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RESUMO — A prépolis é uma substancia resinosa e balsdmica produzida pelas abelhas, coletada de brotos e ramos unidas
a secrecdes salivares, cera e polen. Mais de 300 compostos ja foram identificados devido sua composi¢do quimica ser
complexa e variavel, diretamente ligada a origem geografica, botanica, género e espécie de abelha, resultando em
diferentes atividades biolégicas. A padronizacdo dos produtos naturais € uma ferramenta importante para garantir a
qualidade, seguranca e fungdes bioldgicas. Portanto, avaliou-se a composicao quimica dos extratos etandlicos de prépolis
de abelhas Jatai nas concentracfes de 10%, 15% e 20% por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.
Os resultados mostraram que o acido p-cumarico foi o Unico composto detectavel nas concentracdes de 15% e 20% de
EEP.
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1 INTRODUGCAO

A meliponicultura refere-se a cria¢cdo de meliponineos, conhecida como abelhas nativas ou sem ferrdo. A
Tetragonisca angustula é uma abelha sem ferrdo conhecida popularmente como Jatai, pertencente a subfamilia das
Meliponinas e possui uma distribui¢do geogréafica ampla, sendo encontrada em diversas regides do Brasil, principalmente
na regio norte, nordeste e Sul. (VILLAS-BOAS, 2012).

A propolis € uma combinagdo de material resinoso e balsamico coletada pelas abelhas dos ramos, brotos, pélen,
flores e exsudatos de arvores unidas com secrecdes salivares e enzimas produzidas por elas (VASILAKI et al., 2019). As
abelhas utilizam a prdpolis na construgdo de seus ninhos, como forma de vedamento da colmeia para impedir a entrada
de ar e de predadores, além de manter a salde da coldnia e do mel, devido a atividade antimicrobiana presente na sua
composicdao (CAMPOS et al., 2015). A prdpolis possui propriedades biolégicas além da acdo antimicrobiana, como
propriedades antioxidante, anti-inflamatéria, imunomoduladora, hipotensiva, cicatrizante, anestésica, antitumoral
(FRANCHI et al., 2012), anti-HIV e anticariogénica (PARK et al., 2002), antiviral (CUETO et al., 2011), além de
antiprotozoéario (GRESSLER et al., 2012) caracterizado pelo sinergismo entre 0s diversos compostos presentes na
propolis.

Apesar da maioria dos estudos estar relacionado a prépolis da espécie Apis mellifera, motivados pelos resultados
significativos dos dados cientificos sobre as propriedades farmacoldgicas da prdpolis das abelhas, a prépolis de muitas
espécies de Meliponineos também tem potencial antimicrobiano, antioxidante e antitumoral (LAVINAS et al., 2019).

Essas propriedades bioldgicas sdo devido a composi¢do quimica da propolis, os constituintes primarios sao
constituidos por 50% de resinas (flavonoides e acidos fendlicos), 30% de ceras, 10% de 6leos essenciais, 5% de polen e
5% de varios compostos organicos (FALCAO et al., 2010) e sua composicdo quimica pode variar conforme a origem
geogréfica, botanica, género e espécie de abelha, resultando em diferentes atividades bioldgicas (TORRES, 2018).

A propolis é constituida por variados compostos quimicos e, dentre os fendlicos, os acidos p-cumarico, caféico,
ferdlico e sindpico como a artepilina C e os flavonoides quercetina, campferida, isosakuranetina, pinocembrina, crisina,
naringenina e kaempferol estdo frequentemente presentes (PARK et al., 2004).

De acordo com Lancgas (2009) as técnicas cromatogréaficas estdo dentre as principais técnicas de separacao,
principalmente em analise de substdncias com matrizes complexas como fluidos bioldgicos, produtos naturais e
sedimentos de rio, entre outros, devido a sua capacidade de separacdo dos componentes. As técnicas mais apropriadas
para a analise do perfil quimico de amostras de propolis sdo: HPLC-DAD (cromatografia liquida de alta eficiéncia
associada a detecgdo por absorcdo eletronica), LC-MS-MS (cromatografia liquida-espectrometria de massa) e GC-MS
(cromatografia gasosa-espectrometria de massa). A cromatografia liquida de ultra-eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas € um método moderno, rapido e sensivel, que permite avaliar os perfis quimicos das amostras e determinar sua
composicdo qualitativamente, configurando uma ferramenta adequada para a avaliacdo da composicdo de matrizes
complexas como a prépolis.

