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RESUMO

A prépolisvermelha é um produt@picola resinostipico dos estados do nordeste do
Brasil. A composicao da prépolis varia bastante segundo a sua origem botanica e geografica, e
também segundo o tipo de abelha envolvida no processo de coketprépolis vermelha de
Alagoas possui indicacdo de origem geografica, embora esta resina colorida também seja
produzida em outras regiées do nordeste do Brasil, e possui promissoras atividades biolégicas
como antimicrobiana, antioxidante e citotdxica entre outras. Desta formiarefalizado um
desenho experimental com o intuito de se identificar potenciais compostos bioativos.
Posteriormente foi feito o desenvolvimento do método de isolamento por cromatografia
contracorrente (CCC) esgsaleup do método, obtendese assim fragbes e compostos isolados.
A purificacdo das fragbes foi feita por HPLC preparativa e a identificacdo foi feita por
espectrometria de massas de alta resolugéo (QTOF). Por outro lado, como existem varios fatores
gue podem aftar a sua composi¢do, € necessario que exista uma padronizacdo da sua
composicao principalmente devido ao uso popular da propolis. Para tanto, foi desenvolvido e
validado um método analitico para identificar e quantificar nove compostos presentes na
prépolis vermelha (formononetina, pinocembrina, liquiritigenina, isoliquiritigenina, daidzeina,
biochanina AGsHs00s, (3S)7-0-metilvestitole retusapurpurina A) sendo usados também os
compostos isolados desta resina. A identificacdo e quantificacdo deststarscias foi feita em
vinte e uma amostras de propolis vermelha dos estados de Alagoas, Bahia, Paraiba e Sergipe,
junto com duas amostras dPalbergia ecastophyllynfa sua origem vegetal) de Paraiba e
Brasilia, assim como dez amostras de Sergipe coletadadsngo do ano, para verificar a
variabilidade da composicdo da prépolis vermelha. A atividade antioxidante e antimicrobiana
dos compostos isoladd®i avaliada, assim como a acdo sinérgica destes compostos. Neste
trabalho, foi possivel desenvolver um radb de isolamento por CCC e HPLC preparativo, foram

isolados trés composto€isHsoOs, (3S)7-0-metilvestitole retusapurpurina A). Foi desenvolvido



e validado um método analitico aplicado a amostras de préopolis vermelhas de diferentes
estados do nordestdo Brasil, sendo observada uma variabilidade da composi¢do nas amostras
da mesma regido, assim como amostras de regibes diferentes. Também foi avaliada a
variabilidade sazonal das amostras de Sergipe, sendo que o més de marco foi o0 que menor teor
dos compatos avaliados apresentou. Finalmente, foi demostrado que todos os compostos
testados s&o bioativos (formononetina, pinocembrina, liquiritigenina, isoliquiritigenina,
daidzeina, biochanina A3sHs00s, 7-0-metilvestitol e retusapurpurina A), e foi obseneadma

acao sinérgica deles na atividade antimicrobiana e antioxidante.

Palavras chavepropolis vermelha, validacdo do método analitico, isolamento, bioatividade,

cromatografia contracorrente, monitoramento seletivo de reacdes, espewtria de massas.



ABSTRACT

Red propolis is a resinous bee product typical from the northeastern states of Brazil. Its
composition varies widely depending on the botanical and geographical origin, and on the type
of bee involved in the collecting proce$®d propolis from Alagoas, received the mention of
geographical origin indication, however this resin is also produced in other regions and it
displays promising biological activities such as antimicrobial, antioxidant and cytotoxic among
others. An expdmental design was assessed aiming to identify the potential bioactive
compounds. Then, an isolation method was developed by counter current chromatography
(CCC) followed by the scalp of the method, reaching fractions and isolated compounds. The
purification of the fractions was made by preparative HPLC and the identification was performed
by highresolution mass spectrometry (QTOF). There are many variables that influence the
composition of red propolis and it is necessary to standardize the compositiento the
popular use of the resin. Thus, an analytical method was developed and validated to quantify
nine of the substances present in red propolis (formononetin, pinocembrin, liquiritigenin,
isoliquiritigenin, daidzein, biochanin A, retusapurpurin AQ-methylvesitol and €HsdOs)
including the ones isolated in this study. The identification and quantification method was
applied to twenty samples of red propolis from Alagoas, Bahia, Paraiba and Sergipe, together
with samples oDalbergia ecastophyllyrtthe botanical source) from Paraiba and Brasilia, as
well as ten samples collected throughout the year in Sergipe to verify the seasonal variation of
the composition. The antioxidant and antimicrobial activity of the isolated compounds was
evaluated as wiéas the synergistic action of these compounds. In this work, it was possible to
develop a method for isolation of bioactive compounds by @@preparative HPL&Md it was
possible to isolate three compounds (retusapurpariy, ~O-methylvesitol and ¢Hs0Os). An
analytical method was developed and validated and it was applied to red propolis samples from

different states of the northeastern region of Brazil, and a variation of the composition was



observed in samples from the same region as well as ssripbm different geographical
origins. The seasonal variation of red propolis from Sergipe showed that samples collected in
March presented less amount of the compounds evaluated. Finally, it was demonstrated that all
the tested compounds are bioactive(mononetin, pinocembrin, liquiritigenin, isoliquiritigenin,
daidzein, biochanin A, retusapurpurin AQ/methylvesitol and ¢Hs0Os) and a synergic action

was observed in the antimicrobial and antioxidant activities.

Key words red proplis, analytical method validation, isolation, bioactivity, counter current

chromatography, selective reactianonitoring, mass spectrometry
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Introducéo

A prépolis € um produto resinoso obtido de diferentes fontesirgis que tem um papel
importante na defesa da comunidade das abelfidslaplane, 2010 A prépolis € usada para
cobrir as paredes internas da owia, fechaburacos e rachaduraspor tantorepara os favos
de mel(Seeley e Morse, 1978ankovaet al,, 2000. A propolis também é usada para prevenir
a invasdo das formigas nas colmeias, e recobrir o corpo de invasores mortos para prevenir a
putrefacdo(Gonnet, 1968 A temperatura, agua e nutrierdeencontrados naolmeiacriam um
ambiente propicio para o crescimento de bactérias e fungos; uma camada de prépolis reduz o
crescimento destes micrébios nas paredes da colmeia, ajudando também a prevenir a entrada

de vento e agu&SimoneFinstrom e Spivak, 2010

Da mesma forma que o mel, a prépolis € um produto apicola de grande valor econdmico.
E um produtdmportante para a indUstria alimentaria, pois é considerado nutracéutico, possui
atividades bioldgicas, e por tanto também tem interesse para a indastria farmacéutica (ja é
comercializado) e por tanto é um produto de interesse econdmico para a apiculExistem
estudos que descrevem os distintos niveis de especializagdo das abelhas, para coletar alimentos
e resinas e sobre a interacdo entre e(@seznerLevyet al, 2009. O comportamento das
abelhas meliferas tem sido estudado paoanpreender melhor os processos relacionados com
a producéo de propolis e de m@eno e Ohtani, 20Q% também com o objetivo de aumentar
a producdo de prépolis. Algumas coléniasAfes melliferaproduzem mais propolis do que
outras, baseads na expressdo genética, e sdo selecionaaes este objetivoManrique e
Soares, 2002

