
          
 
 
 
 
 

 
 
 
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 

INSTITUTO DE BIOLOGIA 

 

 

BEGOÑA GIMENEZ-CASSINA LOPEZ 

 

 

ANÁLISE QUIMICA DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DA 

PRÓPOLIS VERMELHA 

 

CHEMICAL ANALYSIS OF BIOACTIVE COMPOUNDS OF 

RED PROPOLIS 

 

 

 

 

 

 

 

CAMPINAS 
 

(2017) 



 

 

BEGOÑA GIMENEZ-CASSINA LOPEZ 

 

ANÁLISE QUIMICA DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DA 
PRÓPOLIS VERMELHA 

 

CHEMICAL ANALYSIS OF BIOACTIVE COMPONENTS 
OF RED PROPOLIS 

 

 

Tese apresentada ao Instituto de 
Biologia da Universidade Estadual de 
Campinas como parte dos requisitos 
exigidos para a obtenção do Título de 
Doutora em Ciências, na área de 
concentração em Fármacos, 
Medicamentos e Insumos para 
Saúde. 

 

Thesis presented to the Institute of 
Biology of the University of Campinas 
in partial fulfillment of the 
requirements for the degree of Doctor 
in Sciences, in the area of drugs, 
medicines and supplies for health. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Orientador: PROFA.DRA. ALEXANDRA CHRISTINE HELENA FRANKLAND SAWAYA 
 
Co-Orientador: PROF. DR. MARCOS NOGUEIRA EBERLIN 
 

 
 
 

CAMPINAS  
 

(2017) 

ESTE ARQUIVO DIGITAL CORRESPONDE À 

VERSÃO FINAL DA TESE DEFENDIDA PELA 

ALUNA BEGOÑA GIMENEZ CASSINA LOPEZ E 

ORIENTADA PELA PROFA. DRA. ALEXANDRA 

CHRISTINE HELENA FRANKLAND SAWAYA. 



 

 

 

 

 

  



 

 

Campinas, 24 de Abril de 2047. 
 

 
 
 
 
 

COMISSÃO EXAMINADORA 
 
 
 

 
 

Profa Dra. Alexandra Christine Helena Frankland Sawaya 
 

 

Prof. Dr. Paulo Cesar Pires Rosa 
 

 

Prof. Dr. Humberto Márcio Santos Milagre 
 

 

Profa. Dra. Rosana Maria Alberici Oliveira 
 

 

Profa. Dra. Elfriede Marianne Bacchi 
 
 
 
 
 
Os membros da Comissão Examinadora acima assinaram a Ata de Defesa, que 
se encontra no processo de vida acadêmica do aluno. 
 

 
 



 

 

AGRADECIMENTOS 

Agradeço a FAPESP (2013/20313-3) e a CAPES pelo apoio financeiro.  

Quero agradecer à Profa. Alexandra Sawaya pela sua confiança e apoio nestes anos e o seu bom 

humor sempre.  

Agradeço também ao Prof. Marcos Eberlin pela disposição sempre e por ter me acolhido e 

deixado aprender no seu laboratório Thomson.  

Os professores Dra. Svetlana Ignatova e Dr. Peter Hewitson, preciso agradecer imensamente 

pela sua ajuda, por me ensinarem e me aceitarem no seu laboratório na Universidade de Brunel 

com um trabalho muito intenso. A sua colaboração tem sido fundamental no meu trabalho.  

Ao Prof. Marcelo Lancellotti pela sua ajuda, pela sua confiança sempre e por deixar eu participar 

do seu laboratório, muito obrigada.  Também quero agradecer à Thais, por ter estado sempre 

ajudando.  

Agradeço ao LNBIO pela colaboração. Obrigada ao Mauricio Sforca e a Silvana Rocco por todo o 

tempo que dedicaram a me ajudar.  

Ao Anderson do laboratório de RMN da Unicamp pela ajuda e gentileza sempre.  

Agradeço à Profa. Cristina Marcucci por todos os conselhos, opiniões e pela sua disposição e 

confiança.  

Agradeço ao Prof. Paulo Rosa pela oportunidade e confiança para participar dos estágios 

docentes.  

