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Um marcador quimico de facil deteccio para a propolis de
Alecrim-do-Campo (Baccharis dracunculifolia)
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RESUMO: O presente trabalho apresenta um marcador quimico (MQ) volatil, de facil detecgao
por cromatografia gasosa, para a propolis do alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia).
Trata-se do composto volatil mais abundante no extrato em diclorometano de propolis verdes dessa
planta, mas que aparece, também, em diferentes concentragdes, em extratos de diclorometano
de propolis marrom, preta, vermelha e amarela, provenientes de regides que contém Baccharis
dracunculifolia. O MQ esta presente no extrato dos apices vegetativos de alecrim em concentragao
significativa, mas sua concentracéo na folha de alecrim ¢ baixa. Propolis de regides sem alecrim
nao possuem o MQ. Este composto foi isolado recentemente e se trata do 3-prenilcinamato de
alila. Amostras comerciais de extratos etandlicos de propolis verdes foram analisadas e a de
primeira qualidade, tipo exportacdo, apresentou maior concentragdo de MQ. Tal descoberta
facilita o rapido controle de qualidade de extratos etandlicos de propolis verdes.

Unitermos: Baccharis dracunculifolia, Asteraceae, propolis, marcador quimico.

ABSTRACT: “An easily detectable chemical marker for the Baccharis dracunculifolia
propolis”. In the present work a volatile chemical marker (CM) for the Baccharis dracunculifolia
(Bd) propolis is proposed, which is easily detectable by gas chromatography. It is the most
abundant volatile compound in dichloromethane extracts of green propolis from this plant, but
it appears also, in different concentrations, in dichloromethane extracts of brown, dark and red
propolis from regions where Bd grows. The CM is present in significative concentration in the
bud extract of Bd, in contrast to the leaf extract where its concentration is low. Propolis from
regions without Bd does not contain the CM. This compound was recently isolated; it is the allyl
3-prenylcinnamate. Commercial samples of green propolis ethanol extract were analyzed and the
first quality one (exportation standard) presented the highest concentration on CM. This finding
makes easier the quality control of green propolis extracts sold at the market.

Keywords: Baccharis dracunculifolia, Asteraceae, propolis, chemical marker.

INTRODUCAO Espirito Santo e Rio de Janeiro.

A propolis de alecrim-do-campo constitui,

A propolis € um produto elaborado pelas
abelhas com resinas de arvores, cera, polen, fragmentos
de vegetais ¢ secrecdo propria (Ghisalberti, 1979;
Marcucci, 1996). Sua composi¢do quimica depende,
portanto, da flora da regido onde ¢é produzida e da época
do ano em que ¢ coletada. A propolis do arbusto alecrim-
do-campo (Baccharis dracunculifolia), conhecida
também como propolis verde, é produzida dos apices
vegetativos desta planta (Bastos, 1998; Oliveira &
Bastos, 1998; Bastos & Oliveira, 2000; Bankova et al.,
1999; Park et al., 2002) que ¢ invasora em varias regioes
do Brasil. Entretanto, por razdes ainda desconhecidas,
esta propolis é produzida fundamentalmente no sul,
leste, centro e zona da mata de Minas Gerais, leste de
Sdo Paulo, norte do Parana ¢ em regides serranas do
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portanto, um produto tipicamente brasileiro e, devido
ao fato de ser altamente eficaz no combate a uma série
de microrganismos (Bastos, 2001; Park et. al., 2000;
Marcucci et al., 2001; Pereira et al., 2002; Ferronatto
et al., 2007; Longhini et al., 2007; Packer & Luz, 2007;
Simoes et al., 2008), é altamente valorizada no mercado
internacional, sendo que, somente no Japdo, movimenta
um mercado da ordem de setecentos milhdes de ddlares
ao ano (Nascimento, 2005).

E interessante observar que a propolis de
alecrim-do-campo possui um teor relativamente baixo
de flavonoides, constituintes considerados comumente
como responsaveis pelas propriedades terapéuticas de
propolis (Pereira et al., 1999).

