1+0.1
p2 61.7£2.9 10+0 5.8+0.9 0.9+0.1
P3 49.6+4.4 11+0 0.6+0.9 1.3+0.1
P4 41.9+12.7 240 1.1+0.8 0.3+0.0

X(P)xSD 52.645.1 8+0 2.7+0.7 0.9+0.0
SC1 51.2+13.4 6+0 5.1+0.0 0.1+0.0
RGS1 47.7+4.8 240 3.8+0.4 0.7+0.1
RGS2 55.5+2.6 240 3.2+0.3 0.0+0.0
RGS3 78.9+7.0 12+1 7.710.1 3.1+0.1

X(RGS)£SD 60.7+4.8 6+0 4,9+0.3 1.3+0.2

(a) em % de extrato; (b) g/100g de propolis
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3.3. Analise do perfil fenolico

O estudo do perfil fenolico foi efetuado por LC-MS, que permitiu distinguir dois
tipos de prépolis atraves do seu perfil cromatografico e espectroscopico. Uma das
amostras, RGS3 de Rio Grande do Sul, apresentava um perfil fendlico semelhante ao
encontrado em propolis das regides temperadas® identificando-se 28 compostos. Nestes,
identificaram-se acidos fendlicos simples como o acido cafeico, acido p-cumarico e acido
cindmico e &cidos fendlicos metilados como o &cido ferulico, &cido isoferulico e &cido
3,4-dimetilcafeico (DMCA). Nos é&cidos fenolicos esterificados encontram-se o p-
cumarato de metilo, o acido cinamilidenaceético, dois isomeros de cafeato de isoprenilo,
cafeato de benzilo éster, cafeato de feniletilo (CAPE), p-cumarato de isoprenilo e o

cafeato de cinamilo.

No grupo dos flavonoides foi possivel identificar a quercetina, o éter de 3-metil-
quercetina, o campferol, o éter de 5-metil-galangina e a galangina. J& nas flavanonas e di-
hidroflavondis foram identificados o composto éter de 5-metil-pinobanksina, a
pinobanksina, o éter de 5-metil-pinocembrina, a pinocembrina, o acetato de 3-O-
pinobanksina e o butirato de 3-O-pinabanksina. Por fim no grupo das flavonas encontrou-
se a apigenina e 0 6-metoxicrisina como compostos tipicos da prépolis proveniente de
rebentos de choupo (Tabela 4).

As restantes amostras do sul do brasil apresentaram um perfil fendlico diferente,
pelo qual se fez o estudo do perfil fendlico por LC-MS. O extrato foi analisado por
cromatografia liquida, com um detector diode-array, acoplada a espectrometria de massa
tandem com ionizacdo por electrospray (LC/DAD/ESI-MS") em modo negativo. A
analise dos espectros de UV em conjunto com identificacdo do ido molecular, [M-H], e
a interpretacdo dos espectros de fragmentacédo correspondentes, MS", permitiu identificar
0s compostos. O cromatograma referente a amostra de prépolis esta apresentado na Figura
12 podendo-se identificar os quinze compostos fendlicos encontrados, sendo eles, o acido
5-O-cafeoilquinico (pico 1, m/z 353), o acido cafeico (pico 2, m/z 179), trés isdbmeros do
acido dicafeoilquinico (pico 3 e 5 e 7, m/z 515), o acido p-cumarico (pico 4, m/z 163), 0
acido feralico (pico 6, m/z 193), o éacido isoferulico (pico 8, m/z 193), o acido
tricafeoilquinico (pico 9, m/z 677), o di-hidrocampferideo (pico 10, m/z 301), a drupanina
(pico 11, m/z 301), a capilartemisina A (pico 12, m/z 315), o p-cumarato de di-
hidroconiferilo (pico 13, m/z 327), o campferideo (pico 14, m/z 299) e a artepilina C (pico
15, m/z 299).
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0 s compostos mais abundantes séo dois isomeros do acido dicafeoilquinico (m/z

515), a drupanina (m/z 231), o campferideo (m/z 299) e a artepilina C (m/z 299),

confirmando deste modo um perfil fendlico tipico da prépolis verde cuja origem floral é

a espécie Baccharis dracunculifolia.
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Figura 12 - Perfil cromatografico obtido a 280 nm para o extrato fendélico de prépolis, MGL1.

Tabela 4 - Compostos fendélicos identificados por LC/DAD/ESI-MS" na amostra de prépolis

MG1 - Minas Gerais.

Composto tr (min) Amax (Nm) [M-H]- m/z MSn (% base do pico)
Acido 5-0-cafeoilquinico (1) 9.56 325 353 191 (66), 179 (100), 173 (70), 135 (14)
‘. . 179,
Acido cafeico (2) 13.7 292,322 [M+46]": 225
Acido dicafeoilquinico (3) 17.6 325 515 353
- - 163,
éado p-cumarico (4) 18.5 310 [M+46]: 208
Acido dicafeoilquinico (isémero) (5) 19.3 325 515 353
- - 193,
Acido fertlico (6) 19.5 295sh, 322 [M+46]- 238
foa . 193,
Acido isofertlico (7) 20.2 298,319 [M+46]: 238
Acido dicafeoilquinico (isémero) (8) 325 515 353
Acido tricafeoilquinico (9) 29.5 325 677 515
Dihidrocampferideo (10) 41.7 292 301 283 (100), 255 (25), 227 (21), 152 (52)
Drupanina (11) 539 313 231 187
Capilartemisina A (12) 55.4 310 315 285 (65),271 (100), 253 (35), 241 (55)
p-Cumarato de dihidroconiferilo (13) 55.8 310 327 283 (100), 268 (2), 239 (6)
Campferideo (14) 63.8 265,364 299 284 (100), 151 (<1)
Artepilina C (15) 72.9 310 299 255
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3.4. Quantificagao por HPLC - DAD

O perfil fendlico das amostras de propolis apesar de complexo, apresenta muitas
vezes uma composicdo semelhante, mas com diferencgas significativas na quantidade de
cada um dos compostos presentes, o que altera de uma forma consideravel as suas
propriedades. Para uma melhor percecdo da diversidade de propolis da regido sudeste do
Brasil, as dezassete amostras foram quantificadas por HPLC/DAD, relativamente aos
compostos maioritarios identificados. Para padrdo interno foi escolhido o p-cumarato de
metilo, considerando-se a resposta do detetor e do tempo de retencdo, e apenas para a

amostra RGS3 utilizou-se como padrdo interno o acido salicilico (Figura 13 e 14).

A escolha do padrédo interno é feita de acordo com os compostos presentes nas
amostras, este ndo pode estar presente na amostra e 0 seu tempo de retencdo ndo pode
coincidir. O composto padrao de acido salicilico foi utilizado para a amostra tipo choupo,

por ja ter sido utlizado e otimizado o método anteriormente.

Como referido anteriormente, a composicdo entre as amostras é semelhante
denotando-se uma maior diferenca da amostra RGS3 com as restantes. No entanto, €

possivel encontrar diferencas significativas nas concentragdes individuais dos compostos.