A composicéo da propolis varia segundo a sua origem botamjeagraficgSawayaet
al., 2004 Silvaet al,, 2008) e segundo o tipo de abelha envolvida no processo de coleta. A cor
da prépolis, que varia segundo a origem, podebsege amarela, verde, marrom ou vermelha
(Salatinoet al,, 2005 Barth e Pinto Da Luz, 200Boreti et al, 2013. Nas regides tropicais, a
origem botanica de alguns tipos de prépolis ainda esta spedquisaddBankoveet al.,, 2000
e no Brasildiferentemente de outros paises do mundo, o clima permite a cole¢do de resinas

durante todo o andlnoueet al,, 2007%.

A propolis vermelha tem sido encontrada edriasareas: na costa nordesteodrasil,
incluindo os estados de AlagoashBa Paraiba, Sergipe e Pernamb(Raugsctet al., 2008; e
também em Cuba (Pinar Del Ri@iccinellet al., 2011); México (Champotor(Lottiet al,, 2010
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e Chinglzutaet al.,, 2009. A propolis vermelha brasileira € rica em compostos fea$)(Cabral

et al, 2009 Righi et al, 201) e em alguns casos afimo-se que os isoflavonoides
representavam mais de 60% do extrgRilvaet al, 2009. Na prépolis vermelha cubana, os
principais compostos encontrados variam segundoestudo, sendo em alguns casos
encontrados isoflavonoides e benzofenon&estaRubioet al, 2007, e em outros sé 0s
isoflavonoides(Fernandezet al, 2008. J4 foi evidenciada a presenca de benzofenonas

poliisopreniladas na propolis vermelha brasilgPécinelliet al.,, 2011.

Os estudos coparativos da composi¢do quimica, assim como estudos palinolatgcos
amostras de propolis vermelha com possiveis fontes vegetais mostraram que uma das fontes de
resinas para a prépolis vermelha brasileira Balbergia ecastophyllufDaugsctet al., 2008
Barth e Pinto Da Luz, 200%sto foi confirmado pooutrosestudos quéambémmostraram que
esta ndo € a Unica origem vegetalpgtapolis vermelha, pois um dos marcadores quim{ou'g
601.3), ndo foi achado nessa espécie vegefabpezet al, 2014. Contudo, ainda nao foi
determinada a espécie vegetal responsavel por este composto quimico na prépolis vermelha
brasileira. Os relatos da composi¢cdo quimica da propolis brasileira eadostna literatura
variam, indicando a possibilidade de haver mais de um tipo de prépolis vermelha. Alguns
estudos relatam um alto contetdo em flavonoides, que tém uma relacao direita com uma fonte
vegetal (quando a resina vem Balbergia ecastophylluma familiaLeguminosag mas outras
propolis como a cubart&m um elevado contetdo de compostos fenélicos, como benzofenonas
(CuestaRubioet al., 2007, provavelmente indicando que essa prépolis vem de uma planta que

pertence a famililusi@eae(Trusheveet al., 2006.

Amostras de propolis vermelha, embora todas provenientes de regides litoraneas do
nordeste e norte do Brasil, possuem diferencas na composi¢céo quimica. Em agosto de 2012, a
propolis vermelha de Alagoas, recebeu a merdgtndicacéo geografica pelo Instituto Nacional
de Propriedade Industrial (INPI), tornange desta forma a Unica propolis vermelha de origem
certificada no Bras{Sebrae, 201 embora se tenha observado que a composigao da propolis
de Joao Pessoa, Paraiba apresente um perfil quimico samtarlagoagLopezet al, 2014.
Contudo, é necessario realizar mais estusiolsre asua composi¢cado quimica para estabelecer

um ou varios padrdes ideais de composigéadmica

Alguns estudos indicam que podem existir distintos tipos de propolis verr{ishipaz
et al, 2014. Amostras de propolis de cor vermelha provenientes de difereregides do Brasil
e Cuba foram caracterizadas por espectrometria de massas por infuséo direta com ioniza¢ao por

eletrospray no modo negativo (E3Sfingerprinting. Os dados dos espectros foram tratados
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por analise quimiométrica multivariada de compaotes principais (PCA). Esta analise
guimiométrica, classificou as amostras com base nos ions detectados nas amu&tjasra
abundancia dos ions detectados nos £ME fingerprints. Desta forma, as amostras de
prépolis vermelha analisadas foram clfisadas em dois grupos. O grupo A apresentou como
ion marcadom/z 601,35 (GsHs90s) € inclui amostras dos estados de Alagoas e Paraiba; e o
grupo B, inclui amostras de propolis vermelha de Sergipe, Cuba e que apresentam um perfil de
composicdo semelhantao das resinas provenientes d@albergia ecastophyllunfespécie
vegetal que ja foi identificada como uma das fontes de prépolis vermelha). Os ions marcadores
deste grupo sém/z 255,06 (@H:1104, pinocembrina), 267,06 {4104, formononecina), 271,06
(GsH110s), 271,10 (GH1104), 283,06 (GH110s, biochanina A), e 301,07:66::0s) (LOpezet al,,

2014).

