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RESUMO

A prépolis € uma substancia resinosa elaborada pelas abelhas da espécie Apis mellifera através da coleta de brotos,
flores e exsudatos de plantas, nas quais as abelhas acrescentam secregbes salivares, cera e pdlen para elaboragéo final
do produto. Relatos mostram a atuag&o antimicrobiana expressiva do extrato de propolis contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, e especificamente contra bactérias colonizadoras do biofilme. Varias substancias quimicas tém sido
isoladas da prépolis, sendo os flavonoides e os fendis considerados os compostos biologicamente ativos. Neste trabalho
a propolis é padronizada quimicamente para garantir sua qualidade, eficacia e seguranga. O que nao é facil, pois, varios
fatores podem interferir na sua composi¢cdo quimica. Também foram necessarios estudos que relacionassem a
composicao quimica com uma ou varias substancias quimicas que atuem como marcador da propolis em fungédo da
regido ao qual foi coletada, pois assim é possivel correlacionar o tipo de prépolis com as substancias quimicas
presentes. O problema delimitado consistiu estudar as amostras de prépolis por cromatografia em fase gasosa acoplada
a espectrometria de massas por analise em Headspace, fazendo sua relagdo com as possiveis sustancias quimicas
presentes na propolis, uma vez que a padronizagao de produtos naturais € uma importante ferramenta para qualificar o
material e associar as suas propriedades terapéuticas. Foram encontradas nas seis amostras de prépolis 109
substanciasvolateis, das quais 53 compostos foram identificados. Podemos destacar como constituintes majoritarios a-
pineno e [(B-pineno e como compostos de interesse presentes trans-anetol, a-copaeno e o metil cis-isoeugenol. Os
compostos identificados, tais como 3-carene, [B-pineno, limoneno, a-pineno, y-terpineno, mirceno, B-cariofileno, a-
bisabolol, a-fellandrene, a e [-ocimeno, aromadendreno sao conhecidos por possuir elevadas atividades
antimicrobianas, assim, a propolis apresenta em sua composi¢do substéncias com atividade antimicrobiana e anti-
inflamataria.

PALAVRAS-CHAVE: Propolis; Analise por GC/MS; Analise por Headspace.

1 INTRODUGAO

A propolis € uma substancia resinosa elaborada pelas abelhas da espécie Apis mellifera
através da coleta de brotos, flores e exsudatos de plantas, nas quais as abelhas acrescentam
secregbes salivares, cera e pdlen para elaboragdo final do produto (KOO et al., 2002b;). E
encontrada nas colmeias, onde é responsavel pela impermeabilizacéo, isolamento térmico, vedagao
e tratamento antisséptico (SANTOS,1999). A composi¢cao quimica da propolis € muito variada,
complexa e diretamente ligada com a caracteristica das plantas visitadas pelas abelhas em cada
regido (FERNANDES et al., 2007; BOYANOVA et al.,, 2006; COUTO; COUTO, 2002; COSTA;
OLIVEIRA, 2005; MARCUCCI, 2000; BANKOVA, 2005b). Nela podemos destacar a presencga de
flavonoides (como a galangina, quercetina, pinocembrina e kanferol), acidos aromaticos e ésteres,
aldeidos e cetonas, terpendides e fenilpropandides (como os acidos caféico e clorogénico),
esteroides, aminoacidos, polissacarideos, hidrocarbonetos, acidos graxos e varios outros compostos
em pequenas quantidades (HU et al., 2005; HAYACIBARA et al., 2005; OZKUL et al., 2004;
MATSUDA et al., 2002; ROCHA et al., 2003). H4 também na sua constituicdo elementos inorganicos
como o cobre, manganés, ferro, calcio, aluminio, vanadio e silicio (MARCUCCI, 1996).

De todos esses grupos de compostos, certamente o que vem chamando mais atengao dos
pesquisadores € o dos flavonoides (LIMA, 2006). A eles, bem como aos acidos fendlicos, sao
atribuidas as propriedades antibacteriana, antiviral e antioxidante (VOLPI; BERGONZINI, 2006, KOO
et al 200). As atividades antibacterianas e antifungicas da propolis séo atribuidas principalmente a
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flavonona pinocembrina, ao flavonol galagina e ao éster feniletii do acido caféico, com um
mecanismo de acao baseado provavelmente na inibicdo do RNA-polimerase bacteriano (UZEL et al.,
2005). Outros componentes como os flavonoides, o acido caféico, acido benzoico e acido cinamico,
provavelmente agem na membrana ou parede celular do microrganismo, causando danos funcionais
e estruturais (SCAZZOCCHIO et al., 2005).

