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RESUMO

A prépolis é uma substancia resinosa coletada
pelas abelhas de diversas partes das plantas. Sua composi¢&o
depende da época, vegetacdo e local de coleta. Andlises
fitoquimicas de prépolis produzidas de Baccharis
dracunculioflia (alecrim-do-campo) por abelhas Apis
mellifera africanizada nos estados de Sdo Paulo e Minas
Gerais foram feitas por espectrofotometria na regiao U.V.-
Visivel, CCDAE-FR, CLAE-FR e CG-EM. Uma caracteristica
dos compostos fendlicos das prépolis analisadas e da espécie
vegetal de B. dracunculioflia foi a alta proporcao de artepilin
C e outros derivados do &cido cindmico. Com base nas
evidéncias fitoquimicas, B. dracunculifolia foi identificada
como a principal fonte vegetal das prépolis produzidas nos
estados de Sao Paulo e Minas Gerais.

Palavras-chave: prépolis, Baccharis dracunculifolia, origem
botanica, compostos fendlicos.

ABSTRACT

Propolis is a resinous hive product collected by
honeybees from plant sources. The composition of the propolis
depends upon the season, vegetation, and the area of
collection. Phytochemical analyses of propolis produced from
Baccharis dracunculifolia (alecrim-do-campo) in the states
of Sdo Paulo and Minas Gerais by africanized Apis mellifera
were done by RP-HPTLC, RP-HPLC and GC-MS, and the
absorption spectra was measured by UV-visible
spectrophotometry. A distinctive characteristic of propolis and
B. dracunculifolia was that both had a high proportion of the
phenolic compounds artepillin C and others dihydrocinnamic
acid derivatives. Based on phytochemical evidence, B.

dracunculifolia was found to be the main source of propolis
produced in the states of Sdo Paulo and Minas Gerais.

Key words: propolis, Baccharis dracunculifolia, botanical
origin, phenolic compounds.

INTRODUCAO

A prépolis € uma resina coletada por
abelhas da espécie Apis mellifera de diversas partes
das plantas como gemas vegetativas, gemas florais e
exsudados resinosos (GHISALBERTI, 1979). A
propolis vem se destacando na literatura pelas suas
vérias propriedades bioldgicas apresentadas, como
atividade antimicrobiana (MARCUCCI et al., 2001),
antiinflamat6ria(MONTPIED et al., 2003), cicatrizante
(GHISALBERTI, 1979), anestésica(BURDOCK, 1998),
antitripanossomal (CUNHA et al., 2004),
anticariogénica (DUARTE et al., 2003), antiviral
(BURDOCK, 1998), anticarcinogénica (I SHIKAWA et
al., 2004), antioxidante (KUMAZAWA et al., 2004) e
fitotoxica(JOHNSON et al., 1994). Além disso, também
vem sendo utilizada pelas indistrias farmacéutica e
alimenticia na forma de alimentos funcionais
(ACKERMANN, 1991).

Na Europa, América do Norte e oeste da
Asia, afonte dominante paraaelaborag&o dapropolis
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€ o0 exsudato do botdo de damo (Populus sp.)
(MARKHAM et al., 1996; WOLLENWEBER &
BUCHMANN, 1997). Entretanto, naAméricado Sul, a
espécie vegetal do género Populus ndo é nativa,
existindo uma grande diversidade vegetal para a
retirada de resina, o que dificulta a correlacéo da
prépolis com a fonte produtora. A dependéncia
geografica e vegetal da propolis é exemplificada nos
trabalhos, como por exemplo, de prépolis daAmérica
do Sul, Europa, China, Canada e Espanha (KONIG,
1985; TOMAS-BARBERAN et ., 1993; BONVEHI &
COLL, 1994; PARK et al., 2004). Recentemente, PARK
et a. (2000) classificaram aspropolisbrasileirasem 12
grupos e verificaram a existéncia de somente um tipo
majoritario de propolis na regido Sudeste do Brasil.
Nesse estudo, os autores demonstraram a pouca
diversidade vegetal dessa regido para a retirada de
resina pelas abelhas.