Embora o cha de alecrim-do-campo pertenca a
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medicina popular brasileira ha muito tempo e extratos
de propolis verdes sejam muito consumidos no Japio, a
pesquisa sobre a composi¢do quimica da propolis verde
¢ relativamente recente, tendo, porém, avangado nos
ultimos anos, tanto no Brasil (Marcucci etal., 2001; Neto
et al., 2002; Pereira et al. 2002; Cunha et al., 2004; Park
et al., 2004; Sawaya et al., 2004; Nascimento & Bezzan,
2001, Nascimento et al., 2003a, 2003b; Vasconcelos,
2006; Sousa et al., 2007; Fabiane et al., 2008) quanto no
exterior (Bankova et al. 1999, Midorikawa et al. 2001,
Kumazawa et al., 2003, Fukuda et al., 2006).

Aanalise quimica da propolis ¢ muito dificultada
devido ao fato de se tratar de uma mistura de produtos
que varia de acordo com a flora de cada regido e da época
do ano. Ultimamente, esta andlise tem se concentrado
nos extratos aquoso ¢ etandlico porque sdo os mais
usados nos diversos tipos de aplicagdes terapéuticas
(Bankova et al. 1999, Kumazawa et al. 2003, Park et al.
2004; Soares et al., 2006; Tavares et al., 2006). A técnica
mais utilizada ¢ a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) acoplada a um detector UV/VIS para detectar
as moléculas que estdo solubilizadas nestes extratos,
principalmente a artepilina C que € caracteristica de
propolis verdes. Entretanto, a aparelhagem requerida
¢ cara, sO moléculas que absorvem luz no UV siao
detectadas e a artepilina C pode ser determinada
juntamente com outras substancias, prejudicando sua
quantificagdo.

No presente trabalho é apresentado um novo
MQ para a propolis de alecrim-do-campo. Foi utilizada a
cromatografia gasosa (CG) como ferramenta de trabalho
porque moléculas volateis presentes na propolis trazem
informagdes das plantas visitadas pelas abelhas e esta
técnica ¢ muito sensivel, simples, rapida e barata.
Além disso, estabelecidas as condigdes de operagdo,
um simples cromatografo a gas podera ser utilizado na
quantificacdo do MQ e, conseqiientemente, para testar a
qualidade da prépolis verde.

MATERIAL E METODOS
Origem das amostras

As amostras de propolis foram coletadas
em diversas cidades de Minas Gerais: Santa Barbara,
Perddes, Coromandel, Sao Gotardo, Nepomuceno,
Divinopolis, Betim, Uberlandia, Trés Marias,
Indiandpolis, Tripui, Ouro Preto e Pelotas (Rio Grande
do Sul); os apices vegetativos ¢ folha de alecrim-do-
campo foram coletados em Perddes. Todas foram
armazenadas a uma temperatura de -10 °C. As amostras
de extrato etanolico comercial de propolis verde foram
adquiridas em Sao Paulo, Belo Horizonte, Divinopolis,
e Perddes.

Extratos em diclorometano

Os extratos em diclorometano foram
obtidos dissolvendo-se, em um frasquinho fechado,
aproximadamente 0,10 g de propolis em 1,0 mL de
solvente, por 1 h, com agitacdo periodica, ¢ filtragdo
com filtro de papel.

Obtencao do 6leo essencial dos apices vegetativos de
alecrim

O oleo essencial dos apices vegetativos de
alecrim foi obtido num aparelho de arraste de vapor de
Clevenger. Foram usados cerca de 10,00 g de apices
vegetativos de alecrim e o 6leo sobrenadante foi extraido
com diclorometano de grau cromatografico.

Cromatografia gasosa

A analise de CG do extrato em diclorometano
foi feita em um aparelho da marca Shimadzu, modelo
GC-17A; coluna capilar DB-5 de 30 m, 0,25 mm de d.i.
e 0,25 um de filme; programa de temperatura: 60 °C
- 240 °C (3 °C min! e mantida por 20 min); injetor a
220 °C e detector a 240 °C; pressao da coluna: 135 Kpa;
fluxo do gas de arraste: 2,2 mL/min; razdo do split 20;
fluxo total de 50,7 mL; foi usado um detector de massas
da mesma marca, modelo QP-5000.

A analise de CG do extrato etandlico comercial
foi feita diretamente, ou seja, foi injetado 1 uL do extrato
no cromatografo gasoso acoplado ao espectrometro de
massas. A quantifica¢do se baseou no cromatograma de
ions totais (total ions chromatogram, TIC).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura la apresenta o cromatograma do
extrato em diclorometano do apices vegetativos de
alecrim-do-campo. O composto mais abundante
indicado pela seta em 39 minutos ¢ o nerolidol. A outra
seta destaca o 3-prenilcinamato de alila, de massa molar
256, selecionado como marcador quimico (MQ), que
corre por volta de 55 minutos.