Agradeço também a todos os apicultores que providenciaram amostras para realizar a tese, à 

Luciana Mendoça pelas amostras de própolis de Sergipe coletadas ao longo do ano, à o Edivaldo 

Pacheco da Edimel, e a cada uma das outras pessoas que providenciaram amostra de própolis.  

Agradeço ao Prof. Marco Aurelio Vinolo por ter aberto as portas do laboratório para usar o leitor 

de placas.  

Agradeço aos Prof. Vera Garcia pela ajuda com a coluna flash e Prof. Ronaldo Pilli pelo uso do 

HPLC preparativo. 

Finalmente, mas o mais importante, agradeço à minha família pelo apoio incondicional, fazendo 

sempre sentir eles perto mesmo longe, e à minha família brasileira pela acolhida desde que 

cheguei no Brasil.  

Agradeço a todos os companheiros do laboratório, principalmente ao João e a Dena pela 

amizade e por cada momento vivido nestes anos.  

 



 

 

RESUMO  

A própolis vermelha é um produto apícola resinoso típico dos estados do nordeste do 

Brasil. A composição da própolis varia bastante segundo a sua origem botânica e geográfica, e 

também segundo o tipo de abelha envolvida no processo de coleta.  A própolis vermelha de 

Alagoas possui indicação de origem geográfica, embora esta resina colorida também seja 

produzida em outras regiões do nordeste do Brasil, e possui promissoras atividades biológicas 

como antimicrobiana, antioxidante e citotóxica entre outras. Desta forma, foi realizado 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) e o scale-up do método, obtendo-se assim frações e compostos isolados. 

A purificação das frações foi feita por HPLC preparativa e a identificação foi feita por 

espectrometria de massas de alta resolução (QTOF). Por outro lado, como existem vários fatores 

que podem afetar a sua composição, é necessário que exista uma padronização da sua 

composição principalmente devido ao uso popular da própolis. Para tanto, foi desenvolvido e 

validado um método analítico para identificar e quantificar nove compostos presentes na 

própolis vermelha (formononetina, pinocembrina, liquiritigenina, isoliquiritigenina, daidzeina, 

biochanina A, C38H50O6, (3S)-7-o-metilvestitol e retusapurpurina A) sendo usados também os 

compostos isolados desta resina. A identificação e quantificação destas substâncias foi feita em 

vinte e uma amostras de própolis vermelha dos estados de Alagoas, Bahia, Paraiba e Sergipe, 

junto com duas amostras de Dalbergia ecastophyllym (a sua origem vegetal) de Paraiba e 

Brasilia, assim como dez amostras de Sergipe coletadas ao longo do ano, para verificar a 

variabilidade da composição da própolis vermelha. A atividade antioxidante e antimicrobiana 

dos compostos isolados foi avaliada, assim como a ação sinérgica destes compostos. Neste 

trabalho, foi possível desenvolver um método de isolamento por CCC e HPLC preparativo, foram 

isolados três compostos (C38H50O6, (3S)-7-o-metilvestitol e retusapurpurina A). Foi desenvolvido 



 

 
e validado um método analítico aplicado a amostras de própolis vermelhas de diferentes 

estados do nordeste do Brasil, sendo observada uma variabilidade da composição nas amostras 

da mesma região, assim como amostras de regiões diferentes. Também foi avaliada a 

variabilidade sazonal das amostras de Sergipe, sendo que o mês de março foi o que menor teor 

dos compostos avaliados apresentou. Finalmente, foi demostrado que todos os compostos 

testados são bioativos (formononetina, pinocembrina, liquiritigenina, isoliquiritigenina, 

daidzeina, biochanina A, C38H50O6, 7-o-metilvestitol e retusapurpurina A), e foi observada uma 

ação sinérgica deles na atividade antimicrobiana e antioxidante.  