O melhor indicador da origem boténicada
propolis é a andlise da sua composi¢ao quimica
comparada com a provavel fonte vegetal. A
determinacdo daorigem geograficae, principal mente,
a origem botanica aliada a fenologia da planta
hospedeira, faz-seimportante no controle de qualidade
e até mesmo napadronizagdo das amostrasde propolis
paraumaefetivaaplicacdo terapéutica.

O objetivo deste trabalho foi avaliar por
meio de técnicas de andlise fitoquimica, se a espécie
vegetal de B. dracunculifolia (alecrim-do-campo),
familia Asteraceae, € a fonte vegeta utilizada pelas
abelhas Apis mellifera para a elaboracéo da prépolis
produzida nos estados de S0 Paulo e Minas Gerais.

MATERIAL E METODOS

As amostras de prépolis de abelhas
africanizadas da espécie Apis mellifera foram
coletadas em municipios do estado de S&o Paulo
(Mogi Mirim, Mogi Guagu, Amparo, Socorro, Campos
do Jordédo e Pinhalzinho) e Minas Gerais (Belo
Horizonte, Carvalhdpolis, Bambui, Juiz de ForaeNova
Lima), perfazendo um total de 58 amostras. Asgemas
vegetativas contendo a resina vegetal de B.
dracunculifolia foram col etadas nas cidades de M ogi
Mirim e Campinas, estado de S&o Paulo, e Bambui,
estado de Minas Gerais. Os extratos etandlicos de
prépolis (EEP) foram preparados apartir daadicéo de
15mL deetanol (80%) a2 gramas de propolistriturada
e homogeneizada. A extrac8o foi feitaa 70°C por 30
minutos e sob agitagdo constante. Apdsisso, foi feita
umacentrifugagdo a 7500 x g, a5°C por 10 minutos, eo
sobrenadante transferido para tubos de ensaio (15 x
160mm). Ao residuo do tubo de centrifuga, foram

adicionados 10mL de etanol (80%), sendo feitamais
uma extracdo. Os sobrenadantes obtidos das duas
extracOes foram homogeneizados e acondicionados a
5°C. Os extratos metandlicos vegetais de B.
dracunculifolia (EMV) foram obtidos pela extracéo
de2 gramasde gemas vegetativasem 10mL de metanol
P.A. durante 30 minutos a 60°C, seguida de
centrifugacd@o a 7500 x g, a 5°C, por 10 minutos. Os
sobrenadantes obtidos foram, ent&o, armazenados a
5°C até o momento das andlises.

Os espectros de UV-visivel dos extratos
alcodlicosforam obtidos por meio da adicdo de uma
diquotade25ul doEEPeEMYV a30mL deetanol (96%)
P.A. Os espectros de absor¢éo foram determinados na
faixa de comprimento de onda de 200 a 600nm. A
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
em fasereversa (CCDAE-FR) dosextratos alcodlicos
foi feitade acordo com os métodos descritos PARK et
al. (2000) eALENCAR (2002), onde 3uL doEEPeEMV
foram aplicados em placas de 0,2mm de espessuraRP
18 Fs4 S(Merck Co.). Utilizou-se como sistemae uente
etanol:agua destilada (55:45, v/v). As placas
desenvolvidas foram observadas sob luz ultravioleta
a3e6nm.