Com base no perfil fendlico é possivel agregar dezasseis amostras e identifica-las
como propolis verde, sendo os compostos mais abundantes o &cido dicafeoilquinico
(composto 6), que varia de 2.8 a 61.8 mg/g de extrato, 0 seu isémero (composto 7)
variando num intervalo de 8.6 a 80.6 mg/g de extrato e a artepilina C (composto 36) na
gamade 2.6 a 51.1 mg/g de extrato (Tabela 5 e 6). Apenas a amostra RGS3 de Rio Grande
do Sul apresenta uma composi¢do composta principalmente por pinocembrina (composto
27 - 38 mg/q), crisina (composto 28, 32.3 mg/g) e acetato de 3-O-pinobanksina (composto
30— 41 mg/g). Dado o numero significativo de compostos e situacdes os resultados foram
agrupados de acordo com as classes fendlicas (Tabela 7).
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Figura 13 - Perfil cromatogréafico obtido a 280 nm dos extratos etanélicos de prépolis: (a) Prépolis verde, IS1 -
Padrdo interno: p-Cumarato de metilo. 1- &cido cafeoilquinioco; 2- acido cafeico; 3- cido p-cumarico; 4- acido

ferulico; 5- &cido isoferdlico; 6- acido dicafeoilquinico; 7- isémero do &cido dicafeoilquinico; 9- acido
tricafeoilquinico; 16- dihidrocampferideo; 22- drupamina; 23- capilartemisina A; 32- campferideo; 36-artepilina
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Figura 14 - Perfil cromatografico obtido a 280 nm dos extratos etandlicos de propolis: (b) Tipo de choupo. 1S2
- Padrdo interno: acido salicilico. 2- acido cafeico; 3- acido p-cumarico; 4- acido ferulico; 5- &cido isoferulico;
8- acido 3,4-dimetilcafeico (DMCA); 10- éter de 5-metil-pinobanksina, 11- quercetina, 12- &cido cindmico, 13-
éter de 3-metil-quercetina; 14- p-Cumarato de metilo; 15- pinobanksina; 17- éter de 5-metil-pinocembrina; 18-
apigenina; 19- campferol; 20- acido cinamilidenacetico; 21- éter de 5-metil-galangina; 24- cafeato de isoprenilo;
25- isdmero de cafeato de isoprenilo; 26- cafeato de benzilo; 27- pinocembrina; 28- crisina; 29- cafeato de
feniletilo (CAPE); 30- acetato de 3-O-pinobanksina; 31- galangina; 33- 6-methoxicrisina; 34- p-cumarato de
isoprenilo; 35- cafeato de cinamilo; 37-butirato de 3-O-pinabanksina.
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Tabela 5 - Composicao por classes de compostos fendlicos presentes na prdpolis Brasileira (mg/g de extrato).

Acidos

Total de

Amostras Acfd_os Esz;gts)sde fen(?li?os écid.os Flavonois Flavonas e Dl\;:::::')l;(s)t:a- Tota’\! Artepillina C
fenolicos 115 terpénicos fenodlicos Flavanonas , Flavonoéides
fendlicos simples ésteres
MG1 27.9+0.4 165.4+5.1 39.8+0.8 233.1+6.2 18.9+0.2 ND 23.6x0.0 42.5+0.2 27.7+0.6
MG2 25.1+£0.1 100.8+0.3 25.1+0.2 151.0+0.6 6.4+0.1 ND 13.2+0.0 19.6x0.1 11.1+0.0
MG3 14.1+0.4 46.9+0.7 18.5+0.1 79.5+1.2 9.5+0.5 ND 11.6x0.2 21.1+0.7 10.0+0.1
MG4 26.8+0.0 74.5+0.6 23.8+0.0 125.1+0.7 5.7+0.0 ND 10.4+0.0 16.1+0.1 13.9+0.0
MG5 27.1+0.1 115.5+0.2 14.61£0.0 157.2+0.3 6.4+0.9 ND 13.0£0.2 19.3+£1.1 6.6x0.0
MG6 26.7+0.0 133.74£0.1 20.6x0.2 181.0+0.4 35.4+0.7 ND 15.1+0.0 22.6x0.7 12.8+0.0
MG7 24.3+0.1 113.8+1.4 66.0+0.2 204.2+1.7 24.1+0.2 ND 24.9+0.6 49.0+0.8 51.1+0.0
MG8 37.2+0.2 139.5+0.9 36.1+0.1 212.8+1.2 13.4+0.0 ND 21.9+0.0 35.4+0.1 20.3£0.0
MG9 25.9+0.2 177.9+1.5 8.2+0.0 212.0+1.7 4.7+0.1 ND 9.8+0.2 14.5+0.3 3.1x0.0
X(MG)+SD 26.1+0.2 118.7+1.2 28.1+0.2 172.9+1.6 13.8+0.3 ND 15.9+0.1 26.7+0.4 17.4+0.1
P1 36.9+0.3 23.2+0.9 12.240.1 72.3+1.3 4.7+0.0 ND 3.8+0.2 8.5+0.3 6.7+0.0
P2 6.910.1 23.1+0.3 11.0+0.0 41.1+0.4 6.1+0.4 ND 5.3+0.0 11.4+0.4 6.1+0.0
P3 19.4+0.3 55.7+7.2 19.0+0.0 94.1+£7.5 5.8+0.1 ND 11.7+0.0 17.5+0.1 10.3+0.0
P4 13.610.0 47.3+0.0 16.1+0.0 77.0+0.1 5.2+0.3 ND 8.3+0.0 13.5+0.3 8.8+0.0
X(P)+SD 19.2+0.2 37.3+2.1 14.6+0.1 71.1+2.3 5.5+0.2 ND 7.3+0.1 12.7+0.3 8.0+£0.0
SC1 2.2+0.0 ND ND 2.2+0.0 ND ND ND ND ND
RGS1 4.5+0.3 10.8+0.3 5.1+0.1 20.4+0.7 2.3+0.4 ND 3.4+2.0 5.6+2.4 2.6+0.0
RGS2 2.4+0.1 3.0+0.0 1.9+0.0 7.2+0.1 ND ND ND ND ND
RGS3 37.4+0.1 51.0+1.1 ND 88.3+1.2 134.7+1.9 79.0+4.7 81.7+1.3 295.3+7.8 ND
X(RGS)+SD 14.8+0.2 21.6+0.5 2.3+0.0 38.7+0.6 45.6+0.7 26.3+1.6 28.3+1.1 100.3+3.4 0.9+0.0

ND- N&o detetado
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Tabela 6 - Contetdo fendlico nas amostras de propolis Brasileira MG1-9 e P1-2 (mg/g de extrato).

Compostos (nfirn) Amax (Nm) MG1 MG2 MG3 MG4 MG5 MG6 MG7 MG8 MG9 P1 P2
Acido cafeoilquinico (1) 49 325 15.3+0.5  5.9+0.0 6.1+0.6 8.8+0.0 11.1+0.1 15.3#0.1 8.7+1.4 12.6+0.8 13.4+#0.1 3.5+0.3 3.2%0.2
Acido cafeico (2) 7.6 322 4.9+0.0 2.8+0.0 2.5+0.0 2.7+0.0 3.6+0.0 2.6%0.0 2.5+0.0 3.7+£0.0 2.740.0 1.7+0.2 1.3%0.0
Acido p-cumdrico (3) 12.9 310 16.4+0.1 17.3+0.1 6.4+0.0 14.4+0.0 10.7#0.1 18.8+0.0 16.5+0.1 27.2+0.1 17.3x0.0 3.9+0.2 2.7+0.0
Acido fertilico (4) 14.5 295sh, 322 4.0+0.0 2.8+0.0 3.1£0.0 7.9+£0.0 10.1+0.0 3.3%0.0 3.1£0.1 3.84£0.2 3.620.1 2.7+0.0 2.0+0.1
Acido isofertlico (5) 15.2 298, 319 2.5+0.4 2.3+0.1 2.0£0.4 1.9+0.0 2.84£0.0 2.0£0.0 2.3£0.0 2.5£0.0 2.3+0.2  0.9+0.0 0.9+0.0
Acido dicafeoilquinico (6) 15.8 325 55.0+4.8 32.7+0.3 13.7x0.2 23.7+0.1 37.1+0.0 43.2+0.1 38.0£0.1 47.4#0.1 61.8+1.3 6.120.2 6.7+0.1
Acido dicafeoilquinico, isémero (7) 16.6 325 71.5#1.2 47.6x0.1 17.6%x0.1 29.5+0.6 49.6%0.2 59.7+0.1 50.6+0.0 59.8#0.3 80.6+0.7 8.6+0.8 8.8+0.2
Acido 3,4-dimetilcafeico (DMCA) (8) 20.0 322
Acido tricafeoilquinico (9) 22.3 325 23.6+0.8 14.7+0.0 9.4+0.0 12.3%0.0 17.7+0.0 15.4£0.0 16.6+0.0 19.7#0.0 22.1#0.1 5.0£0.0 4.4+0.0
Eter de 5-metil-pinobanksina (10) 23.5 286
Quercetina (11) 23.9 256,370
Acido cinamico (12) 24.5 277
Eter de 3-metil-quercetina (13) 25.6 256,355
p-Cumarato de metilo (14) 25.6 307
Pinobanksina (15) 29.5 292
Dihidrocampferideo (16) 30.2 292 23.6+0.0 13.2¢0.0 11.6%x0.2 10.4+0.0 13.0+0.2 15.1£0.0 24.9+0.6 21.9+0.0 9.840.2 3.8+0.2 5.3%0.0
Eter de 5-metil-pinocembrina (17) 30.8 286
Apigenina (18) 31.2 268, 337
Campferol (19) 325 256, 355
Acido cinamilidenacetico (20) 37.2 310
Eter de 5-metil-galangina (21) 39.0 265, 352
Drupamina (22) 41.1 313 8.3+0.1 10.2+0.1 6.0+0.1 5.9+0.0 5.1+0.0. 4.8+0.0 9.6+0.2 11.8+0.1 3.1x0.0 4.1x0.1 3.4+0.0
Capilartemisina A (23) 43.3 210 3.8x0.4 3.8+0.1 2.6x0.0 4.1+0.0 2.9+0.0 3.0£0.2 5.4+0.0 4.0£0.0 2.1+0.0 1.4+0.0 1.5+0.0
Cafeato de isoprenilo (24) 445 325
Cafeato de isoprenilo, isémero (25) 46.0 325
Cafeato de benzilo éster (26) 47.0 325
Pinocembrina (27) 49.6 289
Crisina (28) 50.4 268,313
Cafeato de feniletilo (CAPE) (29) 51.0 325
Acetato de 3-0-pinobanksina (30) 52.0 292
Galangina (31) 52.0 265, 358
Campferideo (32) 53.3 265, 364 18.9+0.2  6.4+0.1 9.5+0.5 5.7+£0.0 6.4£0.9 7.5£0.7 24.1%¥0.2 13.4%x0.0 4.7#0.1 4.7#0.0 6.1+0.4
6-Methoxicrisina (33) 54.2 265, 300sh, 350sh
p-Cumarato de isoprenilo (34) 56.6 310
Cafeato de cinamilo (35) 57.7 324
Artepilina C (36) 64.8 310 27.7¢0.6 11.1x0.0 10.0+0.1 13.9+0.0 6.6+0.0 12.840.0 51.1#0.0 20.3¥0.0 3.1x0.0 6.7£0.0 6.1+0.0
Butirato de 3-0-pinabanksina (37) 65.0 294

