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RESUMO — O presente estudo buscou desenvolver um método geral de fracionamento, permitindo obter de
uma mesma amostra os 6leos essenciais e, em seguida, o extrato aquoso e organico, destinado ao isolamento
e andlises quimicas utilizando duas amostras de propolis provenientes da Regido dos Campos Gerais do Parana.
A analise dos 6leos essenciais por CG/EM, permitiu a identificacdo de mais de 28 compostos sendo 0s compostos
majoritarios, o espatulenoE)-nerolidol, 2,6-di-t-butilp-cresol e o benzilbenzoato confirmados por RMN

de'H e de'®C. Os extratos foram analisados por-MM e as substancias isoladas poelRMN de'H e de

13C. Essas analises demostraram que dois acidos aromaticos (benzoico e cinamico) podem ser considerados
como substancias marcadoras das duas amostras de préopolis analisadas.
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CHEMICAL COMPOSITION OF TWO VARIETY OF PROPOLIS FROM CAMPQOS
GERAIS OF PARANA

ABSTRACT Fhis study aimed to develop a general method of fractionation achieving from the same sample,
essential oils and then the aqueous extract, for the isolation and chemical analysis using two propolis samples
from the Region of the Campos Gerais of Parana. The analysis of essential oils by GC/MS allowed the identification
of more than 28 compounds being the major compounds, spathulenol, (E)-nerolidol, 2,6-di-t-butyl-p-cresol
and benzylbenzoate confirmed'byNMR and*C. The extracts weranalyzed by UWis and the substances
isolated by IR and NMR &fl and**C. These analyses showed that two aromatic acids, namely benzoic and
cinnamic, may be considered as marker substances of the two samples of propolis.

Keywords: benzoic acid, cinnamic acid, essential oil, propolis.

1. INTRODUCAO a aroeira$chinus molle ), o eucaliptdEucalyptus)

. . . . e oalecrim do campoBRaccharis dracunculifolig
A propolis consiste em uma resina natural de

= A . . que ficou mais conhecido como fonte botanica da
coloracéo e consisténcia variada que é coletada po

abelhas de diferentes partes das plantas, como gem rSOIOOI'S verde (Marcucci, 1995; Bankova etal., 1999;

vegetativas, brotos, ramos, bot0es florais e exsudadosark etal., 2000).

resinosos (Castro et al., 2007; Burdock, 1998; Park et  No ano de 2000, pesquisadores estudaram amostras
al., 2000). NaAmérica do Sul, existe uma grande de prépolis coletadas de todas as regides do Brasil
diversidade vegetal para a retirada de substancias pelaesm o objetivo de classifica-las a partir de suas
abelhas o que dificulta a correlagdo das prépolis congaracteristicas fisico-quimicas e propriedades bioldgicas.
suas origens vegetais (Park et al., 2002). No BrasilEsse estudo indicou a existéncia de uma grande
ja foram identificadas algumas destas plantas que afiversidade de propolis dentro do territdrio brasileiro,
abelhas visitam para retirar componentes para a produc&que uma maior variedade de propolis encontra-se
de prépolis, como o assa-peixei(nonia polyanthes nas regides sul e nordeste do Brasil, devido a grande
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diversidade do bioma presente. Observou-se que amda 6leo essencial foi feita com base nos cromatogramas
propriedades bioldgicas dependem do tipo da propolisbtidos com o detector de ionizagdo de chamas (DIC).
testada, ou seja, da sua composi¢cdo quimica, levandgpds aobtencéo de cada 6leo essencial, a solucéo
a concluir que os diferentes tipos de prépolis tém tambéraquosa restante no baldo foi entado filtrada e o material
aplicactes diferentes (Park et al., 2000). sélido foi descartado. O restante de cada solugéo aquosa
ntao foi colocado em um funil de separacéo, onde
{g‘)i submetido a extracdo com trés porgcdes consecutivas
300 mL, 250 mk 2@ mL, de CHC| As fases @fanicas
8btidas foram reunidas para lavagem e secagem com
Na, SO, anidro, sendo o solvente evaporado em
aporador rotativo obtendo-se os extratos cloroférmicos.