A Figura 1b mostra o cromatograma do extrato
em diclorometano da folha de alecrim-do-campo. O
composto mais abundante ja ndo é o nerolidol e sim
o germacreno-d que corre a 36 minutos ¢ que também
esta presente no extrato dos apices vegetativos de
alecrim-do-campo, s6 que em menor concentragio.
Neste cromatograma ¢ destacado também o composto
MQ que no extrato da folha esta presente em baixa
concentragao.

A Figura lc apresenta o cromatograma do 6leo
essencial dos apices vegetativos de alecrim-do-campo.
Os compostos em destaque s@o o nerolidol e 0 MQ); este
se encontra em baixa concentra¢do no 6leo essencial.

A Figura 1d mostra o cromatograma do extrato
em diclorometano da prépolis verde de Santa Barbara
(PSB). O composto mais abundante neste extrato € o
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MQ; o nerolidol é apenas o quarto mais abundante.

A analise da Figura 1 mostra claramente que o
cromatograma do extrato em diclorometano da propolis
PSB ¢ mais rico em componentes de maior massa que
os anteriores, principalmente o do 6leo essencial. Na
propolis praticamente ndo existem os monoterpenos
cujo tempo de retencdo vai até 25 minutos. Isto ¢é
devido a perda de constituintes mais volateis durante o
processo de preparagdo da propolis pelas abelhas. Outra
observacdo importante que se pode obter da analise da
Figura 1 € que o nerolidol se destaca nas quatro amostras,
mas na propolis o componente mais proeminente € o
MQ que esta presente em menores concentragdes Nnos
demais extratos.

1a

251

Lol

?r

L

Ha grande concorddncia na composi¢do dos
extratos do apices vegetativos de alecrim e da propolis
PSB, confirmando também pela cromatografia a gas que
a fonte vegetal mais importante para a preparagdo da
propolis verde s@o os apices vegetativos da Baccharis
dracunculifolia.

A Figura 2a-f apresenta os cromatogramas
de extratos em diclorometano de algumas propolis
verdes mineiras de diferentes procedéncias. O MQ
¢ destacado por uma seta. A analise das Figuras 1d e
2a-f permite inferir que MQ € o mais abundante em
todas as propolis verdes provenientes de regides onde
ha alecrim-do-campo. Esse composto tem presenga
significativa no extrato dos d&pices vegetativos de
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Figura 1. Cromatogramas dos extratos em diclorometano dos apices vegetativos de alecrim-do-campo- (a), folha de alecrim-do-
campo (b), 6leo essencial do apices vegetativos de alecrim-do-campo (c) e do extrato em diclorometano da propolis PSB (d). Os
compostos destacados por uma seta em 36, 39 e 55 minutos sdo o germacreno-d, o nerolidol e 0 MQ, respectivamente.
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Figura 2. Cromatogramas dos extratos em diclorometano da propolis verde de Perddes (a), propolis verde de Coromandel (b),
propolis verde de Sdo Gotardo (c), propolis verde de Nepomuceno (d), propolis verde de Divinodpolis (e), propolis verde de Betim
(f). O MQ ¢ destacado por uma seta.
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Figura 3. Cromatogramas dos extratos em diclorometano da propolis marrom da regido de Bom Jardim, Uberlandia (a), propolis
marrom de Coromandel (b), propolis verde-marrom de Trés Marias (c), propolis marrom-escura de Indiandpolis (d) e propolis

marrom-escura de Tripui (e). O MQ é destacado por uma seta.

alecrim, mas esta presente em pequena concentragao no
extrato em diclorometano das folhas e no 6leo essencial
do apices vegetativos desta planta (Figura la, 1b, lc,
respectivamente).

A andlise dos cromatogramas dos extratos em
diclorometano das diferentes propolis verdes (Figuras
1d e 2a-f) permite concluir também que eles sdo bem
parecidos, o que mostra que as abelhas sdo muito
seletivas e que preferencialmente buscam o alecrim-do-
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campo nas regides consideradas. O fato de o MQ ndo
ser o mais abundante no extrato em diclorometano do
alecrim-do-campo e sim nos extratos em diclorometano
das propolis verdes sugere que, durante o processo
de elaboracdo da propolis pelas abelhas, substincias
como o nerolidol, o germacreno-d, entre outras, sdo
parcialmente decompostas ou volatilizadas.