A literatura descreveu uma atuagao antimicrobiana expressiva do extrato de prépolis contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (FERREIRA; VALENTE; BARBOSA, 1996; WOISKY;
GIESBRECHT; SALATINO, 1994), e especificamente contra bactérias colonizadoras do biofilme,
(GEBARA; ZARDETTO; MAYER, 1996), além do efeito inibitério sobre a sintese de glucano (KOO et
al, 2000) somado ao fato de sua capacidade de inibir o desenvolvimento da lesdo cariosa em
animais (IKENO; MIYAZAWA, 1991; KOO et al., 1999).

A utilizacdo de extratos etandlicos de prépolis (EEPs) no campo da Cariologia tornou-se
realidade quando estudos relataram sua atividade sobre a inibicdo de agentes, microrganismos
relacionados a carie dentaria (KOO et al., 2005; ALMEIDA et al. 2006) e sobre o processo de
formagdo do biofilme cariogénico / fatores de viruléncia bacteriana que influenciam na
cariogenicidade deste (KOO et al., 2002ab; ALMEIDA et al., 2006).

Neste contexto o presente estudo visa comparar o perfil quimico dos prépolis obtidos de
diferentes regides do estado do Parana através da identificacdo das substancias quimicas presentes
no mesmo, e também analise das substancias volateis das propolis extraidas de diferentes regides
do Parana.

2 MATERIAIS E METODOS

As amostras de seis (6) propolis, foram colhidas na primavera (outubro de 2014), verao
(Fevereiro de 2015) e outono (maio de 2015) no estado do Parana. As propolis analisadas foram
coletadas de colmeias de abelhas Apis mellifera do tipo Langstroth, sendo que as amostras
adquiridas sao de apiarios das regides de Paranavai, Iguatemi, llha Grande (2 amostras), Porto
Camargo e Sao Jorge do Patrocinio.

2.1 CONDIGOES DO HEADSPACE ESTATICO

Cada uma das amostras de propolis (5 g) foi submetida a técnica de headspace estatico por
uma hora, utilizando-se um frasco de vidro de 20 mL em seguida, fechado com septo de silicone e
tampa de rosca de aluminio. Colocado no auto-amostrador Combi-Pal para aquecimento a 150 ° C
por 1 h para garantir o equilibrio de volateis entre as fases gasosas e sélidas no frasco. A Aliquota
da fase gasosa acima da amostra foi injetado no injetor do cromatégrafo de gas. O As seguintes
condicdes do auto-amostrador do espaco de cabega foram definidas: temperatura do forno de
incubacado 150 °C; tempo de incubagdo 1 h; temperatura da seringa do corpo de cabega 120 °C;
velocidade do agitador 450 rpm; volume de inje¢do 1500 pL; velocidade de preenchimento 100 pL s-
' pullup delay da seringa 1000 ms; velocidade de injegdo 500 uL s™'; tempo de pré-injegdo 500 ms;
postar tempo de inje¢cdo 500 ms; tempo de limpeza da seringa de 300 s com nitrogénio.

2.2 CONDICOES DO CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSAS - CG/EM

As analises no CG/EM foram realizadas em um cromatégrafo a gas (modelo Agilent 7890B)
com injetor automatico (CTC PAL Control), acoplado a um espectrometro de massa (modelo Agilent
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5977A MSD), equipado com coluna HP-5MS Ul Agilent com fase estacionaria de 5% de fenil metil
siloxano (30,0 m x 250 um x 0,25 um de espessura do fiime). Para a separagcao adequada dos
analitos no sistema CG/EM, foi utilizada a seguinte programagao otimizada de temperatura do forno:
temperatura inicial de 50 °C, em seguida rampa de 3°C min™" até 200°C, rampa de 5°C min™" até 280
°C, e finalizando com aumento de 20 °C min” até 300 °C permanecendo por 1 min. As demais
condicbes do método de analise foram: volume de inje¢cao de 1500 pl, fluxo do gas de arraste (He,
pureza 99,99999%) igual a 1,0 mL min™ no modo Split 1:20, ionizagéo por impacto eletronico de 70
eV, temperatura da fonte de ionizagdo de 230°C, do quadrupolo de 150°C, da linha de transferéncia
de 250°C e do injetor de 240°C. O método do padréo interno foi utilizado para a quantificagdo em
modo monitoramento de ion selecionado no sistema de detecgdo EM no modo “scan” (SIM), na faixa
de razdo massal/carga (m/z) de 40 - 550, sendo o ion principal utilizado para a quantificagéo e os
ions secundarios para a identificacdo. Para confirmagao da identidade das substancias detectadas,
foi considerado um maximo de 20% de diferengca entre a abundancia relativa esperada dos ions
secundarios em relagao ao principal. A aquisicao dos dados foi realizada pelo software MassHunter
e analise qualitativa para identificacdo dos compostos foram realizadas através da comparacao dos
espectros de massas dos padrbes com os espectros de massas da biblioteca NIST 11.