Portanto, o objetivo do estudo foi analisar o perfil quimico de amostras de extratos etandlicos de prépolis de
abelhas Jatai nas concentragGes de 10%, 15% e 20%.

2 MATERIAL E METODOS
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2.1 AMOSTRA DE PROPOLIS

A propolis bruta foi coletada de apiarios localizados na regido de Sarandi/RS, proveniente de abelhas nativas
Jatai (Tetragonisca angustula) e acondicionada em sacos plasticos estéreis. Em seguida, foi encaminhado para o
laboratério de Microbiologia do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul (IFRS),
Campus Sertdo, onde foi triturada em moinho tipo ciclone e armazenada em recipiente com fechamento hermético envolto
por papel aluminio e mantida sob 4° C.

2.2 PREPARO DOS EXTRATOS ETANOLICOS DE PROPOLIS (EEP)

Para obtengdo dos extratos etandlicos de prépolis preparou-se 20 mL de cada solugdo nas concentragées de 10,
15 e 20% em alcool etilico 40%. Na sequéncia as solugdes foram submetidas a extragdo em banho de ultrassom em
poténcia de 40 KHz durante 2 horas a temperatura maxima de 40°C (ZAGO et al., 2020). Apés, filtrou-se a solugcdo em
papel filtro e removeu-se o sobrenadante. Os extratos foram armazenados em frascos ambar envolvidos por papel aluminio
e colocados sob refrigeracdo a 4°C até sua utilizacdo.

2.3 IDENTIFICAGAO DOS COMPOSTOS

Os compostos dos extratos etandlicos de prépolis nas concentragdes de 10%, 15% e 20% foram caracterizados
e quantificados usando um sistema HPLC conectado a um espectrémetro de massa com single quadrupolo (LCMS 2020;
Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado com uma fonte de ionizacdo por electro pulverizagdo (ESI) de acordo com o método
descrito por Arruda et al. (2018) e Shimadzu (2018) com modifica¢cdes. Os padrbes externos utilizados de referéncia
foram: Acido Cafeico, Acido Ferrulico, Acido Galico, Catequina, Rutina, Kampferol, Mangiferin, Acido Fumérico,
Quercetina, Acido p-cumarico.

A separacdo cromatografica dos compostos fenolicos foi realizada em uma coluna Shim-pack VP-ODS I11 (150
x 2,0 mm id, tamanho de particula 4,6 um, Shimadzu, Kyoto, Japdo) em forno termostato a 40 °C. A temperatura do
amostrador automatico foi mantida a 15 °C e o volume de injegdo foi de 10 uL. AS fases moveis consistia em 0,1% de
4cido férmico em agua (eluente A) e acetonitrila (eluente B) a uma taxa de fluxo de 0,40 mL/min. As condicfes
de eluigdo foram as seguintes: 0-1 min, 5% B; 1-4 minutos, 5 a 60% de B; 4-7 min, 60-70% de B; 7-10 minutos, 70 a
100% de B; 10-10,50 min, 100% B; 10,50-11 min, 100-5% B; 11-15 min, 5% B.

A fonte ESI foi operada no modo de ion negativo com os seguintes parametros principais: tensdo capilar de 3,5
kV; temperatura do bloco de calor de 200 °C; temperatura da linha de dessolvatacdo de 250 °C; fluxo de gas de secagem
(N2) de 15 L/min; fluxo de gas de nebulizacdo (N) de 1,5 L/min. Para cada padrdo, a molécula desprotonada [M-H] - foi
usada como ion de identificacdo do composto e determinacdo do tempo de retencéo.

Os compostos foram caracterizados por comparacao de seus padrfes de dissociagdo HPLC-ESI (-) MS e tempo
de retengdo com os padrdes auténticos. A quantificagdo dos compostos fendlicos caracterizados foi realizada por
comparagdo com a curva de calibracdo de cada padréo. As solugdes de estoque de cada composto padrdo (1 mg/mL)
foram preparadas em metanol e armazenadas. Uma solugdo intermediaria contendo todos os padrfes (10 pg/mL) foi
preparada em acido formico a 0,1% em 4gua e as dilui¢bes dessa solugdo foram realizadas em 5 niveis diferentes para as
curvas de calibracdo (1-10 pg/mL). Os dados foram adquiridos e processados pelo software Labsolution (verséo 5.53
SP2, Shimadzu).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta o perfil cromatografico das amostras de prépolis nas concentracbes de 10%, 15% e 20%
de EEP. Nota-se a presenca do composto fendlico acido p-cumaérico, o que corroba o estudo de Socha et al. (2015), no
qual também houve predominancia deste composto em prépolis coletada na Poldnia. Em outro estudo realizado por Santos
etal., (2017), utilizando extratos de prépolis de abelhas Jatai, foram identificados os compostos quercetina, acido galico,
galocatequina, &cido p-OH-benzéico, cafeina e &cidos cumaricos.