Sombreado representa os compostos tipicos da propolis verde.
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Tabela 7 — Conteudo fen6lico nas amostras de propolis Brasileira P3-4, SC1 e RGS1-3 (mg/g de extrato)

Compostos tr (min) Amax (Nm) P3 P4 SC1 RGS1 RGS2 RGS3
Acido cafeoilquinico (1) 4.9 325 13.8+0.2 6.0+0.0 2.50.0
Acido cafeico (2) 7.6 322 2.7+0.0 2.8+0.0 1.1+0.2 6.9+0.1
Acido p-cumdrico (3) 12.9 310 9.2+0.0 4.1+0.0 1.1+0.0 1.0£0.1 1.0£0.1 8.4+0.1
AGLED B ([ LS 2R, S22 54%00  47:0.0  1.0£00 1700 1.4£0.0 4.3%0.0
Acido isoferulico (5) 15.2 298,319 2.1+0.3 2.00.0 0.8+0.0 4.6%0.0
Acido dicafeoilquinico (6) 15.8 325 10.8+£7.2 14.1+0.0 2.8+0.0
Acido dicafeoilquinico, isémero (7) 16.6 325 21.2+0.8 18.1+£0.0 2.4+0.0
Acido 3,4-dimetilcafeico (DMCA) (8) 20.0 322 6.9x0.1
Acido tricafeoilquinico (9) 22.3 325 9.9+0.0 9.1+0.0 3.1+0.0 3.0+0.0
Eter de 5-metil-pinobanksina (10) 23.5 286 18.7+0.2
Quercetina (11) 239 256,370 6.1+0.0
Acido cinamico (12) 24.5 277 6.2%0.0
Eter de 3-metil-quercetina (13) 25.6 256, 355 10.2+0.3
p-Cumarato de metilo (14) 25.6 307 4.0£0.1
Pinobanksina (15) 29.5 292 15.9+0.5
Dihidrocampferideo (16) 30.2 292 11.7£0.0 8.3+0.0 3.4+2.0
Eter de 5-metil-pinocembrina (17) 30.8 286 5.3x0.9
Apigenina (18) 31.2 268, 337 3.6x0.0
Campferol (19) 32.5 256, 355 7.7x0.1
Acido cinamilidenacetico (20) 37.2 310 11.9+0.1
Eter de 5-metil-galangina (21) 39.0 265, 352 7.8£0.0
Drupamina (22) 411 313 4.5+0.0 4.8+0.0 1.6+0.1 0.9+0.0
Capilartemisina A (23) 43.3 210 4.2+0.0 2.6%0.0 0.9+0.1 0.9+0.0
Cafeato de isoprenilo (24) 445 325 4.8+0.0
Cafeato de isoprenilo, isémero (25) 46.0 325 4.8+0.4
Cafeato de benzilo éster (26) 47.0 325 12.5£0.9
Pinocembrina (27) 49.6 289 37.7+0.6
Crisina (28) 50.4 268,313 32.3%#3.6
Cafeato de feniletilo (CAPE) (29) 51.0 325 12.9+0.4
Acetato de 3-0-pinobanksina (30) 52.0 292 41.0+0.7
Galangina (31) 52.0 265, 358 102.9+1.8
Campferideo (32) 53.3 265, 364 5.8+0.1 5.2+0.3 2.3+x0.4
6-Methoxicrisina (33) 54.2 265, 300sh, 350sh
p-Cumarato de isoprenilo (34) 56.6 310 7.7+0.1
Cafeato de cinamilo (35) 57.7 324 8.2+0.1
Artepilina C (36) 64.8 310 10.3+0.0 8.8+0.0 2.6%0.0
Butirato de 3-0-pinabanksina (37) 65.0 294 6.1+0.1

Sombreado representa os compostos tipicos da propolis verde.
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3.5. Atividade antioxidante

A bioatividade da propolis brasileira foi avaliada através de métodos
espetroscdpicos comuns tais como a capacidade bloqueadora de radicais livres (DPPH) e
do poder redutor. Adicionalmente, foram aplicadas técnicas eletroquimicas, como uma
ferramenta alternativa rapida e de baixo custo, pois € uma técnica que utiliza poucos

reagentes e facil para avaliar o potencial antioxidante.

O DPPH ¢ um radical livre que pode ser obtido diretamente por dissolucéo do
reagente em meio organico, mudando da cor de violeta para amarelo ap6s a reducao por
qualquer processo de hidrogénio ou de doacio de eletrdes®®. As substancias capazes de
realizar esta reacdo podem ser consideradas como antioxidantes e, por conseguinte,
captadores de radicais®. A tabela 8 mostra valores de ECso de 0.02 mg/mL para a amostra
de prépolis MG2 de Minas Gerais e 0.11 mg/mL para as amostras do Rio Grande do Sul
RGS2-3. Quanto menor o valor de DPPH, maior a atividade antioxidante da amostra em
analise, pelo que, de acordo com os valores apresentados pode-se referir-se que as

amostras com maior atividade antioxidante sdo a MG1, P4, SC1, RGS2 e RGS3.

O poder redutor varia significativamente com a origem das amostras, entre um
maximo de 0.99 g/g de extrato para a amostra MG9 e um minimo de 0.07 g/g de extrato
para RGS3, de acordo com a Tabela 8. As amostras de Minas Gerais apresentam
globalmente um maior poder redutor que as restantes regifes, com varias amostras a

ultrapassarem 0.30 g/g de extrato.

Através da voltametria de impulso diferencial efetuou-se também a avaliagdo e
quantificacdo da atividade antioxidante dos extratos, recorrendo-se a retas de calibragédo
com o acido p-cumarico. Esta substancia padrdo foi escolhida por estar presente em

quantidades significativas nas amostras em estudo.

Em geral, as amostras apresentam trés regibes de atividade eletroquimica com
processos anodicos irreversiveis, a 0.2V, a 0.4 V e a 0.8 V, Tabela 8. O processo de
oxidacéo de 0.4 V é o mais forte em termos de densidade de corrente, no entanto, é comum
a todas as amostras. As ondas a 0.2 V e 0.8 V aparecem apenas em algumas amostras.