As andlises dos extratos alcodlicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa (CLAE-FR) foram feitas de acordo com o
método modificado deALENCAR (2002) e PARK et
al. (2004). Neste método, 20uL do extrato foram
injetadosem colunadefasereversaY MC PACK ODS
(250 x 4,6mm), instalada em um sistema de
cromatografialiquida (Shimadzu Co.) composto por
duasbombas L C-10ADV P, degaseificador DGU-2A,
injetor automatico SIL-10ADvp, detector de arranjo
de fotodiodos SPD-M10A e forno de colunas CTO-
10Avp mantido a35°C. A fasemével utilizadafoi agua/
acido acético (19:1, v/v) (solvente A) e metanol
(solvente B), com fluxo constante de ImL/min. O
gradienteiniciou com 30% do solvente B até 40% de B
em 15 minutos, 50% de B em 30 minutos, 60% de B em
45 minutos, 75% de B em 65 minutos, 85% de B em 85
minutos, 90% de B em 95 minutos e 30% de B em 105
minutos. As substancias foram identificadas pela
comparacdo dos espectros de ultravioleta, obtidos
através do detector de arranjo de fotodiodos e dos
tempos de retencdo obtidos para os padrfes e para
as amostras. Foram utilizados padrdes auténticos de
flavonoides, acidos fendlicos (Extrasynthese Co.) e
Artepillin C. Adicionalmente, pinobancsina,
pinobancsina-3-acetato e o éster do acido dimetil
dialil caféico foram gentilmente cedidos pelo Dr.
Eckhard Wollenweber, do Intitut fur Botanik der
Technischen Hochschule, Alemanha
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Aliquotas de 400uL dos extratos
alcoolicos foram adicionadas a 1mL de solugéo
etérea de diazometano (CH;N,) para a metilacéo.
As amostras permaneceram em banho de gelo por
4 horas para a completa metilagdo. Apos este
tratamento, adicionaram-se 300uL de diclorometano
e filtraram-se as amostras. As amostras foram
analisadas em um cromatégrafo gasoso CG 17A
(Shimadzu Co.) acoplado a um espectrometro de
massas QP 5000 (Shimadzu Co.). A coluna capilar
usada foi a CBP5 (30m x 0,25mm x 0,25 um de
espessura do filme) contendo 5% de fenil em
HMDS. O detector usado utilizado foi um
quadrupol o operando no modo scanning (m/z 40-
400). A programacdo de temperatura foi 50°C
(0,3min) a285°C (15min), com um incremento de
6°C/min. Asamostras (0,6mL) foram injetadas por
um injetor automético AOC-17, com injecdo no
modo splitless (tempo de abertura da vavula de
0,5min). A integracédo foi feita através do software
especifico do equipamento (QP5000 software).
Flavonoides e &cidos fendlicos presentes foram
identificados por comparagcéo dos tempos de
retencdo e dos espectros de massa obtidos do CG-
EM de padrdes auténticos analisados nas mesmas
condicdes. Outros compostos foram identificados
por comparacéo dos espectros de massas de cada
pico comparado com os da biblioteca do
eguipamento (Willey139).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s o processamento e andlise das
propolis coletadas nos estados de S&o Paulo e Minas
Gerais quanto a aparéncia, coloragao dos EEP e
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
emfasereversa(CCDAE-FR), foi encontrado em 96%
dasamostras, 0 mesmo perfil descrito por PARK et al.
(2000). Apesar daexisténciade outrostiposdepropolis
existentes naguel es estados, estesndo foram incluidos
devido & suararaocorréncia

Os resultados preliminares obtidos pela
varredura do espectro naregido UV-visivel do EEP e
EMV, demonstraram o mesmo espectro de absorc¢éo.
Como pode ser visto nafigura 1, tanto o EEP quanto o
EMYV apresentaram absor¢ao méaxima semel hante de
300 e 299nm, respectivamente.