O crescente interesse pela jdlis vermelha encontrae nas suas diversas atividades
biolégicas. Este produto apicola possui atividade antibactefiBnesheveet al., 2006 Cabral
et al, 2009 Oldoniet al,, 201Z%, Righiet al., 2011 Bispoet al,, 2012 Silvaet al,, 2013 Siqueira
et al, 2014 Vasconcelogt al, 2014; Velozet al, 2019, antioxidante, correlacionada com a
prevencdo e tratamento de condicdes patologicas como céancer, enfermidades
neurodegenerativasenfermidades corondrias e outr@slencaret al,, 2007 Cabralet al., 2009
Izutaet al., 2009 Oldoniet al, 201Z Righiet al, 2011 Hatanoet al., 2012 Frozzeet al., 2013
Nuneset al, 2013 Nascimentoet al., 2016. A prépolis vermelha também consegue inibir as
enzimas xantina oxidase assim como acetilcolinesterase, relacionadas com enfermidades
neurodegenertivas e com 0 acumulo de acido UrigBaltaset al., 2016. Possui também
atividade citotoxicgAlencaret al, 2007 Awaleet al, 2008 Liet al, 2008 Nuneset al., 2009
Dalepraneet al,, 2012a Dalepraneet al,, 2012h Franchiet al., 2012 lio et al., 2012 Kamiyaet
al., 2012 Frozzeaet al,, 2013, antiparasitariaAyreset al, 2007, antifangica(Trusheveet al,
2006 Siqueiraet al,, 2009 Lotti et al,, 2011, Bezerreet al, 2015 Siqueiraet al., 2015 Freireset
al., 2019, anti-inflamatéria(Ledon et al,, 1996 BuenacSilvaet al,, 2015 Cavendistet al., 2015,
analgésicalLedonet al, 1996 Cavendishet al, 2019, antipsofase (Ledbnet al, 1996,
cicatrizante(AlbuquerqueJdunioret al,, 2009 Batistaet al., 2012 Almeidaet al., 2013 Barreto
et al, 2013 Jacobet al., 2015, antiobesidad€lio et al., 2010, hepatoprotetora(Rodriguezt
al.,, 1997, renoprotetora e anthipertensiva(Teleset al, 2015. Por causa destas diversas
atividades, a propolis vermelha se tornou um produto de interesse ndo s6 para a industria
farmacéutica, mas também para a industria alimenticigorépolis vermelha é conslierada
como um produto nutracéutico e é usada como suplemento alirugrdra diminuir a producéo

de metano em ruminante@orsyet al, 2015 ou em ovelhas para melhorar a producéo de leite
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e o conteudo de gorduréMorsyet al, 2016 além de melhorar os parametros hematolégicos
das ovelhagMorsy et al, 2013. As aplicacdes desta resina como conservante alimentar de
banana prata(Passoset al, 2016 e de folhas de alfacéMaia-Araljo et al, 2012 foram
relatadas Também incluem o uso como antimicrobiano coagupsesitivo em coalho de queijo

e uso como antioxidante em manteifaostaet al., 2014.

Para utilizar a propolis vermelitanto como nutracéutico compara fins terapéuticos
€ necessario identificar os compostos quimicos responsaveisyzo atividade e fazer uma
padronizagdo e controle de sua composigdara tanto € necessario resdr uma caraterizacao
quimica dos compostos bioativos da prépolis vermeathavaliar aatividade antioxidante e

antimicrobiana destes compostos.

Objetivos

Objetivo geral

Identificar e isolar substanciasbioatives da propolis vermelhacom atividade

antioxidante e antimicrobiana
Objetivos especificos
- Isolar os constituintes da prépolis vermelha relacionados com a sua atividade bioldgica
por fracionamento bioguiado e com base em estudos anteriores.
- Caracterizaguimicamenteos compostos isolados.
- Awaliar avariabilidade da composi¢éo da prépolis vermelha.
- Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante das substéncias isoladas da propolis

vermelha para confirmar sua atividade biolégica.
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1. Introducao

No processo de isolamento de compostos bioativos a partir de uma matriz complexa
como é a propolis vermelha, € importante realizar um desenho experimental parageonse
planejar melhor o processo. Os procedimentos de isolamento sdo demorados e também caros.

Conhecer os alvos de isolamento é essencial para propor estratégias dadarabal

A cromatografia contracorrente (CCC) é uma técnicasg@racao que funciona como
umaextracao liquiddiquido e é utilizada no isolamento ddiferentes tipos desubstancias. A
CConsiste num sistema de solventesm pelo menos dois solventes imigeis. Desta forma,
um deles ir4 agir como fase estacionaria (FE) e o outro como fase méveHipet al,,

2016). O principio da separacao é hidrodinamico. O sistema consta de uma coluna enrolada ao
redor de duas blbinas qudicam giranda@wom movimento planetarie a for¢a centrifuga gerada,
ajuda a reter um dosolventes dentro da colunanquanto o outro € bombeado através da
coluna de forma continu@to, 2005. O sistema de solventes pode ser escolhido de acordo com
as caracteristicade polaridade do material que iréer usado. Existem varios protocolos e
propostas para guiar na escolha do sistema de solventes mais ade(fuagien e Pauli, 2007
SkalickaWozniak e Garrard, 2015E importante saber que alguns destes sistemas s&o mais
estaveis do que outrogFoucault e Chevolot, 199® que afeta também na separagdo das
ddzo AGNYyOAlFL&ad® h aArAaidSYl RS az2f@SyidSa YIFAa O02yKS
hexano:acetato de etila:metanol:agua, onde o acetato de etila e o metanol agem como
modificadores da polaridade do solvente organico e da agua respectivartiaigsen e Pauli,

2007).

A separacao das substancias é baseadafinéddade destas pelo sistema de solventes
escolhido e é determinada pethferenca das #§ que é o coeficiente de particdo entre as duas
fases. Dependendde qual dos solventes é escolhido como FE, o sistema pode operar em modo
de fasenormal ou de fase revergiluanget al., 2019. A temperatura deve ser controlada em
todo momento do processo, desde o preparo da amostra até a CCC propriamente dita, uma vez
que a temperatura pode mudar a solubilidade das substancias nos solvéntgsncipal
vantagem desta técnica € que ndo ha pentta amostra, podedo ser recuperado todo o
material, uma vez que ambas as fases sdo liquidas. Também se evita a perda de eficiéncia de
colunaque costuma ocorrecom o tempode uso. Mo h& contaminacdo cruzada uma vez que

ha uma coluna novésolventes novs) para cada andliseEstas caracteristicas fazem que o
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rendimento no processo de isolamento seja aftoeprodutivel, pois depende da afinidade das

substancias pelo sistema de solventes escolhido.

Esta técnica tem sido usada com sucesso para o isotardemmuitas substancias com
potenciais atividades biolégicéSutherland e Fisher, 2009ehet al,, 2012 Suherlandet al,
2013 como enantdmeros(Schulte e Strube, 200Rubioet al,, 2009, proteinas(Godawatet
al., 2012, polifendis (Guzeit et al, 2007, antocianinas(Zhanget al, 2017 ou outras
substancias de origem naturébkalickdWozniak e Garrard, 201Zhanget al, 2015 entre

outros.