Para expressar a capacidade antioxidante de cada amostra de propolis efetuou-se

a avaliagdo da densidade de corrente eletroquimica através da medida da altura de cada
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um dos picos anodicos da amostra, comparando-se com o sinal eletroquimico de solucdes

de &cido p-cumarico com concentragdo conhecida.

A imagem da Figura 15 expressa um voltamograma para trés amostras, das quais
duas, representadas pelas letras (a) e (b), assumem semelhancgas representativas, ou seja,
ambas apresentam dois processos de oxidacdo a 0.2 V e a 0.4 V. A amostra representada
pela letra (c), corresponde a amostra de propolis com perfil fendlico tipico de choupo,

RGS3, onde se observam claramente trés processos de oxidagdo, a 0.2 V, 0.4 V e 0.8V.

Na Tabela 8 estd apresentado o poder antioxidante eletroquimico (EAP),
expresso em mg/mL de &cido p-cumarico, calculado para cada pico de oxidagéo, e ainda
o poder antioxidante eletroquimico total (TEAP), que resulta da soma dos diferentes EAP
para cada amostra. Fica claro a partir da tabela que os processos de oxidacdo com maior
contribuicdo para o TEAP sdo aqueles com potenciais mais baixos. No geral, foram
encontrados 0s maiores valores de TEAP para as amostras MG9 (0.6 mg/mL) e RGS3
(0.4 mg/mL), sendo a regido de Parana (P1-4) a que obteve um total de poder antioxidante
eletroquimico mais baixo.

Tabela 8 - Avaliacgdo da atividade antioxidante pelos métodos de DPPH, poder redutor e poder
antioxidante eletroquimico, obtidos por voltametria de impulso diferencial em EtOH.

Amostra DPPH2 Poder EAPc

redutor® 0.2V 0.4V 0.8V TEAPH
MG1 0.08+0.01  0.29+0.07 0.31+0.01 0.31+0.01
MG2 0.02+0.00  0.22+0.08 0.22+0.01 0.12+0.01 0.34£0.02
MG3 0.03+0.01  0.21+0.01 0.12+0.03 0.12+0.03
MG4 0.04+0.00 0.50+0.04 0.06+0.06 0.20+0.02 0.06+0.00 0.32+0.06
MG5 0.05£0.01 0.37+0.05 0.01x0.01 0.15+0.01 0.17+0.01
MG6 0.04+0.00  0.75+0.05 0.44+0.01 0.30+0.04
MG7 0.04+0.01 0.39+0.05 0.04+0.02 0.34+0.02 0.38+0.03
MG8 0.04+0.00  0.38+0.09 0.30+0.02 0.30+0.02
MG9 0.03+0.00  0.99+0.05 0.49+0.02 0.11+0.04 0.60+0.05
X(MG)£SD  0.04+0.00 0.45+0.05 0.04+0.03 0.28+0.02 0.10+0.02 0.31+0.03
P1 0.05£0.00 0.29+0.02 0.01x0.00 0.07+0.01 0.08+0.01
P2 0.06£0.01 0.27+0.01 0.01x0.01 0.07+0.05 0.08+0.05
P3 0.04+0.00 0.27+0.02 0.02+0.00 0.09+0.01 0.11+0.01
P4 0.08+0.01 0.10+0.02 0.01+0.01 0.06+0.01 0.07+0.01
X(P)+SD  0.05+0.00 0.23+0.01 0.01+0.00 0.07+0.02 0.08+0.02
SC1 0.09+0.01  0.24+0.05 0.09+0.01 0.09+0.01
RGS1 0.05+0.01  0.14+0.01 0.11+0.01 0.11+0.01
RGS2 0.11+0.04  0.10+0.03 0.06+0.05 0.06+0.05

RGS3 0.11+0.05  0.07+0.01  0.18#0.04 0.15%0.02 0.11+0.01  0.44+0.04
X(RGS)*SD  0.09+0.03  0.10+0.01  0.18+0.04 0.11+0.03 0.11+0.01  0.20+0.03

dmg/mL; °g/g extrato; °Poder antioxidante eletroquimico; ¢ poder antioxidante
eletroquimico total, a pH 7, expresso em mg/mL de &cido p-cumarico aos diferentes
potenciais apresentados pelos extratos de prépolis.
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Como se pode verificar ao longo deste estudo, o poder redutor ndo coincide com
a capacidade antioxidante, isto é, extratos que apresentam um maior poder redutor, ndo
apresentam uma maior capacidade antioxidante, como é exemplo a amostra MG6. O
poder redutor reflete as caracteristicas estruturais das espécies quimicas presentes nos

extratos, enquanto que a capacidade antioxidante é o resultado da quantidade de

compostos eletroativos.

J/uAcm'3

03 00 03 06 09 12 15
E/V

Figura 15 - Voltamograma de impulso diferencial a 10mg/10mL de extrato de propolis (a) MG5, (b)
P4 e (c) RGS3 em tampéo EtOH/ Britton-Robinson/TBAP (78:28:2) numa solugdo de pH=7 obtido
com um elétrodo de carbono vitreo entre -0.25 e 1.5 V, com 0.06 V de amplitude de pulso a 0.03

VI/s.
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4. Conclusdes

Com a realizacdo deste trabalho pretendeu-se caraterizar a composi¢do quimica
de amostras de propolis provenientes de diferentes localiza¢6es da regido sul e sudeste do
Brasil, através da determinacdo da cor por parametros CIELAB e estudo da composicao
fenolica por métodos cromatograficos e espectroscépicos. As propriedades bioativas
também foram avaliadas através de ensaios da capacidade captadora de radicais livres
(DPPH), poder redutor e avaliagdo do total de compostos eletroativos por voltametria de
impulso diferencial (DPV).

Dos estudos efetuados foi possivel avaliar de forma mais pormenorizada o indice
de cor da propolis, tendo-se verificado que na generalidade as amostras da regido sul do
Brasil (Minas Gerais) apresentam valores baixos da coordenada a*, indicativos de uma
tonalidade verde, e valores elevados da componente L* que refletem maior claridade das

amostras, 0 que esta de acordo com a cor visualizada.

As amostras de propolis apresentam uma quantidade de extrato balsdmico que
oscila entre 50 e 60% da matéria bruta total, verificando-se um teor em compostos
fendlicos bastante variavel, entre 2 e 31%. As amostras de Minas Gerais apresentam, em
geral, uma composicdo mais rica nestes compostos com valores que préximos dos 17%.
O teor em flavonoides € bem menos acentuado, nunca ultrapassando os 8% de
flavanonas/di-hidroflavonas ou 5% de flavonas/flavonois, indicativo que 0s compostos
fendlicos presentes em maior quantidade para estas amostras serdo fendlicos simples,
como alias é comum nas amostras de prépolis verde do Brasil. A amostra RGS3 é a que
apresentam um teor mais elevado nos diversos flavonoides, descriminando desta forma

esta das restantes amostras, como se confirma atraves do perfil fendlico.

No geral, das dezassete amostras estudadas, dezasseis apresentaram um perfil
fendlico tipico da propolis verde cuja origem floral é a espécie Baccharis dracunculifolia,
onde foi possivel identificar 15 compostos na amostra, dos quais 0s mais abundantes sao
dois isomeros do acido dicafeoilquinico (m/z 515), a drupanina (m/z 231), o campferideo
(m/z 299) e a artepilina C (m/z 299). A amostra RGS3 apresentou uma composi¢ao
fenolica semelhante a apresentada por prépolis com origem nos rebentos de choupo, onde
se identificou 28 compostos, entre 0s mais abundantes a pinocembrina, crisina e acetato

de 3-O-pinobanksina.
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Apesar da semelhanca do perfil das amostras de préopolis verde observaram-se
diferengas significativas nas concentragdes dos compostos. Na regido de Minas Gerais as
amostras apresentaram um contetdo fendlico mais elevado com um valor médio para a
regido de 173 mg/g de extrato para os acidos fenolicos totais e 27 mg/g de extrato para os
flavonoides. A amostra de Santa Catarina do Sul, SC1, apresentou uma composicdo bem
mais pobre em compostos fendlicos, com valores de 2 mg/g de extrato, ndo sendo possivel
quantificar qualquer flavondide. A amostra de Rio Grande do Sul, RGS3, com um perfil
semelhante a propolis com origem no choupo, apresentou valores de pinocembrina de 38,
32 e 41 mg/g de extrato, respetivamente.