A Figura 3a-e apresenta os cromatogramas
de amostras de propolis ndo-verdes de diferentes
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Figura 4. Cromatograma dos extratos em diclorometano da propolis preta de Ouro Preto (a), propolis do Rio Grande do Sul (b),
propolis avermelhada de Coromandel (c). O MQ ¢ destacado por uma seta.

procedéncias. Os cromatogramas mostram que o MQ esta
ausente na propolis marrom de Uberlandia (proveniente
de um pasto apicola sem alecrim) e continua presente
em propolis de regides que contém alecrim, embora a
propolis ndo seja a verde. Mais ainda, a concentracdo
de MQ na propolis marrom de Coromandel e na verde-
marrom de Trés Marias ¢ tdo alta ou maior do que em
algumas propolis verdes. Este resultado ¢ surpreendente
porquanto se supunha que propolis que contivessem
alecrim-do-campo fossem sempre verdes. Certamente
que resinas ou vegetais de coloracdo marrom do local
atrairam também as abelhas. A presenga de mais de 10%
de fragmentos vegetais de outras fontes ¢ suficiente para
mudar a coloragdo da propolis verde, talvez devido a
forma diferente de como as resinas foram coletadas
nestas plantas ou a interacdo entre estas resinas ou a
degradag@o ou a coloracdo diferente desses vegetais.
Este tipo de propolis foi denominado de constituicao
mista (Bastos, 1998; Oliveira & Bastos, 1998; Bastos &
Oliveira, 2000).

Outras amostras de propolis preta, amarela
e vermelha, provenientes de regido ricas em alecrim,
apresentaram também o MQ, e a propolis de Pelotas,
Rio Grande do Sul (regido sem alecrim) ndo apresentou
o MQ (Figura 4a-c).

Os resultados apresentados acima mostram
que as propolis de locais que contém alecrim-do-campo
possuem um marcador quimico MQ. Este marcador

quimico foirecentemente isolado do extrato cloroférmico
da prépolis verde e se trata do 3-prenilcinamato de alila
(Negri et al., 2003), mostrado na Figura 5.

A Tabela 1 apresenta os resultados da analise
de alguns extratos etanolicos de propolis verde vendidos
comercialmente e de outro extrato de propolis ndo-verde
(proveniente de Uberlandia). O extrato de Perddes foi
preparado com propolis de exportacdo (ultraverde) e o
de Divindpolis com propolis verde comum. Verifica-se
que a concentracdo do MQ no extrato de Divindpolis
¢ menor do que no extrato de Perddes. Mais ainda, a
concentragdo do MQ nos extratos e Sdo Paulo ¢ Belo
Horizonte indica que estes extratos foram preparados
com propolis verde e outra(s) ndo verde(s). O extrato da
prépolis de Uberlandia ndo continha o MQ, como era de
se esperar.

Este descoberta é muito importante porque
possibilita um controle rapido e eficaz diretamente
de extratos comerciais de propolis verde, coibindo
falsificagdes que ja estdo ocorrendo.

CONCLUSOES

O composto volatil mais abundante do
extrato em diclorometano de propolis verdes € o
3-prenilcinamato de alila que ¢ facilmente detetavel
via cromatografia gasosa e pode servir como marcador
quimico deste tipo de propolis. Ele tem um tempo de
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Figura 5. Estrutura do 3-prenilcinamato de alila.

Tabela 1. Concentragdo do MQ em algumas amostras de

propolis.
Tipo de propolis Concentracdo do MQ (% TIC)
Perddes (ultraverde) 26,61
Divindpolis (verde comum) 22,27
Belo Horizonte 16,59
Sao Paulo 16,10
Uberlandia (marrom) 0,00

reten¢do de 55 minutos, nas condigdes empregadas na
analise cromatografica deste trabalho.

A determinagdo da concentragdo do
3-prenilcinamato de alila em extratos de propolis
verdes de alecrim, via cromatografia a gas, constitui
uma maneira rapida e eficaz para controle de qualidade
desses produtos no mercado.

Amostras de propolis marrons, preta ¢
vermelha, provenientes de regides onde ha alecrim-
do-campo, contém também o 3-prenilcinamato de alila
em diferentes concentragdes, segundo a abundancia de
alecrim-do-campo na regido, sendo que algumas delas
possuem maior concentragdo do marcador quimico do
que a propria propolis verde. Este dado ¢ importante
porque essas propolis sdo consideradas de segunda
qualidade.
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