A prépolis tem sido bastante estudada e muita
metodologias ja foram utilizadas na extracdo de seu
componentes, podendo-se usar diversos solvent
dependendo da finalidade. O objetivo desse trabalh
foi desenvolver sequéncias metodoldgicas otimizada
para a obtencgéo de extratos, para isolamento preparati\%
e para analises quimicas de amostras de prépolisda Apés as extracdes com CH(4 solugéo aquosa
Regi@o dos Campos Gerais do Parana; e determingsve o pH elevado até 8 com NaOH 5M, extraindo-se
a composicdo quimica do 6leo essencial nas duasm funil de separacédo com trés porgdes consecutivas
amostras de prépolis por CG/EM e trabalhar com umaje 150 mldeAcOEt, para obtencéo de extratos contendo
metodologia diferenciada, nunca antes utilizada pargubstancias neutras (AcOEtpH8¥. fases aganicas
obtencao dos extratos de amostras de propolis. foram reunidas e permaneceram em repouso por Varias

3 horas para separacdo completa da agua, os extratos
2. MATERIAL EMETODOS foram concentrados e os seus rendimentos calculados.

As amostras de propolis foram coletadas em 2006 M seguida cada solucéo aquosa basica restante foi
e 2012, sendo a primeira da regido de Ipiranga-PRecidificada até pH 4 com HCI concentrado e extraida
codificada como prépolis 1 (P1) e a segunda proveniente®m trés por¢oes de 250 eAcOEt evaporando-
de Ponta Grossa-PR, codificada como prépolis 2 (P2)5€ para obter os extratdsOEt em pH 4 (ACOEtpH4).
ambas do Segundo Planalto do ParAséamostras CoOm a amostra P2, antes da obtencao dos extratos

foram armazenadas a -18°C até o momento da analisRCOEtpH4, foi realizada uma extragdo com 250 mL de
éter etilico, obtendo-se o extrato etéreo em pAl 4.

S_ut_Jmete\u—ge 100 9 de~cada aAmostra de PrOpOI'S?olugéo de éter etilico foi secada com$@, anidro.
(em triplicata) a hidrodestilagdo em trés tempos dlferenteéS extratos foram analisados por-\i, Infravermelho
por 2 horas, 2,5 horas e 3 horas em um baldo de 2 "tr%SRMN Para as analises de RMN utilizou-se CPCI
contendo 1 litro de agua destilada acoplado a um i

aparelhagem de vidro construida conforme as medida%ﬁomo solvente e tetrametilsilano (TMS) como referéncia
. Interna, mantendo-se a temperatura constante durante
recomendadas por Stahl & Schild (1981). Cada uma P

. N . s experimentos.
das 18 amostras de Oleos essenciais foi separada ?la b

agua condensada com uso de éter etilico, por decantacéo. 3 RESULTADOS E DISCUSSAO
O éter etilico utilizado como solvente foi evaporado '
na temperatura ambiente por 24 hofessamostras Com base nas analises por CG/EM/DIC, o 6leo

de 6leo essencial foram submetidas a andalise passencial das amostras P1 e P2 apresentaram
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria despectivamente 22 e 32 constituintes identificados,
massas e a um detector de ionizagdo de chama (C@lostrados naSabelas 1 e 2.

EM/DIC). Os componentes majoritarios mostrados na Figura

Aidentificac&o dos constituintes foi realizada por 1 da amostra P1 foram o espatulenol (B)engrolidol
meio de analise dos espectros de massas utilizand@), sendo esses também confirmados por RMiide
as bibliotecas de espectros NIST107, NIST21, WILEY8e de'*C. Componentes esses que também se fazem
e comparagéo com espectros da literatura. Forarpresentes em maiores proporcdes no 6leo essencial
calculados os indices de Retengao Relativos (indicedeBaccharis dracunculiféd, a fonte vegetal da propolis
de Kovats, IRRs), utilizando a série de n-alcanos deerde (Klopell et al., 2007). Observam-se diferengas
C,a G, e comparados com os IRRs publicados (Adamssignificativas na composigao dos dois 6leos essenciais
1995) A quantificacao relativa dos componentes deda prépolis de Ipiranga e de Ponta Grossa.
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Tabela 1 - Porcentagens relativas dos componentes identificados nos 6leos essenciais da P1 por CG/EM/DIC (detalhes em
Material e Métodos)