A avaliacdo da bioatividade e expressa pelo valor de ECso ou através do poder
redutor, evidenciou claramente que as amostras da regido de Minas Gerais apresentam
uma atividade antioxidante mais significativa que as restantes regides. Esta observacéo
aponta para a importancia dos compostos fenélicos na capacidade bloqueadora de radicais
livres ou na reducéo do ido ferro (I11). A amostra que revelou maior atividade segundo
estes parametros foi a amostra MG9, com valores de 0.99 g/g de extrato para a poder

redutor e um valor de ECs00.03 mg/mL.

Os resultados apresentados pela voltametria de impulso diferencial sao
concordantes com as restantes metodologias utilizadas, observando-se também para a
amostra MG9 o maior poder antioxidante electroativo total. As amostras permitiram
adicionalmente identificar no voltamograma trés regides com processos de oxidacdo a
0.2, 0.4 e 0.8 V 0 que revela diferentes composicdes entre as amostras estudadas. Estes
resultados confirmam também esta técnica como uma opg¢do rapida e versatil para a

avaliacdo e quantificacdo da atividade antioxidante dos extratos de prépolis brasileiro.

Identificagdo e quantificacdo de compostos fendlicos em prépolis da regido sul do Brasil. Avaliacdo da atividade
antioxidante por técnicas espectroscépicas e eletroquimicas.

41



Bibliografia

Bibliografia

Identificagdo e quantificacdo de compostos fendlicos em prépolis da regido sul do Brasil. Avaliacdo da atividade
antioxidante por técnicas espectroscépicas e eletroquimicas.
42



Bibliografia

5. Bibliografia

[1] Evangelista Rodrigues A. Produtos apicolas: avancos na producédo e comercializacao.
Universidade Federal da Paraiba — UFPB; Centro de Ciéncias Agrarias — CCA. 2003.
[2] Gloria Sabatini A, Carpana E. Apicultura, o sabor de uma histéria — Os produtos da
apicultura. Leader I1; 2002.

[3] Manual de producéo de pélen e propolis. FNAP — Federacao Nacional dos Apicultores
de Portugal; 2010.

[4] Bankova, V.S.; Castro, De S.L.; Marcucci, M.C., Chemical diversity of propolis and
the problem of standardization. Apidologie, 2000, 31, 3-15.

[5] Burdock G.A., Review of the biological properties and toxicity of bee propolis
(propolis), Food and Chemical Toxicology, 1998, 36, 347—363.

[6] Ghisalberti E.L., Propolis: a review, Bee World, 1998, 60, 59-84.

[7] Marcucci M.C., Propolis: chemical composition, biological properties and
therapeutical activity, Apidologie, 1995, 26, 83-99.

[8] Banskota, A.H.; Tezuka, Y.; Adnyana, I.K.; Ishii, E.; Midorikawa, K.; Matsushige,
K.; & Kadota, S., Hepatoprotective and anti-Helicobacter pylori activities of constituents
from Brazilian propolis. Phytomedicine, 2001, 8, 16-23.

[9] Burdock, G.A., Review of the biological properties and toxicity of bee propolis
(propolis). Food and Chemical Toxicology, 1998, 36, 347—-363.

[10] Falcdo, S.; Vilas-Boas, M.; Estevinho, L.M.; Barros, C.; Domingues, M.R.M.;
Cardoso, S.M., Phenolic characterization of Northeast Portuguese Propolis: usual and
unusual compounds. Anal. Bioanal. Chem., 2010, 396, 887-897.

[11] Freidovich, I, Fundamental aspects of reactive oxygen species, or what's the matter
with oxygen Ann. N.Y. Acad. Sci., 1999, 893, 13- 18.

[12] Machlin, L.J.; Bendich, A, Free radical tissue damage: protective role of antioxidante
nutrients. FASEB J., 1987, 1, 441-445.

[13] Fu, S.; Davies, M.J.; Stocker, R.; Dean, R.T. Evidence for roles of radicals in protein
oxidation in advanced human atherosclerotic plaque. Biochem. J., 1998, 333, 519-525.
[14] Ferreira, 1. C.F.R.; Rui Abreu, R.M.V., Artigo de revisdo, Stress Oxidativo,
Antioxidantes e Fitoguimicos. Bioanalise, 2007, 32-39.

[15] Amaral, J., Sebenta das aulas tedricas da licenciatura de fitofarméacia e plantas
aromaticas e medicinais (3° ano) - Farmacognosia. Escola Superior Agréria de Braganga.
2010.

Identificagdo e quantificacdo de compostos fendlicos em prépolis da regido sul do Brasil. Avaliacdo da atividade
antioxidante por técnicas espectroscépicas e eletroquimicas.
43



Bibliografia

[16] Kumazawa, S.; Hamasaka, T.; Nakayama, T., Food Chemistry. 2004, 84, 329-339.
[17] Falcdo, S.I., Sebenta das aulas tedricas da licenciatura de fitoquimica e
fitofarmacologia (2° ano) - Biossintese e analise dos produtos naturais. Escola Superior
Agréria de Braganca. 2009.

[18] Obtido a 10 de janeiro de 2013, de
http://www.chemguide.co.uk/analysis/chromatography/hplc.html.

[19] Hostettmann K, Marston A, Hostettamann M., Técnicas de cromatografia
preparativa — Aplicaciones en le aislamiento de produtos naturales. Edicéo e traducdo em
Espanhol. Barcelona: Springer-Verlag Ibérica; 2001.

[20] Branen, A.L., J. Am. Oil Chemists Soc., 1975, 52, 59.

[21] Elmastas, M.; Isildak, O.; Turkekul, I.; Temur, N., J. Food Compos. Anal., 2007, 20,
337.

[22] Firuzi, O.; Lacanna, A.; Petrucci, R.; Marrosu, G.; Saso, L., Biochim. et Biophys.
Acta, 2005, 1721, 174.

[23] Singleton, V.; Rossi J.A., Colorimetry of total phenolics with phosphomolybdic—
phosphotungstic acid reagents. Am. J. Enol. Viticult., 1965, 16, 144-158;

[24] Cvec, J.; Medic-Saric, M.; Jasprica, |.; Zubcic, S.; Vitali., D.; Mornar, A.; Vedrina.-
Dragojevic, I.; Tomic, S., Optimization of an extraction procedure and chemical
characterization of Croatian propolis tinctures. Phytochem. Anal., 2007, 18, 451-459.
[25] Popova, M.; Bankova, V.; Butovska, D.; Petkov, V.; Nikolova-Damyanova, B.;
Sabatini, A.G.; Marcazzan, G.L.; Bogdanov, S., Validated methods for the quantification
of biologically active constituents of poplar-type propolis. Phytochem. Anal., 2004, 15,
235-240.

[26] Brand-Williams, W.; Cuvelier, M.E.; Berset, C., Use of free radical method to
evaluate antioxidant activity. LWT., 1995, 28, 25-30.

[27] Oyaizu, M.; Studies on product of browning reaction prepared from glucose amine.
Jap. J. Nutr., 1986, 44, 307-315.

[28] Valko, M.; Leibfritz, D.; Moncol, J.; Cronin, M.T.; Mazur, M., Telser J. Free radicals
and antioxidants in normal physiological functions and human disease. Int. J. Biochem.
Cell Biol., 2007, 39, 44-84.

[29] Brett, A. M.; Brett, C.M., Electroquimica- Principios, Métodos, e Aplicacdes,
Livraria Almedina, Coimbra, 1996.

[30] Falcdo, S.1.; Vale, N.; Gomes, P.; Domingues, M.R.M.; Freire, C.; Cardoso, S.M.;
Vilas-Boas M., Phenolic profiling of Portuguese propolis by LC-MS spectrometry:

Identificagdo e quantificacdo de compostos fendlicos em prépolis da regido sul do Brasil. Avaliacdo da atividade
antioxidante por técnicas espectroscépicas e eletroquimicas.
44


http://www.chemguide.co.uk/analysis/chromatography/hplc.html

Bibliografia

uncommon propolis rich with flavonoid glycosides. Phytochem. Anal., 2013, DOI

10.1002/pca.2412.