A cromatografiaem camadadelgadadealta
eficiénciamostrou um perfil muito semelhante entre o
EEPeo EMV, quandoirradiado a366nm (Figura?2). Da
mesmaforma, osresultados obtidos pelacromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa, também
apresentaram um perfil quimico similar entreo EEPeo
EMYV, sendo confirmados 18 substancias quimicas
idénticas nas duas amostras (Figura 3). Os compostos
16 e 17 foram maj oritériostanto napropolis quanto no
extrato metandlico vegetal, sendo que um foi
identificado como artepilin C (Figura3). A presencade
artepilin C em plantasdeB. dracunculifolia e propolis
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Figura 1 — Espectros de absor¢é@o na regido UV-visivel do extrato etandlico de propolis e do extrato metandlico vegetal de

B. dracunculifolia.
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Baccharis
dracunculifolia

Prépolis

Figura 2 — Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
irradiada a 366nm, eluida com etanol:agua (55:45 v/
v), das amostras de prépolis e Baccharis
dracunculifolia.

de Minas Gerais também foi demonstrado por
KUMAZAWA et al. (2003). Véariostrabal hos sobre as
evidéncias fitoquimicas da propolis do estado de Sao
Paulo jaforam realizados, entretanto os resultados ndo
foram conclusivos quanto a sua origem vegetal
(BANKOVA et al., 1995, BANKOVA et ., 1999). No
estudo fitoquimico realizado entreapropolisbrasileira
e a espécie vegetal de B. dracunculifolia, apesar de
n&o ser mencionado de qual regi&o ou estado do Brasil
foram coletadas as amostras estudadas, ficou
demonstrado a presenca de uma grande diversidade
de fenilpropanéides em comum nas amostras
analisadas (BANSKOTA et al., 1998). Estudos
fitoquimicos recentes também demonstraram fortes
indicios de que a prépolis do sudeste do Brasil tem a
sua origem na espécie vegetal de B. dracunculifolia
(PARK etd., 2004).

Os cromatogramas obtidos por meio da
técnicade CG-EM permitiram identificar 18 substancias
comuns (Figura4) entreo EEPeo EMV, queforam: 1-
etil éster do &cido etoxiacético: 132 (M+), 88 (36), 61
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Figura 3 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia do EEP e EMV (1=&cido cumarico; 2=&cido ferrdlico; 3= A, . 254 nm; 4= &cido
cinamico; 5=pinobancsina, 6=canferol; 7=apigenina; 8=isosacuranetina; 11=canferide; 12= A _. 244nm; 16=artepelin
C, 17= A . 223, 276nm). (Volume de amostra injetada: 20uL; detector utilizado: arranjo de fotodiodos a 254 nm;
coluna: fase reversa YMC PACK ODS (250 x 4,6mm) com tamanho de particula de 5um; fase movel utilizada: dgua/acido
acético (19:1, v/v) (solvente A) e metanol (solvente B) em sistema de gradiente, iniciando com 30% do solvente B até
40% de B em 15 minutos, 50% de B em 30 minutos, 60% de B em 45 minutos, 75% qle B em 65 minutos, 85% de B em
85 minutos, 90% de B em 95 minutos e 30% de B em 105 minutos; vazdo:1mL min ; temperatura da coluna: 35°C).
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Figura 4 - Cromatografia gasosa acoplada com espectrémetria de massas (CG-EM) do EEP e EMV. (Volume de amostra metilada
injetada: 0,6mL; tipo de injegcdo: “splitless’; coluna utilizada: coluna capilar CBP5 (30m x 0,25mm x 0,25mm); modo

de operacdo do detector de massa: “scanning”
285°C (15min), com um incremento de 6°C minY).

(18),60(21),59(100), 45 (14), 42 (16), 31(96), 29(70); 2-
afa-pineno: 136 (6, M+), 121 (12), 93(100), 92 (35), 91
(27),79(23), 77(30), 43(19), 41 (33), 39(26), 27 (26); 3-
betapineno 136 (9, M+), 121 (12), 94 (13), 93 (100), 91
(20),79(24), 77 (22),69(42),53(16), 41 (56), 27 (22); 4-
éster dimetilico do &cido butanedioico: 146 (M+), 115
(71),114(20), 87 (18),59(73), 55 (100), 45 (14), 28(27),
27 (27); 5- éster metilico do &cido hidroxicinémico: 164