Componentes P11(2,0 horas) P12(2,5 horas) P13(3,0 horas) * IRR_,,. **IRR
a-Pineno - - 1,14 933 939
B-Pineno 0,86 0,77 0,81 974 980
Acetofenona 0,96 5,54 1,04 1066 1065
Linalool 0,66 - - 1099 1098
trans-Pinocarveol 0,83 - 0,80 1043 1139
Terpinen-4-ol 2,10 1,42 1,63 1182 1177
a-Terpineol 4,20 2,73 2,33 1196 1189
Verbenona 0,68 - - 1209 1204
a-Copaeno - 1,41 - 1380 1376
B-Cariofileno 1,61 4,33 1,44 1425 1418
Aromadendreno 1,37 3,39 0,93 1444 1439
y-Muuroleno 2,16 3,51 0,66 1479 1477
a-Muuroleno 1,37 2,79 - 1502 1499
d-Cadineno - 4,32 2,44 1522 1524
a-Calacoreno - 1,01 - 1546 1548
(E)-Nerolidol 14,02 10,77 12,49 1562 1564
Espatulenol 13,80 14,04 19,63 1578 1576
Viridiflorol 3,84 5,10 4,67 1590 1590
Cubenol 0,63 0,57 0,64 1641 1642
a-Cadinol 2,59 2,23 5,08 1650 1653
Cadaleno 0,57 0,57 3,47 1679 1674
a-Bisabolol 2,81 1,56 3,47 1689 1683
Monoterpenos nao oxigenados 0,86 0,77 1,95

Monoterpenos oxigenados 9,43 9,69 5,80

Sesquiterpenos ndo oxigenados 7,08 21,33 8,94

Sesquiterpenos oxigenados 37, 69 34,27 45,98

Total 55,08 66,06 62,67

Rendimentos dos 6leos essenciais 0,13 0,12 0,10

*IRR_, = indices de retencdo relativa calculados; ** |RRdados publicados (ADAMS, 1995).

O 6leo essencial da propolis P2 apresentou comacompanhamento da coluna foram realizadas anélises
componentes principais os compostos mostrados ngor CCD, que confirmaram a presenca de dois acidos
Figura 1, o 2,6-dt-butil-p-cresol(3) e o benzilbenzoato cafeoilquinicos comparados com padrdes, os acidos
(4), em menores proporgdes também pode se observars-dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinic@
(E)-nerolidol (2) e espatulenol (1I3eus componentes fracionamento do extratecOEtpH4 permitiu o isolamento
majoritarios também confirmados por RMNttee do acidopara-hidroxicinamico (5)No espectro de
de®*C. O composto 2,6-di-t-butip-cresol (3) é IV da substancia isolada apresentou as bandas de
amplamente utilizado na industria de alimentos ou debsor¢édo caracteristicas de acidos carboxilicos entre
produtos naturais como os antioxidantes (Romalho3.600 e 2400 cfA banda com maximo em 3.381tpode
Jorge, 2006) ja o benzilbenzoato (4) € utilizado, porser atribuida a hidroxila fendlica, e em 1.674 arwarbonila
exemplo, no tratamento de afec¢Oes da pele (escabiose)3-insaturadaAs vibracdes das ligagdes duplas C=C
como agente ativo de medicamentos que combatemaracteristicas de anel aromatico aparecem como banda
a osteoporose pés-menopausa (Lei et al., 2012). de absorcédo forte em 1.598 ¢énmodas as absor¢des
Pbservadas no espectro de 1V da substancia isolada

Nas andlises dos extratos obtidos foi possive . .
. - s . s&o encontradas no espectro publicado on-line (SDBS,
identificar a ocorréncia de uma grande quantidade d 013)

compostos fénolicos presentes, sendo que o extrato
obtido com acetato de etila em pH 4 da P1 foi submetido  Os espectros de RMIM confirmaram a estrutura
a fracionamento em coluna cromatografica. Paralo acidgoara-hidroxicinamico isolado. Sao observados
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Tabela 2 - Porcentagens relativas dos componentes identificados nos 6leos essenciais da P2 por CG/EM/DIC (detalhes em
Material e Métodos)