[31] Carrefio J.; Martinez A.; Almela L.; Fernandez-Lopez J.A., Proposal of an index for

the objective evaluation of the color of red table grapes. Food Res Int., 1995, 28, 373-377

[32] BRAZIL. Normative Instruction #3, of 19 of january of 2001. Technical regulations

quality and identity of bee venom, beewax, royal jelly, lyophilized royal jelly, bee pollen,

propolis and propolis extract. Official Diary of Union, Brasilia, 23 de JAN. de 2001.

Secdo 1, 18-23.

[33] Brand-Williams W.; Cuvelier M.E.; Berset C., Use of free radical method to evaluate

antioxidant activity. LWT, 1995, 28, 25-30.

[34] Cuyckens, F.; Claeys, M., Mass spectrometry in the structural analysis of flavonoids.
J. Mass Spectrom., 2004, 39, 1-15.

[35] Salatino A.; Fernandes-Silva C.C.; Righi A.A.; Salatino M.F.L., Propolis research

and the chemistry of plant products, Nat. Prod. Rep., 2011, 28, 925-936.

Identificagdo e quantificacdo de compostos fendlicos em prépolis da regido sul do Brasil. Avaliacdo da atividade
antioxidante por técnicas espectroscépicas e eletroquimicas.

45



Anexos

Anexos

Identificagdo e quantificacdo de compostos fendlicos em prépolis da regido sul do Brasil. Avaliacdo da atividade
antioxidante por técnicas espectroscépicas e eletroquimicas.
46



Anexos

Comunicacdes em encontros cientificos

a) Il International Symposium on Bee Products — Annual meeting of the
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Il International Symposium on Bee Products — Annual meeting of the International Honey Commission, Braganca, Portugal, September 9-12, 2012

Phenolic composition of Brazilian propolis from Minas Gerais

Joana Coelho (1)"; Soraia I. Falcdo (1,2); Alexandre Bera (3); Renato Januario Sousa
(3); Ligia B. Almeida-Muradian (3); Miguel Vilas-Boas (1)
1: CIMO/IPB - Instituto Politécnico de Braganca, Portugal,
2: REQUIMTE/FCUP — Faculdade de Ciéncias, Universidade do Porto, Portugal;
3: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil

Propolis is the name for the resinous substance collected by honeybees (Apis mellifera) from
various plant sources and used in the construction, repair and protection of their hives. It is an
important apicultural product widely used in folk medicine due to several pharmacological and
nutritional applications (Bankova, 2000). Propolis chemical composition is extremely complex
and varies greatly with the plant origin. In regions of temperate climate bees obtain resins
mainly from the buds of Populus spp. being mainly composed by flavonoids, phenolic acids and
their esters. On the other hand in tropical areas the chemical composition of propolis shows a
greater regional variation. The green propolis, with origin in the leaves of Baccharis spp., is one
of the most studied types. It is mainly composed by prenylated p-coumaric acids and
caffeoylquinic acids (Bankova, 2000). This work outlines the study of the phenolic profile of
propolis samples from the state of Minas Gerais, Brazil. For that, seventeen samples of propolis
were extracted and analyzed according to our previous work (Falcdo, 2010). Through HPLC-DAD
it was possible to identify two types of propolis: one with a common green propolis composition
and another similar to poplar propolis. Between propolis types, the composition was similar
although significant differences were found in their concentrations. Sixteen samples were
assigned as green type propolis with fourteen phenolic compounds quantified, being the most
abundant compounds dicaffeoylquinic acid in a range of 2.8 to 61.8 mg/g extract, its isomerin a
range of 8.6 to 80.6 mg/g extract and artepillin Cin the range of 2.6-51.1 mg/g extract. Only one
sample presented the typical composition of poplar propolis mainly composed by pinocembrin
(37.7 mg/g extract), chrysin (32.3 mg/g extract) and pinobanksin-3-O-acetate (41.0 mg/g
extract). The different phenolic profiles found are correlated with different flora sources
available in the vicinity of the hives.

Bankova VS; De Castro SL; Marcucci MC (2000) Propolis: recent advances in chemistry and plant
origin. Apidologie 31:3-15. Falcdo SlI; Vilas-Boas M; Estevinho LM; Barros C; Domingues MRM;
Cardoso SM (2010) Phenolic characterization of Northeast Portuguese Propolis: usual and usual
compounds. Analytical and Bioanalytical Chemistry 396: 887-897.
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Introduction'

Propolis is the name for the resinous substance collected by honeybees (Apis mellifera) from various plant sources and used in the construction, repair and
protection of their hives. It is an important bee product widely used in folk medicine due to several pharmacological and nutritional applications [1]. Propolis
chemical composition is extremely complex and varies greatly with the plant origin. In regions of temperate climate bees obtain resins mainly from the buds of
Populus spp. being mainly composed by flavonoids, phenolic acids and their esters.

This work outlines the study of the phenolic profile of propolis samples from the state of Minas Gerais, Brazil.

Methods

HPLC-DAD phenolic profile analysis:

The propolis extract was analyzed by HPLC/PDA in a ultra fast liquid chromatograph
(UFLC) coupled to photodiode array detector (PDA). The analysis was performed
using @ Shimadzu 20A series UFLC (Shimadzu Cooperation). The chromatographic
conditions were applied according with our previous work [2].

Sample origin: Seventeen samples of
propolis were obtained from Apis
mellifera hives from the state of Minas
Gerais, Brazil. The samples were stored at
-20 °C until analysis.

Phenolics quantification

Figure 1. Propolis sampling sites

Extraction: 80% of ethanol/water (1/10, Chlorogenic acid; Caffeic acid;

w/v) at 70 °C for 1h. Calibration curves: | p-cumaric acid ; Ferulic acid; *) 0,002 - 1,2 mg/mL

Kaempferol; Pinocembrin; Chrysin;

CAPE.
Res u Its a n d d I Scu SS I o n Table 1. Major phenolic compounds identified in propolis samples from
Minas Gerais state. R

% Through HPLC-DAD it was possible to identify two types of propolis: one with.a Contantiatirial

common green propolis composition and another similar to poplar propolis. s RT Anss (mg/g extract)
(min) — (nm) Green Poplar
% Sixteen samples were assigned as green type propolis with. fourteen phenolic pCpOe tpaeipoi ke
compounds quantified, Figure 2, being the most abundant compounds dicaffeoylquinic Crborogenic sod (1) il iy
id in a range of 2,4 to 61,8 mg/g extract, its i i of 2,4 to 80,6 mg/, ) B s s
acid in a range of 2,4 to 61,8 mg/g extract, its isomer in a range ,4 to 80,6 mg/g el m oy s g -
extract and artepillin C in the range of 0,9-51,1 mg/g extract, Table 1. Ferulic acid (4) 145 324 1043 43
Isoferulic acid (5) 152 35 0828 46
% i - £ 3 i ] 7 :
% Only one sample presented the typical composition of poplar propolis, Figure 2, mainly ::::’y’::l:i:::::f;m) o i:z :;7 ;: :;:
composed by pinocembrin (37,7 mg/g extract), chrysin (32,3 mg/g extract) and Dimethyl caffelc acid (OMCA) (8) vt on o o
pinobanksin-3-O-acetate (41,0 mg/g extract), Table 1. Tricaffeoylquinic acid (9) 23 27 24263
Pinobanksin-5-methyl-ether (10) 235 286 187
Quercetin (11) 239 254,366 6.1
Cinnamic acid (12) 25 276 6.2
100 A 100 ik ® Quercetin-3-methyl-ether (13) 256 255,354 102
Pinobanksin (14) 295 2% 159

» 8o - Dihydrokaempferide (15) 02 29 20249
8 £ Kaempferol (16) 25 265,365 20241 7.7
% o= 5 f Cinnamylidenacetic acid (17) 372 310 119
3 3 %l 18 Galangin-5-methykether (18) 390 260,351 78

M Drupanin (19) 411 34 o9us

J o 182

e 4 2 £ 4 e v 2|l Cappilartimisin A (20) 433 313 0954
g e K} At 0 Caffeic acid isoprenyl ester (21) 45 5 48
= G 20ls| 18 i Caffeic acid isoprenyl ester (isomer) (22) 460 325 48
3 I J “hml" | ‘l\‘ U‘LL_L Caffeic acid benzyl ester (23) 470 36 125

0 £ 0 il Bl 0L 2
Pinocembrin (24) 496 288 377
. . ; } : ! y : , Chrysin (25) 504 267,312 323
o 20 40 €0 80 00

! . i " |°° i » Cafelcacid phenylethylester (CAPE) (26) 510 325 129
p g TR Pinobanksin-3-O-acetate (27) 520 29 410

Figure 2. Representative chromatographic profile at 280 nm of the ethanolic propolis extracts: (a) Green propolis type; (b) Poplar propolis type. Kaempferide (28) 533 266,365 20-24.1

151~ Internal standard : p-coumaric acid methyl ester ; 152 ~ Internal standard: salicylic acid. - Artepillin C (29) 648 313 0.9-51.1
g N 4 4 » 7 Pinobanksin-3-O-butirate (30) 650 290 6.1

Conclusions

The different phenolic profiles found are correlated with different flora sources available in the vicinity of the hives.