Os flavonoides e acidos fendlicos foram identificados por comparacdo dos tempos de
retencdo e dos espectros de massa obtidos do CG/EM de padrdes auténticos analisados nas
mesmas condigbes. Os padrbes utilizados s&o: quercetina, canferol, apigenina, pinocembrina,
crisina, acacetina, galangina, canferide, isosacuranetina, sacuranetina, acido p-cumarico, acido
galico, acido cinamico, acido ferulico, artepilin C e acidos graxos de 6, 8, 10, 12, 14, 15, 16, 17, 18,
20, 22 e 24 atomos de carbono, saturados e insaturados (Sigma Co., USA).

As identificacbes dos constituintes foram realizadas por inspe¢ao visual dos seus espectros
de massas comparando com os espectros da literatura (ADAMS, 2011), observando principalmente
os parametros pico do ion molecular e pico base, além de comparacdo com espectros da biblioteca
computacional (NIST 11) através da comparacgao dos indices de Kovats calculados em co-injecao de
uma seérie homologa de n-alcanos de C7 — C30, com os indices de Kovats encontrados na literatura
(ADAMS, 2011).

3 RESULTADOS

Para a composigcao das substancias volateis nas amostras de propolis, deveriamos mencionar
a diferenga de cores encontradas para todas as seis (6) amostras propolis. Nas amostras foram
evidentes estas diferengas onde as mesmas variou de verde opaca até amarelo, conforme descritos
na Tabela 1. A cor da propolis depende da sua fonte botanica (ALBUQUERQUE et al, 2008; CHENG
et al. 2013). No artigo de revisdo de Bankova et al. (2000) o autor afirma, que a principal fonte
botanica da prépolis brasileiro € Baccaris dracunculifolia (Asteraceae), uma planta nativa brasileira,
chamada "alecrim" (ALBUQUERQUE et al, 2008; MAROSTICA JUNIOR et al., 2008). Outras fontes
populares de plantas da propolis brasileira sdo Araucaria angustifolia e Eucalyptus citriodora
(SFORCIN, 2007).

Tabela 1: Caracteristicas de estudo das amostras de propolis do Parana

Cidade Cadigo Cor e textura
Iguatemi (UEM) UEM Castanho esverdeado, rigido e cera
llha Grande G-V Castanho esverdeado, rigido e cera
llha Grande IG-A Amarelo escuro e cera
Paranavai PA Verde escuro, rigido e cera
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Porto Camargo PC Castanho amarelado, rigido e cera
Sao Jorge do Patrocinio SJP Verde opaco e cera

A técnica de Headspace permitiu a extragdo de compostos com pesos moleculares menores e
que sado mais volateis que a matriz da amostra. Neste trabalho, utilizou-se a injegcao direta de
Headspace, onde toda a fase de vapor foi injetada no cromatdgrafo por uma seringa de Headspace.

Nos cromatogramas das amostras de prépolis foi possivel identificar varios compostos
organicos volateis extraidos via Headspace. As Figuras 1 e 2 mostram os cromatogramas tipicos
das amostras de prépolis e o Quadro 1 exibe os compostos identificados que pertencem a varias
classes, como alcenos, alcoois, ésteres, terpenos, aldeidos e cetonas. Esses compostos foram
observados em praticamente todas as amostras de propolis; no entanto, eles apresentaram
diferentes intensidades em cada uma das amostras analisadas. Alguns desses compostos ja foram
relatados na literatura como sendo identificados em amostras de prépolis de diferentes regides (XU
et al., 2009).
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Figura 1: Cromatograma tipico de cada amostra de prépolis verde por CG/EM-HS: (A) Prépolis de llha
Grande; (B) Propolis de Paranavai; (C) Prépolis de Iguatemi — UEM; (D) Prépolis de Porto Carmago; (E)
Prépolis de Sao Jorge do Patrocinio.

Na andlise de CG/EM por Headspace, foram encontrados 109 compostos volateis,
considerando as seis amostras da prépolis verde, dos quais foram identificadas 53 substancias
volateis presentes nas diferentes propolis do Parana. Os constituintes volateis identificados de
acordo com a classe quimica (Quadro 1), evidencia-se uma composi¢do quimica em volateis
bastante variada, destacando-se como constituintes trans-anetol, a-copaeno e metil cis-isoeugenol.
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Figura 2: Sobreposi¢do dos cromatogramas das amostras de prépolis verde por CG/EM-HS.