Componentes P21(2 horas) P22(2,5 horas) P23(3,0 horas) *IRR_,. *IRR
a-Pineno 5,14 - - 934 939
B-Pineno 3,04 - - 978 980
p-Cimeno 1,03 - - 1029 1026
trans-Pinocarveol 3,05 3,77 3,18 1141 1139
trans-Verbenol 3,12 4,17 4,00 1148 1144
a-Felandren-8-ol 0,99 3,73 2,00 1151 1166
Terpinen-4-ol 2,87 11,93 6,84 1170 1177
a-Pineol 5,99 6,09 1,03 1189 1189
Mirtenol 5,98 5,60 5,36 1195 1195
Borneol acetato 1,38 1,65 1,22 1285 1285
Isoledeno 0,82 - - 1372 1373
a-Copaeno 2,08 1,91 1,00 1377 1376
B-Cariofileno 3,20 3,81 1,66 1404 1418
Aromadendreno 0,99 - - 1442 1439
a-Cariofileno 2,69 2,78 1,01 1456 1454
B-Cadineno 1,06 - - 1476 1473
y-Muuroleno 3,66 3,17 1,01 1479 1477
2,6-dit-butil-p-cresol 12,78 10,84 13,12 1515 1512
a-Morfeno 1,37 - - 1482 1485
a-Sileno 1,76 - - 1493 1494
a-Bulneseno 1,68 - - 1502 1505
d-Cadineno 1,83 13,14 6,94 1527 1525
a-Cadineno 1,09 - - 1536 1538
a-Calacoreno 1,18 - - 1547 1558
(E)-Nerolidol 2,62 2,23 4,49 1564 1564
Espatulenol 2,90 - 3,69 1583 1576
Epiglobulol - - 2,66 1589 1581
Cariofileno 6xido 1,90 - - 1633 1641
Cubenol 1,07 - - 1647 1653
a-Cadinol 0,67 - - 1660 1655
a-Bisabolol 7,07 - 4,24 1687 1683
Benzilbenzoato 11,09 10,38 13,06 1771 1762
Monoterpenos n&oxigenados 9,21

Monoterpenos oxigenados 23,38 36,94 23,63

Sesquiterpenos n&xigenados 23,41 24,81 11,62

Sesquiterpenos oxigenados 16,23 2,23 15,08

Aromaticos 23,87 21,22 26,18

Total 96,10 85,20 76,51

Rendimento doséleos essenciais0,29 0,29 0,19

*IRR_,= indices de retencdo relativa calculados; ** |RRdados publicados (ADAMS, 1995).

os dois dubletos dos prétons do anel aromatico, umuaternarios e 171,03 ppm (Q, 8 127,20 ppm (¢
emd 7,43 (J 8,8 Hz) referente aos protons H5 e H7 e 5 161,14 ppm (Q.

€ 0 outro end 6,80 (J = 8,8 Hz) correspondentes aos Ja os extratos obtidos da propolis P2 apresentaram
prétons H4 e H8. Os dubletos &mi,60 (J = 15,7 Hz) N S i
€06,30 (J = 15,7 Hz) sdo atribuidos aos prétons acopladégrfn_agao de cristais, sendo que foram submetidos a
em disposicatransH3 e H2, respectivamente. Esta analises ppr UMV e RMN de'H e™*C. No espectro
relacdo é observada no espectro gCOS¥spectro de UV obtido em metanol, observa-se a banda com

de RMN de*C DEPT confirmou a presenca dos grupos™aximo de absor¢ao em 284 nm, que corresponde a
CH, e confirmou a presenca de trés carbono@bsorcao de um anel aromatico conjugado a grupos
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Figura 1- Componentes majoritarios presentes nos 6leos essenciais de peggdisiienol (1),K)-nerolidol (2),2,6-
di-t-butil-p-cresol(3) e o benzilbenzoato (4).