De acordo com a literatura esta técnica ja foi usada no isolamento de constituintes
bioativos de prépolis da Arabia Saudidarzet al., 2014. Também foi usada no isolamento do
nerolidol a partir do 6leo essencial 8accharis dracunculifolimue € uma das fontes vegetais
da prépolis verddrasileira(Queirogaet al., 2014. Também foempregadano isolamento de
uma benzofenona preniladapartir de Clusia fluminensg&nholeti Da Silvat al, 2012. Como

a propolis vermelha possui benzofenonas preniladas, t&enica pode ser usada.

ApGs o isolamento, a elucidagdo estrutural das substancias pode ser feita por

espectrometria de massas de alta resolucé@o e por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

Quando se trabalha com matrizes complexas ou com metabolémécamditrizes
desconhecidas pasefazer andalise qualitatavestrutural o mais adequado é usar um analisador
de massas de alta resolucdo. O QTOF é um analisador de alta resplag@mnsta de um
quadrupolo e um TOF, onde os ions sdo acelerados com utageml constante e medse 0
tempo que esses ions levam para percorrer uma dist§@dish e Vachet, 2003Este analisador
fornece exatiddo de massa que permite a correta identificacdo das substancias analisadas com
resolucdode até 40 000, permitindo comparar valores teoricos e valores reais de massa com
erro inferior a5 ppm (Andrewset al,, 2011, além de permitir analises rapidgso QTOF 6550
da Agilent € de 50 espectros por segunda@)ma ampla faixde massa para analisafc0-3200

m/z com alta resolucdp

Por outro lado,a RMN auxilia na determinacdo da estrutura quimica de compostos
isolados. O espectro de RMN de 1D pode ser de hidrog&r)ooi de carbono’{C). A
interpretacdo se baseia no deslocam@ quimico (nimero e tipo de prétons na molécula), e
acoplamentos do spin (indica as interacbes entre os diferentes prétons da molécula). Os

espectros de RMN de 2D (COSY, NOESY, HSQC, HSBC) permitem ver as interacdes entre os
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distintos hidrogénios e carlmws da molécula. O conjunto de técnicas de RMN permite

determinar a estrutura quimica de um composto isolado, de forma pré€mszler, 201D

2. Material e métodos

2.1. Material

As seguintes amostras dedpolis vermelha brasileira do litoral do Nordeste do Brasil
(Tabelal) foram usadas nesteapitulo.No processo de isolamentorfam usadas as amostras
de Alagoas e Paraibpofque a propolis vermelha de Alagoas possui a Indicacdo de Origem
Geogréafica e tambémayido a existéncia de maior quantidade de materidd)outras amostras

foram usadas nas etapas de identificacdo de constituiatdesenho experimental

Tabelal. Identificagdo das amostras de propolis vermelha

Amostra Origemgeografica  Amostra Origem geogréfica
A Sergipe M Alagoas
B Sergipe N Espirito Santo
C Sergipe (@) Bahia
D Alagoas P Alagoas
F Alagoas Q Santa Catarina
J Paraiba R Bahia
K Paraiba Dalb JP Dalbergia ecastophyllufRaraiba
L Cuba Dalb BR Dalbergia ecastophyllufrasilia

2.2. Método de Extragao / Filtragdo das amostras de propolis vermelha:

A extracadoi feita segundo o método utilizado por Sawastaal. (2004). Inicialmente
as amostragoram moidas e depois extraidas mediante maceracao durante sete dias em um
frascosob agitagcdo com velocidade regulada a Ifjfin e uma temperatura de 30°Goram
usados 10 mL de etanol absoluto por cada 3g de préopolis bruta. Posteriorm@neglizada
uma filtracdo da parte insolavel e os filtradfmsam guardados no freezer 46 °C durante a
noite. Para reduzir o conteudo de cera dos extratosrealizadauma nova filtragdo usando a
mesma temperatura. Finalmente, o solventei evaporadoem rotaevaporador a uma
temperatura de40 °C e 140 rpmparase obter 0s extratos secos da prépo(Sawayeet al,
2004).



2.3. Andlise por espectrometria de massas de alta resolucédo ESI-QTOF-MS
(QTOF)

A identificacdo dos componentesas fracfes obtidas por CCC assim como das
substanciassolads foi feita por meio deum sistema UHPLRS Agilent 650 iFunnelQTOF
com fonte de ionizaca®ualAJSESI Dual Agilent Jet StreadBSl) As andlises foram feitas no
modo positivo e negativo realizang® ainfusdo direta nas seguintes condicdésmperatura
do gés de secagem 29G;fluxo do gas de secagem de 1inird; temperatura do gas de bainha
de 30 °C, fluxo do gas de bainha de 1fnln; presséo de nebulizacdo de 35 psi; Voltagem do
capilar (Vcap) @0 V; voltagende fragmentor 100 V; OCT 1 RF Vpp 75@ ¥nergia de coliséo
de 30 V.O volume de injecéo foi 4Le a vazdo 0,100 miin? usando agua com 0,1% &cido

férmico e metanol.

2.4. Analise por espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray e
cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC-ESI-MS).

O acompanhameimt do processo de isolament® a pureza das fracdege propolis
(AImgmL?) foi feito em umsistemaUPLC Acquity acoplado com um espectrometro de massas
TQD Acquity (Micromasd#&/aters Manchester, England), com fonte de ESI, usando uma coluna
GisBEH Waters Acquity (2.2mm x 50 mm x 1.7 um tamanho de particdlgyadienteusado
foi: 40% de metanol até %em 9 minutos 100% desde 9,01 até 11 minutos e finahtee
voltando a situagéo iniciaim 13 minutos Usouse a deteccdo no modo negatiegositivonas
seguintes condicdes: Voltagem do cap8&0 kV, Cone 300 V, temperatura da fonte 150°C,

temperatura de dessolvatacdo 350°C. As massas analisadasmesta faixa de 100 a 800/z.