Outras variagOes podem ocorrer conforme o método de extracao utilizado, o solvente, a quantidade de amostras,
uso de colunas de diferentes polaridades e o desenvolvimento de sistemas de indices de retencdo e outros artificios, onde
podem ocorrer erros na analise qualitativa devido aos tempos de retengdo para a identificacdo dos analitos. Apesar do
tempo de retencéo ser caracteristico de um composto, ele ndo é Unico, ou seja, varios compostos podem ter 0 mesmo
tempo de retencédo nas condi¢es cromatograficas empregadas (LANCAS, 2009). Em nosso estudo, na amostra de 10%
de propolis, os compostos &cido cafeico, acido ferrulico, acido galico, catequina, kampferol, mangiferin, acido fumarico
e quercetina utilizados no padrdo ndo foram detectaveis, provavelmente pelo tempo de retencdo utilizado ou as amostras
com baixas concentragoes.
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As concentracGes de acido p-cumarico encontradas nas amostras EEP de 15% e 20% e o tempo de reten
mostrou diferenca entre as amostras, portanto, 0 EEP na concentragdo de 15% ¢é indicado porque utiliza menos amosét
(m/v) do que o EEP 20%.

Tabela 1- Caracterizacdo quimica da prépolis de abelhas Jatai nas concentracfes de 10%, 15% e 20%.

Nome Tempo de retencdo Concentracdo no EEP (ug/mL)
(min.)
Acido p-cumarico
EEP 10% n.d nd
EEP 15% 5,652 0,463
EEP 20% 5,647 0,464

EEP — extratos etan6licos de prépolis; n.d — ndo detectado.

O 4cido p-cumarico possui um forte potencial antifingico, como cita Cardoso et al. (2017), ao avaliarem a
atividade antifungica do acido p-cumarico de forma isolada ou em combinacdo com os acidos cafeico e dihidrocinanico
sobre C. albicans, induzindo a uma atividade imunomoduladora.

Marcucci & Bankova (1999) mostraram que a prépolis brasileira, principalmente das regides sul e sudeste, séo
constituidos por derivados do acido p-cumérico, compostos que possuem atividade biolégica como ac¢éo antimicrobiana
e antitumoral. Também Miorin et al. (2003) avaliaram a composicdo quimica de extratos etandlicos de amostras de
propolis de T. angustula e A. mellifera dos estados do Parani e Minas Gerais e obtiveram como resultados altas
concentragdes de acido fenolico derivados do acido cindmico e &cido p-cumarico nas prdpolis oriundas de A. mellifera.
No entanto, em amostras de prépolis de T. angustula, baixas concentragdes destes compostos foram encontrados.

A composi¢do quimica da propolis € muito varidvel e dependente da procedéncia da amostra, em funcéo das
fontes vegetais disponiveis as abelhas para sua producdo (MOHTAR et al., 2020). Estudos mostram que existe semelhanca
qualitativa entre os compostos quimicos da prépolis de abelhas Jatai independente da area geografica devido a planta
mais utilizada para a producdo da propolis ser a Schinus terebinthifolius ou “aroeira-vermelha” amplamente distribuida
no territorio brasileiro e também utilizada pelas abelhas A. mellifera (DEGASPARI et al., 2005; SAWAYA et al., 2004).

4 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos, pode-se concluir que os extratos etandlicos de prépolis de abelhas Jatai (15% e
20%) possuem concentracdes semelhantes do composto fendlico acido p-cumarico, responsavel por atividades bioldgicas
como acdo antimicrobiana e antitumoral conforme demostrado em literatura, podendo ser utilizado em estudos da
medicina humana e veterinaria. Assim, a concentracdo de EEP 15% é a mais indicada pois utiliza menor quantidade de
amostra.
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