(m/z 40-400); programacgdo de temperatura do forno: 50°C (0,3min) a

(34,M+),105(36), 104 (100), 91 (63), 79(26), 78 (14), 52
(14), 51 (18); 6- éster etilico do &cido hidroxicinamico:
178 (31, M+), 107 (44), 105 (44), 104 (100), 103(15), 91
(58), 79(22), 78(18), 77 (26), 29(11); 7- éster metilicodo
acido 4-metoxibenzoico: 166 (31, M+), 135(100), 107
(13),92(20), 77 (27), 64 (15); 8- n-tetradecano: 198 (2,
M+), 85(30), 71 (48), 57 (90), 56 (14), 55 (23), 43 (100),
41(59), 39(16); 9-farnesal: 222 (M+), 107 (19), 93(39),

CiénciaRural, v.35, n.4, jul-ago, 2005.
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81(20), 79(16), 69 (84), 67 (24), 55 (34), 53(15), 43 (62),
41 (100); 10- metil 4-hidroxihidroxicinamato: 180 (26,
M+), 120 (33), 107 (100), 77 (9); 11- metil 4-
metoxicinamato (&cido cumarico): 192 (64, M+), 162
(11), 161 (100), 134 (14), 133(33), 118(13),90(13), 89
(17),63(18), 51 (10); 12- til 3,4 dimetoxicinamato (acido
ferrllico): 222 (100, M+), 207 (17), 191 (54), 147 (17), 77
(16), 51 (24); 13- éster metilico do &cido hexadecandico:
270(8,M+),87(58), 75(18), 74 (100), 69 (13), 57 (16), 55
(25),43(37),41(30), 29(18); 14- 1,1,3,3,4-pentametil-6-
butil-2,3-dihidroindeno: 244 (18, M+), 230 (20), 229
(100), 57 (10); 15- éster metilico do &cido 9,12-
octadecadiendico: 294 (M+), 109 (21), 96 (29), 83 (15),
82(45),81(67),80(20), 79(33), 69 (35), 68 (40), 67 (100),
55(72), 54 (38), 43 (32); 16- apigenina: 314 (13, M+),
299 (15), 240 (24), 239 (100), 43 (22); 17-
isosacuranetina: 300 (53, M+), 229 (30), 193 (18), 166
(18),138(13), 138(12), 135(14), 134 (100), 121 (82), 119
(22),65(13), 44 (21); 18- canferide: 328 (100, M+), 327
(87),309 (17), 285 (45), 150 (28), 135 (24), 77 (18), 69
(13), 44 (24). Entretanto, quando se compararam 0s
picosndo identificadosdo EEPeo EMV, observa-se 0
mesmo padrdo de fragmentagdo, indicando assim que
podem setratar damesmasubstanciaquimica. Também
foi possivel aidentificagdo, tanto no EEP quanto no
EMYV deB. dracunculifolia, do composto farnesol o
qual possui atividadecitotoxica(VOZIYAN et d., 1995)
edeapoptosecelular (RIOJA et al., 2000). Asamostras
de prépolis desses estados mostraram a existéncia de
vérios derivados do acido cinamico, principal mente,
nasformasmetil eetil ésters(Figura4). BANKOVA et
al. (1995) também relataram aexisténciade derivados
do &cido cindmico em amostras de propolis do estado
de S&o Paulo. De acordo com os resultados obtidos
pelatécnicade CG-EM, pode-se dizer que o perfil das
propolis desses estados é similar a resina de B.
dracunculifolia, tendo possivelmente a sua origem
nessa espécie vegetal.

CONCLUSDES

Os estados de Minas Gerais e S&o Paulo
possuem somente um tipo majoritario de propolis,
indicando assim que poucas sdo as espécies
vegetais fornecedoras de resinas para elaboracéo
de prépolis. Pelo grande ndmero de compostos
identificados e confirmados pelas técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia e
cromatografia gasosa com espectrometria de massas,
pode-se concluir que aresina da espécie vegetal de
B. dracunculifolia éaprincipal fontederesinapara
a elaboracéo das prépolis produzidas nesses
estados.
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