A variacdo na composicdo quimica dos volateis, entre as seis amostras coletadas, em
diferentes épocas do ano, foi pequena, havendo vinte e um constituintes comuns dentre os
compostos identificados. Contudo, apenas na amostra coletada em outubro foi evidenciado o
sesquiterpendide &-cardinol e os sesquiterpenos R-gurjuneno, isocariofileno e &-cadineno. Os n-
alcanos foram identificados na amostra do més de junho, assim como o monoterpendide 1,8 cineol e
o sesquiterpeno a-selineno. No entanto, vale ressaltar que o constituinte majoritario foi o mesmo nas
seis amostras, o trans-anetol, e que o percentual deste composto foi relativamente alto.

Quadro 1: Compostos volateis identificados nas amostras de prépolis

Compostos 1G-A 1G-V PA PC SJP UEM

1 p-cimeno X X X X X X
2 Limoneno X X X X X X
3 a-Pineno X X X X X X
4 [S-Pineno X X X X X X
5 Myrceno X X X X
6 Careno X X X X
7 1,8-cineol X X X X X X
8 Linalool X X X X X X
9 Eucalyptol X X X X
10 a-cubebeno X X X X X X
11 a-copaeno X X X X X X
12 S-gurjuneno X X X X X

13 B-cariofileno X X X X X
14 a-bergamoteno X X X X
15 farneseno X X X X X X
16 trans-p-farneseno X
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17 D-germacreno X X X X X
18 a-selineno X X X X X X
19 isocarofileno X X X X

20 [-bisaboleno X X X X X X
21 o-cadineno X X

22 cadineno X X X X

23 a-Ocimeno X X X

24 S-Ocimeno X X X

25 4-cadinol X

26 Acetofenona X X X X X
27 Linalool X X X X X
28 naftaleno X X X X
29 o-Cubebeno X X X X X X
30 4-hidroxi-4-metil -heptan-2-ona X X
31 6-metil-5-hepten-2-ona X X
32 octanal X X X X
33 nonanal X X X X
34 n-decanal X X X X X X
35 anisaldeido X X

36 n-dodecanal X X X X X

37 a-Copaeno X X X X X
38 y -Cariofileno X X X X

39 tetradecano X X X X

40 pentadecano X X X X X X
41 hexadecano X X X X X X
42 Aromadendreno X X X X X X
43 y -Muuroleno X X X X

44 estragol X X X X

45 trans-anetol X X
46 metil-cis isoeugenol X X X
47 trans-metil isoeugenol X X X
48 elemicin X X X
49 Viridifloreno X X X X

50 Germacreno D X X X X X X
51 0-Cadineno X X X X X X
52 fS-Farnesol X X X X X X
53 Spatulenol X X X X X X

Os compostos identificados pertenciam principalmente ao classe de alcoois, aldeidos,
monoterpenos e sesquiterpenos. Monoterpenos, como a e B-pinenes foram predominantes em todas
as amostras. Nunes e Guerreiro realizaram analise por Headspace e atribuiu maiores quantidades
de a-pineno, B-pineno, sulcatona, carene, limoneno, eucaliptol, a-ocimene, 3-ocimene, acetofenona
na pro-propolis brasileira, sendo que o a-Pinene compds mais de metade de todos os volateis
presentes nas amostras de prépolis do Parana.

A avaliagcdo da atividade biolégica da propolis ndo estava no ambito do presente estudo,
no entanto, os compostos identificados, tais como 3-carene, B-pineno, limoneno, a-pineno, y-
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terpineno, mirceno, B-cariofileno, a-bisabolol, a-fellandrene, a e B-ocimeno, aromadendreno sio
conhecidos por possuir elevadas atividades antimicrobianas. Melliou et al., analisado a atividade
antibacteriana de cinco amostras de prépolis da Grécia, determinou que as amostras de propolis que
apresentam maior teor de a-pineno, possuem maior atividade antibacteriana, quando comparadas
com as amostras de propolis com menor porcentagem.

4 CONCLUSAO

A composi¢ado quimica dos compostos volateis presentes nas amostras de propolis do Estado
do Parana mostrou-se variada, destacando-se como constituintes majoritarios a-pineno, B-pineno e
como compostos presentes trans-anetol, a-copaeno e o metil cis-isoeugenol. A propolis apresenta
como constituintes maijoritarios os compostos fendlicos, do tipo flavonoides, antraquinonas e fendis.
Estas substancias na propolis séo representadas pelas agliconas de flavondides, acidos fendlicos e
seus ésteres, 0s quais sao responsaveis pela grande variedade das propriedades biologicas
(BANSKOTA et al., 1998; BURDOCK, 1998; KOO; PARK, 1997; BANSKOTA et al., 2000).
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