References: (1] Bankova V5; De Castro SL; Marcucci MC (2000) Propolis: recent advances in chemistry and plant origin. Apidologie 31:3-15. (2] Falcdo SI; Vilas-Boas M; Estevinho LM; Barros C; Domingues MRM; Cardoso SM (2010) Phenolic
characterization of Northeast Portuguese Propolis: usual and usual compounds. Analytical and Bioanalytical Chemistry 396: 887-897

Acknowlegdements: Ligia Bicudo de Almeida-Muradian thanks CNPq for the grant in research productivity. The authors thanks FCT, financially supported by POPH-QREN and FSE, for Soraia I. Falcdo PhD grant (SFRH/BD/44855/2008) and BFE
the financial support given to CIMO (Pest-OE/AGR/UI0690/2011). PRODU!

Identificagdo e quantificacdo de compostos fendlicos em prépolis da regido sul do Brasil. Avaliacdo da atividade
antioxidante por técnicas espectroscépicas e eletroquimicas.
49



Anexos

11° Encontro de Quimica dos Alimentos

Avaliacao do perfil fendlico da propolis de Minas Gerais, Brasil,
por LC-MS

Joana Coelho?, Soraia I. Falcdo®?, Nuno Vale®, Alexandre Bera ¢, Renato J. Sousa ¢ Ligia B. Almeida-
Muradian®, Miguel Vilas-Boas®”
aCIMO/IPB - Instituto Politécnico de Braganga, Braganca, Portugal,» REQUIMTE/FCUP - Faculdade de Ciéncias,

Universidade do Porto, Porto, Portugal, <CIQUP/FCUP - Faculdade de Ciéncias, Universidade do Porto, Porto, Portugal,
dFaculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, Brasil.

*mvboas@ipb.pt

A prépolis é uma substancia resinosa recolhida pelas abelhas Apis mellifera em diversas fontes vegetais, e
utilizada na colmeia para selar as paredes, para fortalecer as extremidades dos favos ou para embalsamar
invasores mortos. A especificidade quimica da propolis é determinada directamente pela variabilidade das
origens vegetais mas também pelas caracteristicas geograficas e climaticas do sitio [1]. A propolis de regies
tropicais, em particular a Brasileira, é objecto de muitos estudos cientificos dada a sua elevada actividade
bioldgica. Em termos comerciais, a prépolis verde, predominante no sudeste brasileiro, é a mais importante,
com uma composicado rica em derivados prenilados do acido fenilpropandico, como a artepilina C e acidos
cafeoilquinicos. Estas substancias foram associadas com os rebentos da planta alecrim-do-campo, Baccharis
dracunculifolia [2].

Neste trabalho pretendeu-se determinar a composi¢do em compostos fenélicos de uma amostra de propolis
proveniente de Minas Gerais, no Brasil. Para tal, preparou-se um extrato rico em compostos fendlicos,
utilizando uma mistura etanol: H,O (80:20, v/v), de acordo com a literatura [3]. O extrato foi analisado por
cromatografia liquida, com um detetor diode-array, acoplada a espectrometria de massa tandem com ionizagéo
por electrospray (LC/DAD/ESI-MS™) em modo negativo. A andlise dos espectros de UV em conjunto com
identificacdo do ido molecular, [M-H], e a interpretagdo dos espectros de fragmentacéo correspondentes, MS",
permitiu identificar quinze compostos fenolicos, entre os quais alguns derivados prenilados do &cido p-
cumarico, derivados de acido cafeoilquinico e flavonoides. Os compostos mais abundantes séo dois isomeros
do &cido dicafeoilquinico (m/z 515), a drupanina (m/z 231), o campferideo (m/z 299) e a artepilina C (m/z 299),
confirmando deste modo um perfil fenolico tipico da prépolis verde cuja origem floral é a espécie Baccharis
dracunculifolia.

[1] VS Bankova, SL De Castro, MC Marcucci, 2000, Apidol, 31, 3-15.

[2] A Salatino, CC Fernandes-Silva, AA Righi, MFL Salatino, 2011, 28, 925-936.

[3] SI Falcdo, M Vilas-Boas. LM Estevinho, C Barros, MRM Domingues, SM Cardoso, 2010, Anal Bioanal Chem,
396, 887-97.
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RESUMO

Neste trabalho pretendeu-se determinar a composi¢cdo em compostos fendélicos de uma
amostra de prépolis proveniente do estado de Minas Gerais, no sudeste do Brasil. Para
tal, preparou-se um extrato rico em compostos fendlicos, utilizando uma mistura de
etanol: H>O (80:20, v/v), de acordo com a literatura [3]. O extrato foi analisado por
cromatografia liquida, com um detetor diode-array, acoplada a espectrometria de massa
tandem com ionizacdo por electrospray (LC/DAD/ESI-MS") em modo negativo. A
analise dos espectros de UV em conjunto com identificacdo do ido molecular, [M-H]", e
a interpretacdo dos espectros de fragmentacédo correspondentes, MS", permitiu identificar
quinze compostos fendlicos, entre os quais alguns derivados prenilados do acido p-
cumarico, derivados de é&cido cafeoilquinico e flavondides. Os compostos mais
abundantes sao dois isomeros do acido dicafeoilquinico (m/z 515), a drupanina (m/z 231),
o campferideo (m/z 299) e a artepilina C (m/z 299), confirmando deste modo um perfil
fendlico tipico da propolis verde cuja origem floral é a espécie Baccharis dracunculifolia.

1. INTRODUCAO

A propolis € uma substancia resinosa recolhida pelas abelhas Apis mellifera em diversas
fontes vegetais, e utilizada na colmeia para selar as paredes, para fortalecer as
extremidades dos favos ou para embalsamar invasores mortos. As particularidades
quimicas da propolis sdo determinadas diretamente pela variabilidade das origens
vegetais, mas também pelas caracteristicas geograficas e climaticas do local de
proveniéncia [1]. Nas regides temperadas, onde os rebentos de choupo séo a principal
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fonte para resina, a propolis apresenta uma composic¢ao rica em &cidos fendlicos e 0s seus
derivados, flavonoides e seus derivados metilados e esterificados [2]. Nas regides
tropicais, onde os choupos néo séo abundantes, as abelhas procuram outras fontes florais
alternativas para a producdo da resina. A propolis de regifes tropicais, em particular a
prépolis de origem Brasileira, € objeto de muitos estudos cientificos devido a sua
actividade biologica elevada. Em termos comerciais, a propolis verde, predominante no
sudeste Brasileiro, € a mais importante, com uma composicdo rica em derivados
prenilados do acido fenilpropandico, como a artepilina C e &cidos cafeoilquinicos. Estas
substancias estdo associadas aos rebentos da planta alecrim-do-campo, Baccharis
dracunculifolia [2].

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Extracao de compostos fendlicos

A amostra de propolis proveniente do estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil, foi
sujeita a extracdo por diluicdo numa mistuta de solvente etanol: H>O (80:20, v/v), a
70°C, durante uma hora. Apos este periodo, a mistura resultante foi filtrada, e os residuos
foram re-extraidos nas mesmas condic¢@es. No término da segunda extracdo, as solugdes
filtradas foram combinadas, concentradas, congeladas a -20°C e liofilizadas [2].