contendo elétrop ou elétrons desemparelhados. O de'H e de=C destes cristais, concluiu-se que a substancia
espectro de IV dos cristais obtidos no extrato cloroférmicaesponsavel pelas absorgdes é o acido benzoico (5)
apresentou as bandas de absorg¢éo caracteristicas(@egura 2). O acido benzoico é amplamente utilizado
acidos carboxilicos entre 3.600 e 2400'cinbanda na conservacgao de alimentos como, por exemplo, o
com maximo em 3.070 chpode ser atribuida as vibragdes vinho (Machado et al., 2007). Estudos mostram que
de ligagdes C-H de carbonasp absorcao forte que a adicéo de acido benzoico na dieta de suinos diminui
aparece em 1.691 crbanda atribuivel a carbonila ligada a mortalidade pés-desmame (Gheler et al., 2009).
diretamente a um anel aroméatiés vibragdes das

ligacdes duplas C=C caracteristicas de anel aromatico, 4. CONCLUSOES

aparecem como ff)rte banda de absor¢do em 1.682 cm Pode-se concluir a partir das analises realizadas
To_das_ as absprgoes ob:servadas no espectrodtes|V ue ambas pertencem ao grupo das chamadas prépolis
cristais analisados sdo encontrados no espectr@;

. . L. . erdes, isto &, contém em sua composi¢cdo metabdlitos
publicado on-line para o acido benzoico (SDBS, 2013)Secundérios obtidos pelas abelhas na resiBaatharis

Os cristais obtidos nos extratos CH@icetato  dracunculifolig a vassoura ou alecrim do campo. Embora
de etila e éter foram submetidos a andlise de RMN seja diminuta a proporcao de artepilin C nos extratos
e!3C. Nos cristais foram observados os deslocamentognalisados, diversos compostos volateis encontrados
guimicos dos prétons aromaticos, referente os prétonem ambas amostras s&o caracteristicos desta espécie
dos préximos a carbonila (3CH), én8,13 (= 7,76  vegetal, como dH)-nerolidol e o espatulen@dnalises
Hz) e end 7,45 (J = 7,40 Hz) correspondentes aos prétonanteriores ja demonstraram que € baixa a porcentagem
(5CH) e en® 7,62 referente aos prétons (2CH). O espectrade artepilin C nas prépolis produzidas nesta regiéo,
de RMN dé*C DEPT confirmou a presenca dos gruposo que € uma caracteristica da propria variedadie de
CH, e confirmou a presenca de dois carbonogslracunculifoliaque cresci naturanos Campos Gerais.
guaternarios, dados disponiveis Mabela 3. Além disto, foram observadas, em ambas as amostras
Considerando os dados dos espectros déMA/RMN de prépolis pesquisadas, a ocorréncia de flavonoides
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Tabela 3 - Deslocamentos quimicos de RMN**C do acido benzoico (5) obtido dos extratos CH&HOEt e éter etilico
da amostra P2 comparados com dados da literatura

cH RMN *H (3) RMN 23C (ppm)

CHCI, AcOEtpH4  Eter etilico REF CHCI, AcOEtpH4 Eter etilico REF
1C - - - - 171,33 171,68 171,19 172,77
2 CH 7,62 5 7,63 5 7,68 57,62 133,76 133,80 133,77 133,83
3 CH 5 8,13 5 8,12 5 8,13 5 8,12 129,26 130,21 130,20 130,28
4C - - - - 128,98 129,25 129,20 129,44
5 CH 37,5 3 7,46 3 7,50 5 7,45 128,47 128,59 128,50 128,49

REF = dados da literatura (SDBS, 2013).

O\ OH

da forte presenca do acido benzdico na amostra P2,
seu Oleo essencial apresenta alta proporcao de
benzilbenzoatoAlém das mencionadas substancias
caracteristicas da propolis verde, o acphra-
hidroxicindmico em P1, o 4cido benzdico e o
benzilbenzoato em P2 certamente vao influenciar o perfil
das atividades bioldgicas das propolis da Regido dos

3 3 Campos Gerais.
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