 

Palavras chave: própolis vermelha, validação do método analítico, isolamento,  bioatividade, 

cromatografia contracorrente,  monitoramento seletivo de reações, espectrometria 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 process. Red 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 experimental design was assessed aiming to identify the potential bioactive 

compounds. Then, an isolation method was developed by counter current chromatography 

(CCC) followed by the scale-up of the method, reaching fractions and isolated compounds. The 

purification of the fractions was made by preparative HPLC and the identification was performed 

by high-resolution mass spectrometry (QTOF). There are many variables that influence the 

composition of red propolis and it is necessary to standardize the composition due to 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 A, 7-O-methylvesitol and C38H50O6) 

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 of Dalbergia ecastophyllym (the 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 well as the synergistic action of these compounds. In this work, it was possible to 

develop a method for isolation of bioactive compounds by CCC and preparative HPLC and it was 

possible to isolate three compounds (retusapurpurina A, 7-O-methylvesitol and C38H50O6). 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 samples from 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 (formononetin, pinocembrin, liquiritigenin, isoliquiritigenin, 

daidzein, biochanin A, retusapurpurin A, 7-O-methylvesitol and C38H50O6) and a synergic action 

was observed in the antimicrobial and antioxidant activities.  

Key words: red propolis, analytical method validation, isolation, bioactivity, counter current 

chromatography, selective reaction monitoring, mass spectrometry.
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Lista de abreviaturas 

AAPH - 2ΣнΩ-azobis (2-amidiopropano) diidroclorico 
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APCI ς Ionização química a pressão atmosférica; do inglês Atmospheric Pressure Chemical 
Ionization 

AUC - Área abaixo da curva; do ingês Area Under the Curve 

CCC ς Cromatografia contracorrente 

CID ς Dissociação induzida por colisão; do inglês Collision Induzed Dissociation 
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EI ς ionização por elétrons; do inglês electron ionization 

ESI ς Ionização por eletrospray; do inglês electrospray ionization. 

ET ς Transferência de elétron; do inglês electron transfer 

GC-MS ς Cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas; do inglês gas 
chromatography coupled to mass spectrometry 

HAT ς Transferência de um átomo de hidrogênio; do inglês hydrogen atom transfer 

HCA ς Análise hierárquica de agrupamentos; do inglês Hierarquical Cluster Analysis 

HPLC- Cromatografia líquida de alta eficiência; do inglês High Performance liquid 
chromatography 

IC50 ς Concentração inibitória 50 

Kd ς coeficiente de partição 

LD ς Limite de detecção 

LQ ς Limite de quantificação 

m/z ς Relação massa-carga 

MS ς Espectrometria de massas; do inglês mass spectrometry 

MS/MS ς Espectrometria de massas sequencial 

OPM - Orbitais por minuto 

ORACFL ς Capacidade de absorção do radical oxigênio (Oxygen Radical Absorbance Capacity)  

PCA ς Análise de componentes principais; do inglês principal componente analysis 



 

 
QTOF ς quadrupolo tempo de vôo ς do inglês quadrupole time of flight 

ROS ς Espécies reativas de oxigênio; do inglês reactive oxygen species 

TE ςTrolox equivalente 

Trolox - Ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico 

UHPLC ς Cromatografia líquida de ultra eficiência; do inglês ultra-high performance liquid 
chromatography. 
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Introdução  

 A própolis é um produto resinoso obtido de diferentes fontes naturais que tem um papel 

importante na defesa da comunidade das abelhas (Delaplane, 2010). A própolis é usada para 

cobrir as paredes internas da colmeia, fechar buracos e rachaduras e por tanto repara os favos 

de mel (Seeley e Morse, 1976; Bankova et al., 2000). A própolis também é usada para prevenir 

a invasão das formigas nas colmeias, e recobrir o corpo de invasores mortos para prevenir a 

putrefação (Gonnet, 1968). A temperatura, água e nutrientes encontrados na colmeia criam um 

ambiente propício para o crescimento de bactérias e fungos; uma camada de própolis reduz o 

crescimento destes micróbios nas paredes da colmeia, ajudando também a prevenir a entrada 

de vento e água (Simone-Finstrom e Spivak, 2010).  

Da mesma forma que o mel, a própolis é um produto apícola de grande valor econômico. 