2.5. Cromatografia contracorrente (CCC)

2.5.1. CCC Analitica

As analises de CCC na escala analitica foram realizadas num sistema CCC Mini com um
tubo de teflon de 0,8 mm de didmetrowena bobina de 17,4 mL. A velocidade de rotacao foi de
2100 rpm, e o fluxo foi de 1 nmhin. O sistema consta de uma bomba (Gislson 307) e um
detector PDA (1100 Hewlett Packard). Foi usaddéaapde 0,43 mm e a temperatura da analise
foi de 25°C



2.5.2. CCC Midi

O isolamento de uma das substancias assim como a obtencdo de fragcbes semi
purificadas foi realizado por CCC, num sistemdViizle (DynamicExtractions Slough, UKgom
duas bobinas 2 x 450 mL, com um tubo de diametro 1,6mm e comprimento de 7265,12 cm. A
velocidade de rotacdo foi de 128@80 rpm. Csistema estava conectado a umfrigerador
externo que permitiu manter a temperatuem 25°C. Foempregadauma bomba preparativa
RI '3AfSyd S NBI ftalitorhtag 2 &dcngd¥fdeJoiiogdaoleth modo
fase normal, usando o sistema de solventes hexano : metanol : agua (5:4:1), sendo que a fase
estacionaria (aquosa) foi a composta por metanol : 4gua e a fase mdvel (orgénica) hexano :
metanol. Apés a injecdo da astea (lIsando uma vazéo de 40 miin?, esta foidiminuidapara
1 mLmin? durante 10 minutos, permitindo a interacdo da amostra com os solventes e
melhorando assim a perda de fase estaéitan Em seguida, retorncgse a vazaopara 40
mLmin? durante 25 minutos, momento no qual a faséwel foi mudada para o sistema de
solventes formado por hexano:acetato de etila:metanol:agua (1:1:1:1) porém ussaienas
a fase orgéanicaipper phaseomo fase mével durante mais 35 minutos. Foi usado um detector
PDAmonitorandose os comprimentos de onda 210, 254, 280, 390 nm. As fragdes foram
coletadas num coletor de fragBes (Gilson, mod#@), 1 min/tubo a parti da subida de vazao
para 40 mlmin* (Figural).

Figural.Fracdes obtidas por CCC Midi

2.6. Cromatografia preparativa

A purificacdo dafacdesisoladas por CCiGi feitano HPLC preparatidominenceda
Shimadzu, com bombas 20 AT e LGAD detector UV (SPR0A), auto injetor (SIL20A) e
coletor de fracdes Gilson (FC 203 B)i usadaima coluna preparativé250 x30 mm i.d., 5um

tamanho de particulajs analises foram realizadas usandmfiwareLC solutions da Shimadzu.
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O métodoanalitico usado endHPLCfoi transposto paraa cromatografia preparativa,
com a finalidade deurificar as fracGes obtidas por CE&ara calcular o fator de transposicao
entre a colunanalitica §caleup) e outras colunas maiorefi utilizadaumaequacé® baseada
na comparacao das areas secionais das col(Maprs, 2004. Fator = rzcoluna maior /" r2

coluna analitica

Apbs adaptasseo método para a coluna preparativaquantidade maxima de amtra
aplicada por corrida foi determinada experimentalmente (injec#2 mLde amostra na
concentracdovariavel dependendo da composicdo da fracdel80 mg.mLY). O gradiente
usado no isolamento de cada composto variou de acordo com a polaridade do mesmo, sendo
usadas as condi¢Bes apresentadasHigura2. A amostra foi injetadanicialmentena coluna
preparativae as fracdes coletadas a cada minuto em um coletor de fragdes. Estas faades
analisadas a seguir poHPLE@VS m@raverificar quais fragdesontinhamos mesmos compostos

e pudessenser agru@das.

Gradientes isolamento por HPLC preparativa

—— (3S)-7-0-methylvestitol —A—retusapurpurin A  —@— C38H5006
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Figura2. Gradientes de eluigéo utilizados no isolamergor HPLC preparativdos
compostos (3Sy-o-metilvestitol, retusapurpurina A e §HsoOs.

2.7. Analise estatistica dos dados

Foi feita uma andlise exploratéria doedos, por meio de umanalise hierarquica de
agrupamentos (HCA) junto com uma andlise de correlacao de Pearson (P < 0,05)-sbtendo

assim o HGAleat Mapatravés @ softwareMeV.



2.8. Secagem e estocagem

A secagem dos compostos isolados foi realizada num equipantetxdvac a 40°C e
posteriormente foram estocados em frascos de vidro com tampa e batoque a temperatura de
4°C.

2.9. Andlise de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Apds confirmacdo do isolamenttdas substancias da propolis vermellestasforam
diluidas em CDLCE uilizou-se tetrametilsilano (TMS) como referéncia, basearsdo nos
métodos usados na literatura para propolis verme{BaestaRubioet al., 2007 Oldoniet al,,

2012 Piccnelli et al, 2011, para adquirir 0s seus espectros de ressonancia magnética de
hidrogénio tH-RMN).Também foram realizados ogmerimentos 2D de HSQC, HMBC, COSY e
NOESYAs andlises foram realizadas num equipamento Agilent de 500 MHz usarao
software Spinworks na analise dos dados. As andlises foram realizadas no laboratério de

ressonéncia magnética do LNBio

3. Resultados e discusséo

Os resultados preliminares obtidos serdo apresentados neste deracordo com o
fluxograma darigura3.

4 N
Determinacaaloscompostoge interesse
HCAHeatMap

\ J

Desenhaexperimental

f N
Desenvolvimentale método deisolamentopor

CCC
CCC Scaleup no método dasolamentopor CCC
j \, J
Purificagécdasfragﬁes‘ || Avaliacaalacomposi¢ca@uimicadasfracées

obtidaspor CCG UHPLEMS

\ S

por HPLC preparativa

Figura3. Fluxograma dérabalho utilizado
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3.1. Determinacdo dos compostos de interesse e das amostras usadas para

isolamento por HCA-Heat Map

A propolis vermelha € uma matriz natural complexa. Com o intlétee aperfeicoar o
processo de isolamento das substancias ou fracogw@eolisvermelha, foi feita uma andlise
estatisticade desenho experimentaDesta forma, foi feita uma analise exploratéria dos dados,
por meio de uma analise hierarquica de agrupamentos (HCA) junto com uma analise de

correlacéo de Pearson (P < 0,05)esttto-seassim o HGAleat Map

Dados obtidos em estudos prévidsrante o mestradpforam usados para realizar a analise
exploratdria dos dadogLopezet al, 2015. Os dados das &reas dos picos obtidos nos
cromatogramas realizados por UHRUS junto com os dados de atividade de cada extrato
etandlico de propolis de diferentes regibes foram previament® escalados usados para as
analises. Desta forma, o HCA agrupou cada atividade com alguns ions, indicando quais ions
poderiam semresponsaveigeoricamentepor essa atividade. Com os testes de correlacdo de
Pearson, podee observar quais amostrasio mais correlacnadas conessesionsde interesse

para assinpoder isolar as substanciaspartir da amostra que possui maior quantidades

]
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Figura4. HCAHeat Map das substancias presentes na prépolis vermelha e atividade
antioxidante avaliada pelos ensaios DPPH e ORAC. Correla¢des positivas em vermelho e
negativas em azul.