2.2. Analise de compostos fenolicos por LC-MS

O estudo por LC/DAD/ESI-MS", foi efetuado num equipamento de HPLC Finnigan
Surveyor (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA) equipado com um detetor diode-array e
um detetor de massas. Foram seguidas as condi¢cGes cromatograficas descritas
previamente [2]. Os espetros de UV dos picos foram acumulados no intervalo de 50 a 600
nm. O detetor de massas foi um Finnigan Surveyor LCQ XP MAX quadrupole ion trap
mass spectrometer (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA) equipado com uma fonte de
ionizacdo por electrospray (ESI). O controlo e a aquisi¢do de dados foi efectuada com o
programa Xcalibur® data system (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O cromatograma referente a amostra de propolis em estudo esta apresentado na Fig. 1. Da sua
analise foi possivel identificar 15 compostos fendlicos através da avaliagdo dos espectros de
UV em conjunto com a identificacdo do i&o molecular, [M-H] e a interpretacdo dos espectros
de fragmentacdo correspondentes, MS", entre os quais o acido 5-O-cafeoilquinico (pico 1, m/z
353), 0 acido cafeico (pico 2, m/z 179), trés isdbmeros do acido dicafeoilquinico (pico 3e5e
7, m/z 515), o &cido p-cumarico (pico 4, m/z 163), o acido ferulico (pico 6, m/z 193), o &cido
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isoferdlico (pico 8, m/z 193), o acido tricafeoilquinico (pico 9, m/z 677), o di-
hidrocampferideo (pico 10, m/z 301), a drupanina (pico 11, m/z 301), a capilartemisina A (pico
12, m/z 315), o p-cumarato de di-hidroconiferilo (pico 13, m/z 327), o campferideo (pico 14,
m/z 299) e a artepilina C (pico 15, m/z 299).
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Figura 1. Perfil cromatogréafico obtido a 280 nm para o extrato fendlico de propolis.

Na Fig. 2 estdo esquematizadas as estruturas dos compostos mais representativos identificados
no extrato fenolico da propolis de Minas Gerais. Os compostos mais abundantes encontrados
foram os dois isomeros do &cido dicafeoilquinico (m/z 515), a drupanina (m/z 231), o
campferideo (m/z 299) e a artepilina C (m/z 299), confirmando deste modo um perfil fendlico
tipico da propolis verde cuja origem floral é a espécie Baccharis dracunculifolia [2].

(GV) 0

OH

HO

Drupanina (pico 11)

©

(B)

/ OH Ho

OH

HO  €OOH  Acido 5-O-cafeoilquinico (pico 1) OH o Campferideo (pico 14)

Figura 2. Exemplos de estruturas dos compostos mais representativos encontrados neste estudo.
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4., CONCLUSOES

Através deste trabalho foi possivel caracterizar uma amostra de propolis proveniente dom
estado de Minas Gerais, no sudeste do Brasil, por LC/DAD/ESI-MS". A aplicacdo desta
técnica permitiu identificar quinze compostos fendlicos, entre os quais alguns derivados
prenilados do &cido p-cumarico, derivados de acido cafeoilquinico e flavondide, sendo
assim possivel associar a Baccharis dracunculifolia como origem floral desta amostra de
prépolis [3].
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Introducdo

A prépolis € uma substancia resinosa recolhida pelas abelhas Apis mellifera em diversas fontes vegetais, e utilizada na colmeia para selar as
paredes, para fortalecer as extremidades dos favos ou para embalsamar invasores mortos. As particularidades quimicas da prépolis sdo
determinadas diretamente pela variabilidade das origens vegetais, mas também pelas caracteristicas geograficas e climaticas do local de
proveniéncia [1]. A prépolis de regides tropicais, em particular a prépolis de origem Brasileira, € objeto de muitos estudos cientificos devido a sua
elevada atividade bioldgica.

Neste trabalho pretendeu-se determinar a composicdo em compostos fendlicos de uma amostra de propolis proveniente de Minas Gerais, no
Brasil.

Origem da amostra: Uma amostra de propolis proveniente
do estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil.

Andlise de compostos fendlicos por LC-MS:

O extrato foi analisado por cromatografia
liquida, com um detetor diode-array,
acoplada a espectrometria de massa tandem

Extragdo: Extragdo com etanol/ dgua (80:20), a 709C,

T e

durante 1h [2]. # A '—’_:_ com ionizagdo por electrospray (LC/DAD/ESI-
X £ :;:___ MS") em modo negativo.
= = CrC T —
Resultados e dlscussao]
| Tabela 1: Compostos fendlicos identificados por LC/DAD/ESI-MS* na amostra de propolis de Minas Gerais. ]

% Foram identificados 15 compostos fendlicos através da avaliagdo
dos espectros de UV em conjunto com a identificagdo do ido S a— 253

173 7D:lB§ 14, ’
molecular, [M-H]" (Tabela 1). 179, (o135 04
2 13.7 292,322 [M+46]': 225

5-0-cafeoilquinico
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3 - S 5 v 3 176 325 515 353 Acido dicafeoilquinico
% Os compostos mais abundantes sdo os dois isomeros do acido 163, i o
4 185 310 (M+46]: 208 Acido p-cumérico

dicafeoilquinico (m/z 515), a drupanina (m/z 231), o campferideo Reldo dicaficliquibico
(m/z 299) e a artepilina C (m/z 299) (Figura 1 e 3). ¥ 4% 9n 515 e (is6mero)

193, ’ "
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1 (isémero)
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283(100), 255 (25), .. .
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® » ’“ ® " ® » 15 729 310 299 255 Artepilina C
Tempo (min)
| Figura 2280 nm, ]

~ Ha \"“' Aaido SOCG’OOGWUU\WO. (pico 1)
Conclusao )

A aplicagdo desta técnica permitiu identificar quinze compostos fendlicos, l - 1 "
entre os quais alguns derivados prenilados do acido p-cumarico, derivados de

e i R oA % A g 2 Drupanina (pico 11) T Artepiiina C (pico 15)
acido cafeoilquinico e flavondides, sendo assim possivel associar a Baccharis
dracunculifolia como origem floral desta amostra de prépolis [3].
Figura d NPOSIOS Mais representatiy neste estudo.
v
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RESUMO

A prépolis é uma substancia resinosa recolhida pelas abelhas Apis mellifera em diversas fontes
vegetais, e utilizada na colmeia para selar as paredes, para fortalecer as extremidades dos favos
ou para embalsamar invasores mortos. A especificidade quimica da propolis é determinada
diretamente pela variabilidade das origens vegetais, e também pelas caracteristicas geogréficas
e climaticas do local de proveniéncial. A prépolis de regides tropicais, em particular a prépolis de
origem Brasileira, é objeto de muitos estudos cientificos devido & sua atividade bioldgica elevada.
Em termos comerciais, a propolis verde, predominante no sudeste Brasileiro, é a mais
importante, com uma composi¢éo rica em derivados prenilados do acido fenilpropandico, como
a artepilina C e acidos cafeoilquinicos. Estas substancias estdo associadas aos rebentos da

planta alecrim-do-campo, Baccharis dracunculifolia?.

Este trabalho tem como objetivo a identificagdo e a quantificagdo de compostos fendlicos em
amostras de propolis proveniente do sul e sudeste do Brasil e a avaliagdo da atividade
antioxidante por técnicas espectroscopicas e eletroquimicas. Foram feitos estudos desde a
caracterizagcdo da cor, cromatografia com espectrometria de massa (LC-MS) para identificagdo
dos compostos, quantificacdo por cromatografia liquida (HPLC). Para avaliar a atividade
biolégica dos extratos foram realizados ensaios da capacidade captadores de radicais livres
(DPPH) e poder redutor. Por fim, utilizaram-se métodos eletroquimicos como voltametria de
impulso diferencial. Com os resultados pretende-se correlacionar a composigdo quimica com a

atividade biologica, definindo qual as amostras com mais potencial bioativo.

Palavras chave: propolis; compostos fendlicos; cromatografia liquida; espetrometria de massa;

eletroquimica.
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