É um produto importante para a indústria alimentaria, pois é considerado nutracêutico, possui 

atividades biológicas, e por tanto também tem interesse para a indústria farmacêutica (já é 

comercializado) e por tanto é um produto de interesse econômico para à apicultura.  Existem 

estudos que descrevem os distintos níveis de especialização das abelhas, para coletar alimentos 

e resinas e sobre a interação entre elas (Drezner-Levy et al., 2009). O comportamento das 

abelhas melíferas tem sido estudado para compreender melhor os processos relacionados com 

a produção de própolis e de mel (Ikeno e Ohtani, 2001) e também com o objetivo de aumentar 

a produção de própolis. Algumas colônias de Apis mellifera produzem mais própolis do que 

outras, baseadas na expressão genética, e são selecionadas com este objetivo (Manrique e 

Soares, 2002).  

A composição da própolis varia segundo a sua origem botânica e geográfica (Sawaya et 

al., 2004; Silva et al., 2008) e segundo o tipo de abelha envolvida no processo de coleta.  A cor 

da própolis, que varia segundo a origem, pode ser beige, amarela, verde, marrom ou vermelha 

(Salatino et al., 2005; Barth e Pinto Da Luz, 2009; Toreti et al., 2013). Nas regiões tropicais, a 

origem botânica de alguns tipos de própolis ainda está sendo pesquisada (Bankova et al., 2000) 

e no Brasil, diferentemente de outros países do mundo, o clima permite a coleção de resinas 

durante todo o ano (Inoue et al., 2007).   

A própolis vermelha tem sido encontrada em várias áreas: na costa nordeste do Brasil, 

incluindo os estados de Alagoas, Bahia, Paraíba, Sergipe e Pernambuco (Daugsch et al., 2008); e 

também em Cuba (Pinar Del Rio) (Piccinelli et al., 2011); México (Champoton) (Lotti et al., 2010); 
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e China (Izuta et al., 2009). A própolis vermelha brasileira é rica em compostos fenólicos, (Cabral 

et al., 2009; Righi et al., 2011) e em alguns casos afirmou-se que os isoflavonoides 

representavam mais de 60% do extrato (Silva et al., 2008). Na própolis vermelha cubana, os 

principais compostos encontrados variam segundo o estudo, sendo em alguns casos 

encontrados isoflavonoides e benzofenonas (Cuesta-Rubio et al., 2007), e em outros só os 

isoflavonoides (Fernandez et al., 2008). Já foi evidenciada a presença de benzofenonas 

poliisopreniladas na própolis vermelha brasileira (Piccinelli et al., 2011). 

Os estudos comparativos da composição química, assim como estudos palinológicos de 

amostras de própolis vermelha com possíveis fontes vegetais mostraram que uma das fontes de 

resinas para a própolis vermelha brasileira é a Dalbergia ecastophyllum (Daugsch et al., 2008; 

Barth e Pinto Da Luz, 2009). Isto foi confirmado por outros estudos que também mostraram que 

esta não é a única origem vegetal da própolis vermelha, pois um dos marcadores químicos (m/z 

601.3), não foi achado nessa espécie vegetal (López et al., 2014). Contudo, ainda não foi 

determinada a espécie vegetal responsável por este composto químico na própolis vermelha 

brasileira. Os relatos da composição química da própolis brasileira encontrados na literatura 

variam, indicando a possibilidade de haver mais de um tipo de própolis vermelha. Alguns 

estudos relatam um alto conteúdo em flavonoides, que têm uma relação direita com uma fonte 

vegetal (quando a resina vem de Dalbergia ecastophyllum da família Leguminosae), mas outras 

própolis como a cubana têm um elevado conteúdo de compostos fenólicos, como benzofenonas 

(Cuesta-Rubio et al., 2007), provavelmente indicando que essa própolis vem de uma planta que 

pertence à família Clusiaceae (Trusheva et al., 2006). 

Amostras de própolis vermelha, embora todas provenientes de regiões litorâneas do 

nordeste e norte do Brasil, possuem diferenças na composição química. Em agosto de 2012, a 

própolis vermelha de Alagoas, recebeu a menção de Indicação geográfica pelo Instituto Nacional 

de Propriedade Industrial (INPI), tornando-se desta forma a única própolis vermelha de origem 

certificada no Brasil (Sebrae, 2012), embora se tenha observado que a composição da própolis 

de João Pessoa, Paraíba apresente um perfil químico similar à de Alagoas (López et al., 2014).  

Contudo, é necessário realizar mais estudos sobre a sua composição química para estabelecer 

um ou vários padrões ideais de composição química. 