Como pode ser observado ragura4, os ions teoricamente correlacionados com a
atividade antioxidante avaliada pelos ensaios DPPH e @R&(possuem mecanismos de
reacdo diferentesaparecem agrupados junto comDPHH e ORA dendograma superior.

Por outro lado, oHeat Mapapresenta as arelacdes de Pearson (P<0,@&)sitivas em cor
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vermella e as negativasm cor azul. Pode ser observado, portgngoiais amostras possuem

maior quantidade de um ion, pela correlacdo positvassim pode ser determinado de quais

amostras saamisolados esses ions.

Desta forma, as amostrds e J procedentes dos estados de Alagoas e Paraiba se
apresentaram como as mais indicadas para isolar os compostos teoricamente correlacionados
com a atvidade antioxidante avaliada pelo método do DPPH. Ja os constituintes agrupados com
a atividade antioxidante avaliada pelo método do ORAC parecem estar em maior quantidade
nas amostras de Sergipe, embora, foi observado que estas substancias também estétegr
na prépolis vermelha de Alagoas e Paraiba.

O mesmo raciocinio pode ser aplicado nos €At Mapdos resultados frenteas
bactériasEscherichia colPseudomonas aeruginosebtaphylococcus aureiSiguras, Figurab

e Figurayv).
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Figura5. HCAHeat Mapdas substéncias preséss na prépolis vermelha e atividade
antimicrobiana frente aEscherichia cohTCC 107%orrelacbes positivas em vermelho e
negativas em azul.
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Figura6. HCAHeat Mapdas substancias presentes na propolis vermelha e atividade
antimicrobiana frente aPseudomonas aeruginos&TCC 2785Z orrelacdes positivas em
vermelho e negativas em azul.
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Figura7. HCAHeat Mapdas substancias presentes na propolis vermelha e atividade
antimicrobiana frente aStaphylococcus aureUsTCC 14458. Correlagdes positivas em
vermelho e negativas em azul.

No caso das bactérias, pode ser observado que os ions teoricamente correlacionados com

a atividade antioxidante podem ser isolados a partir das amod&&s procedentes de Paraiba

e Alagoas respetivamente, pois sdo as que possuem maior quantidade das substancias

agrupadas pelo HCA junto com as bactéfzsherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococcus aureus.
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O HCAHeat Mapé uma abordagem que permitebter informacdes sobre as amostras e as
variaveis analisadas e observar a correlacéo entre ambas. O HCA agrupa as amostras de acordo
com a sua similaridade, e neste caso, também agrupa as varidveis de acordo com a sua
similaridade. O teste de Pearsonrpete veracorrelacao entre amostra e variaydcgregoret
al.,, 2012. Desta forma é util em atiges de metaboldmica e permit@prtanto, ajudar no
desenho experimental quando se trabalha com produtos naturais, identificando de forma rapida
0S principais componentes de interesse assim como as amostras que sénasighara isolar
cada um deles, evitandee assimtentar isolar compostos damostras que possuem pouca
guantidade dste compostoe escolhendo os que estdo correlacionados com as atividades
antioxidante e antimicrobiana. Por tanto, estes resultados podem otimizar os tempateeid

de andlise, embora seja uma técnica poucoaaida com este fim.

Os resultados anteriores mostram que tanto para atividade antioxidante quanto para
atividade antimicrobiana, as amostr& e J foram as que apresentaram 0 maior teor de
constituintes que teoricamente possuem atividade biolégica. Pototatevandese em
consideracdo estas correlagdes tedricapr@polis vermelha dé\lagoas e Paraibsfio as que
apresentam maior quantidade destes constituintes, e apreserganapropriadas para dar
continuidadenos processos de isolamento das substanciaativas.Devido a necessidade de
grande quantidade de material bruto para realizar o isolamento, foi escolhida a prépolis

vermelha de Alagoas para realizar o processo de isolamento.

3.2. Desenvolvimento e otimizagcdo e scale-up do método de isolamento por

cromatografia contracorrente

O processo de obtencéo de fracBes e isolamento de substancias foi feito de acordo

com o organograma daigura8.
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Figura8. Fluxograma de isolamento de compostos

Parase poder realizar o isolamento de substancias e fragcbesQ€ foi necessario
realizar alguns testes preliminares com o intuito de escolher as melhores condi¢des de analise.
Inicialmente, foram testados varios sistemas de solverfarrard, 200h(Tabela2) e o K foi
calculado. A escolha do sistema de solventes beseiza particdo da substancia em ambas as

fases, e o0 K6timo é entre 05-2 (Marston e Hostettmann, 2006

Tabela2. Sistemas de solventes testados parat@polis vermelhaexpressado como ratio
em cada coluna

OLVENTE a b ¢ d e fgh i j k
Hexaro 7 4 6 919581 1 1 1
Acetatodeetla 3 1 1 1 1 0 0 0 4 2 1
Metanol 7 4 6 9194 20 1 1 1
Agua 3 11 1 1100 4 2 1
Acetonitrila 0O 0 0O 0 OO0OB51 0 0 O

Para conhecer od<depois de preparar o sistema de solventes a testar com a amostra
diluida o mesmq ambas as fasese separam, sendoonhecidas comaipper phases lower
phasee a sua composicao é analisada por HIFigi@). Todoss picos no cromatograma sao
integrados, e é feita a comparacéao das areas dos picos em ambas as fases de cada sistema. Desta

forma, se calcula od€jue permite a escolha do sistema de solventes mais adequado.
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Figura9. a) sistema de solventes composto por hexano:metanol:agua (5:4:]
lower phase(vermelha) eupper phasgamarelo claro) do sistema da Figura :

ApOs testar varios sistemas desaites, bi escolhido o formado por hexano : metanol
: agua %:4:1) sendoo que apresentou melhores valores de para varias das substancias
presentes na propolis vermelh&ste sistema de solventes ja foi usado no isolamemto d
nerodiol a partir do 6leo essencial 8accharis dracunculifoli@ueirogaet al,, 20149, uma das
fontes vegetais da propolis verde brasileif@epois, foi feita a CCC na escala analitica usando
este sistema de solventesendo que a fase estacionaria foi formada pela fase aquosa do sistema
e a fase movel foi a formada pela fase organica. As fragdes foram coletadas com um coletor de
fracdes, e posteriormente analisadas por HPLC, ypariéicar a composicao das mesmas. Apoés
varios testes, foi determinado qualternandese a fase movel na metade da corrida
cromatogréficepara aupper phaselo sistema composto por hexano : acetato de etila : metanol
: agua (1:1:1:1) melhores resultadosam obtidosno final da andlise por Cédi demonstrado
gue esta estratégia de mudar a fase movel na metadewdalise que funcionou e foi eficam

isolamento decompostos quiraigRubioet al., 2009.

Uma vez que estas condi¢des foram estabelecidas foi festaleup do método para
um equipamento de CCC Midilgunsparametros foram ajustados para melhorar a separacao

das substancia@abela3).



Tabela3. Condi¢cbes das analises dEC Midi.

Houve Modificacéo pos
) Volume de o
Andlise Amostra Concentrgéao Fluxo mudanca de injecdo com
amostra
MIDI diluida em (mg.mLY) (mLmin) FMno diminuicéo do fluxo

injetado (mL)
minuto 357 para 1mLmin-1?

1 Lower phase 20 100 50 NAO NAO
2 MeOH 20 100 50 SIM SIM
3 MeOH 10 100 40 SIM SIM
4 MeOH 10 200 40 SIM SIM
5 MeOH 10 400 40 SIM SIM
6 MeOH 10 254 40 SIM SIM
7 MeOH 10 254 40 SIM SIM
8 MeOH 10 254 40 SIM SIM
9 MeOH 10 254 40 SIM SIM

Na FiguralO pode ser observado como o ajuste dos parametros afetou a separacao.
Verifioou-seque na primeira ariée, onde o fluxo foi de 50 nmhin, houve uma pior separagdo
dos constituintes da amostra sobretudo no final da analise. Posteriormente a amostra foi diluida
em metanolem vez de sediluidana fase estacionaria (contendo também agua), foi feita a
mudancga deupper phasepara o sistema coendo hexano:acetato de etila:metanol:agua,

conseguindeseuma melhor separagao.

- 3320

I 2490

- 1660

- 830

Absorbancia (254 nm)

Fo

cce 09
ccc 08
cccor

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (minutos)

FiguralO. Cromatogramade CCC, das diferentes condic@apregadagarao ajuste dos
parametros em CCC Midi.
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Por outro lalo, ap6s cscale up com volumes maiores de solvente, foi observada uma
perda maior de fase estacionaria na analise. De acordo com a literatura, uma das formas de
diminuir a perda de fase estacionéria, melhorar a sua retencéo na coluna e melhorar &imterac
da amostra com o sistema de solventes, consisteretizi a vazao (até apenas 1 miin?)
logo apds a injecdo da amostra, e depois de um tempo aumentar a vazao e coletar as fracbes
(Peng, Aet al, 2016. A quantidade de perda de fase estaciondobacompanhada ao longo
das analisesHgura 11), medindese o volumede fase estacionérigerdido em cada fracao

coletada ao longo da analise
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=== \idi-04

== \idi-05

=== Midi-06

== Midi-07
e Midi-08
e Midi-09
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Figurall. Retencéo de fase estacionaria ha coluna com o ajuste das condi¢des da CCC.

Como pode ser observado fagurall, quando ndo ha modificacdg®sinjecao, e a
vazao € maiorde acordo com as condicdes especificadasTabela3 para cada analise
apresentada ndigurall), ha uma perda maior de fase estacionaria, sendo que a retencdo da
mesma dentro da coluna é ao redor de 45%. Apé6s as modificagbes na vazéo dodante
processo de separacae as modificagcdes pénjecao, foi possivel observar uma maior retengéo
de fase estacionéaria dentro da coluna. Posteriores modificacdes na quantidade de amostra
injetada, permitem obter resultados reprodutiveis aproveitando maximo os beneficios da

técnica de separacédo por CCC.



3.3. Caraterizacao das substéancias e fracdes isoladas

Cada fracdo coletada por CCC foi analisada por HPLC. Foi calculada a pureza de cada
uma delas sendo cada pico integrado e as fracdes agrupadas gmlograu de pureza e
semelhanca na composicadinalmente, foram feitas analises por UHRLEempregandese
um equipamento de alta resoluca®@TO¥ para identificar as sulfmncias presentes em cada

fracaa

Foi isolada uma substancia com/z 601.3516 purificada por HPLC preparativo
utilizando-se metanol 100% em condi¢be®aticasapenas para eliminar algumas impurezas,
pois a pureza de pico obtida por CCC foi supexi®6% Tratase de uma substancia de cor

amarela, presente em quase todas as amosti@gropolis vermelha

Foi obtida também quantidadele uma fragdo vermelha, purificada por HPLC
preparativo, sendo possivel isolar uma substanciande 285.1141 Um dos pigmentos
presentes na propolis vermelhm/z 523.2852 foi isolado no processo de ensao da coluna
por CCC, com uma pureza de 88% sendo purificado posteriormente por HPLC peefpagatis
12).

A férmula molecular dos compostos foi calculada @erandoese um erro de massa inferior
a 5ppm, assim como dos fragmentos usados na validacao e identificagdo posterior dos mesmos
por monitoramento seletivo de reacdes (SRVAlelad). O padréo isotopico foi avaliado para
cada um dos ions, e foi considerado um indice de similaridsctere( superior a 90% para
determinar cada férmula molecular. Desta forma, coincidindo os padrdes isotépicos reais e
tedricos para cadadfmula molecular determinada, pode se ter certeza que a identificagéo foi

feita corretamente.

Tabela4. Férmula molecular e erro de massalcalados para cada iofPrecursore

fragmento.
Formula m/z pratico m/z tedrico* Erro (ppm)
Gi7H1804 285,1139 285,1132  Precursor -2.85
[CHO2] 123,0453 123,0446  Fragmento -1.19
[CGHoO,] 149,0611 149,0603 Fragmento -2.23
GegHs00s 601,3522 601,3535 Precursor 1.78
[CeHsO,] 109,0296 109,0290 Fragmento -0.82
GsoHasOr 523,2852 523,1727  Precursor 4.07
[CoaHh70s)* 385,0912 385,1037 Fragmento 5,57

* Valores dem/z tedricos calculados com a calculadora de distribuicdo isotopica do
Masshunter.
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Figural2. Espectros de fragmentacdo MS/Mfas substancias isoladas por CCC. a) (&SI
MS/MS do ionm/z 285.1141; b) ES}H-MS/MS do ionm/z 601.3516; c) E§#)}MS/MS do ion
m/z 523.2852.

De acordo com dados da literatyrama substancia com uma férmula molecular
GoH260; foi identificada poiRMN e ESH)}XMS/MS(Piccinelliet al, 2011). De acordo can essa
elucidacao estrutral foi observada que essa substanéiagual a isolada neste estudé
comparacao dos dados obtidos por espectrometria de massa sequencial num analisador de alta
resolucéo (QTOF) com os da literatura permitiram identificar o cstopcomo retusapurpuria

A ( Figural3). A diferenca entre o retusapurpudrA e B é um fragmento d@/z 493 que se
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encontra presente apenas na retusapurparia (Piccinelliet al., 2011, o que coincide com 0s

dados obtias Figural2c).

OH

Figural3. Estrutura da retusapurpurina A

Quanto a substancia isoladagbsoOs, existem trés compostos com essa férmula
molecular descritos na propolis vermelha: o chantoquimol, gutiferona E e a oblongofdlina.
oblongofolina, possui urion fragmentom/z 399 (M+H)e o tempo de eluicdo desta substancia
parece ser posterior ao tempte eluicdo da gutiferaaE e dachantoguimol (Fasolcet al., 2016.

A nomenclatura de algumas benzofenonas muda de acordo com a literatura, dando a entender
gue o isochantoquimol se refere a gutifercmE (Kumaret al, 2013 pois & estruturas gimicas
de ambos os compost@sio iguaisPoroutro lado,alguns estudos descreveorchantoquimol e
a gutiferona E como uma mistura inseparagBlusheveet al,, 2009. Até 0 momentonao foi

possiveldefinir se o composto isolado corresponalalguma destas estruturas.

Foi feitaa andlise de RMN, para identificar a substancigH@ como (3S)-o-
metilvestitol Figurald). Foram adquiridos espectros deRiIN, HSQC, HMBC, COSY e NOESY

gue permitiram fazer a elucidagéo estrutural do compgStabelas).

(3S)-7-o-metilvestitol

Figurald. Estrutura do &H:g0s. (3S)7-0-metilvestitol.

Todos os dados espectroscopicos estdo de acordo com os dados descritos na lieratimelli

et al, 2005 (ANEXO ).



Tabela5. Dados'H-RMN, HSQC, HMBC, COSYOERY parai@H1604, de acordo com a estrutura descrita na figura.13

Hidrogénio +1nem ppm (multiplicidade 13C correlacionado (ppm) Hcorrelagdes
e constante de HSQC HMBC COSsYy NOESY
acoplamento"Jem H3
H N 4,05 (t; 10) 69,87(t) G3,CG4 Hui 33 | Hui 23,Hni 35 |
H 4,35 (ddd; 10,46, 3,61, 1,9¢ 69,87(t) G3,CG4 Huh 33 | HHuh 33 |
3 3,51 (m) 31,75 (d) HH h ZH 1130 hi Hni 3n hiZH h| 35, HH |
nh 2,99 (dd; 5,38, 1,91) 30,39() G8a, G5, G3, G2, G4a H3,HH M ZH i 13n i H-3, H6 ,HH " 35 |
ni 2,92 (dd; 10,55, 0,98) 30,39(t) G8a, C5,C3,CG2,CG4a,Gl" H3,HH N ZH 1130 hi H3,H6, HH " 35 |
4a 114,44 (s; 4a)
5 7,01 (d; 8,61) 128,20(d) G7,G8a, 4 H-6, H8 H-6,HH h Zn hI3n i 133
6 6,48 (d sobreposto; 8,61) 107,11(d) G4a, G5, G7, G8 H-5 H-5
7 159,19(s)
8 6,42 (d; 2,58) 101,38 (d) G7, G8a, G4a, C6 H-6
8a 155,35 (s, @a)
1 119,09 (s; &)
2 155,14(s, G2°)
3 6,36 (d; 2,80) 10217 (d) G2, G4, G5, Gl H-5
4 158,95 (s; &)
5 6,48 (d sobreposto; 8,61) 106,08 (d) G4, GC1, C3¥ H-3", H6 H-6"
6 6,98 (d; 8,36) 130,14(d) G4',GC2,C4 H-5 H-5
-OCH (7a) 3,77 (s) 55.32 (q) G7
-OCH (4'a) 3,77 (s) 55.32 (q) G4
OH 5,04 (s)

s= singletom=multipleto; d= dubleto; dd= duplo dubleto; ddd= duplo dubleto de dubletos; t= tripleto; g= quadrupleiocamento gumico em ppm,;
Constante de acoplamentdl) em Hz. Multiplicidades dos carbonos foram definidas pelo DEPT.



3.4. HPLC preparativo scale up

Partindosede uma colun@mfasereversa®y RS ! 1t [/ F2Asc@SA (2 2 LI
upé  LIF NF dzYl O2f dzy KMajBr§ 2004 Horam dldni&ibslia Mdzab & @volume
de injecaa(Figurals), e partindo-se deuma concentracéo de rhg.mL!na coluna Ganalitica
e depois uma concentracdo di5 mg.mL! na coluna sempreparativa, aumentandse a
concentracdo € amostra injetada aos poucagé atingir uma concentracdo de 3fig.mL?,
considerandese que a concentragdo maxima que pode ser injetada nesta aouaté 50
mg.mL! Tabelab.

Tabelab6. Condi¢gBes de andlise para cada tipo de coluna no processsaie-up.

ESCALA
ANALITICA COLUNA SEMI COLUNA

PREPARATIVA PREPARATIVA

Coluna Cis Gs Gs
Solvente MeOH/HO MeOH/HO MeOH/HO
Diametro 4,6 mm 10 mm 21 mm
Comprimento 250 mm 250 mm 250 mm
Tamanho departicula 5 um 5 um 5 um
Vazéao 1 mLmin? 4,73 mL.min! 9,00 mL.mint
Concentragao amostra 1 mg.mit 15 mg.ml?t 4253 mg.mlt
Volume de injegcéo 10 uL 47,3 L 2 mL

R & el QI G O O O & S Lg0  0Q0a 06 & &E @
0 G & &8 a0 OOl OEBIE OfF=.2 ———Fx— . -~
' %4 ‘ a0 0QNGRe & dE D

oni 94
Owt wa

WE a6 G WENOGQ ?

Figurals. Equacdes usadas para salcular as condi¢des de analise no processachde-up.
D se refere aaiametro e L se refere ao comprimento da coluna.

O gradiente de eluicdo foi ajustado, resultando na separacéo observdegural6.






























































































































































































