Alguns estudos indicam que podem existir distintos tipos de própolis vermelha (López 

et al., 2014). Amostras de própolis de cor vermelha provenientes de diferentes regiões do Brasil 

e Cuba foram caracterizadas por espectrometria de massas por infusão direta com ionização por 

eletrospray no modo negativo (ESI(-)-MS fingerprinting). Os dados dos espectros foram tratados 



- 22 - 

 
por análise quimiométrica multivariada de componentes principais (PCA). Esta análise 

quimiométrica, classificou as amostras com base nos íons detectados nas amostras (m/z) e na 

abundância dos íons detectados nos ESI(-)-MS fingerprints.  Desta forma, as amostras de 

própolis vermelha analisadas foram classificadas em dois grupos. O grupo A apresentou como 

íon marcador m/z 601,35 (C38H49O6) e inclui amostras dos estados de Alagoas e Paraíba; e o 

grupo B, inclui amostras de própolis vermelha de Sergipe, Cuba e que apresentam um perfil de 

composição semelhante ao das resinas provenientes de Dalbergia ecastophyllum (espécie 

vegetal que já foi identificada como uma das fontes de própolis vermelha). Os íons marcadores 

deste grupo são m/z 255,06 (C15H11O4, pinocembrina), 267,06 (C16H11O4, formononecina), 271,06 

(C15H11O5), 271,10 (C16H11O4), 283,06 (C16H11O5, biochanina A), e 301,07 (C16H13O6) (López et al., 

2014).   

O crescente interesse pela própolis vermelha encontra-se nas suas diversas atividades 

biológicas.  Este produto apícola possui atividade antibacteriana (Trusheva et al., 2006; Cabral 

et al., 2009; Oldoni et al., 2011; Righi et al., 2011; Bispo et al., 2012; Silva et al., 2013; Siqueira 

et al., 2014; Vasconcelos et al., 2014 ; Veloz et al., 2015), antioxidante, correlacionada com a 

prevenção e tratamento de condições patológicas como câncer, enfermidades 

neurodegenerativas, enfermidades coronárias e outras (Alencar et al., 2007; Cabral et al., 2009; 

Izuta et al., 2009; Oldoni et al., 2011; Righi et al., 2011; Hatano et al., 2012; Frozza et al., 2013; 

Nunes et al., 2013; Nascimento et al., 2016). A própolis vermelha também consegue inibir as 

enzimas xantina oxidase assim como acetilcolinesterase, relacionadas com enfermidades 

neurodegenerativas e com o acúmulo de ácido úrico (Baltas et al., 2016). Possui também 

atividade citotóxica (Alencar et al., 2007; Awale et al., 2008; Li et al., 2008; Nunes et al., 2009; 

Daleprane et al., 2012a; Daleprane et al., 2012b; Franchi et al., 2012; Iio et al., 2012; Kamiya et 

al., 2012; Frozza et al., 2013), antiparasitária (Ayres et al., 2007), antifúngica (Trusheva et al., 

2006; Siqueira et al., 2009; Lotti et al., 2011; Bezerra et al., 2015; Siqueira et al., 2015; Freires et 

al., 2016), anti-inflamatória (Ledón et al., 1996; Bueno-Silva et al., 2015; Cavendish et al., 2015), 

analgésica (Ledón et al., 1996; Cavendish et al., 2015), antipsoríase (Ledón et al., 1996), 

cicatrizante (Albuquerque-Júnior et al., 2009; Batista et al., 2012; Almeida et al., 2013; Barreto 

et al., 2013; Jacob et al., 2015), antiobesidade (Iio et al., 2010), hepatoprotetora (Rodriguez et 

al., 1997), renoprotetora e anti-hipertensiva (Teles et al., 2015).  Por causa destas diversas 

atividades, a própolis vermelha se tornou um produto de interesse não só para a indústria 

farmacêutica, mas também para a indústria alimentícia. A própolis vermelha é considerada 

como um produto nutracêutico e é usada como suplemento alimentar para diminuir a produção 

de metano em ruminantes (Morsy et al., 2015) ou em ovelhas para melhorar a produção de leite 
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e o conteúdo de gordura (Morsy et al., 2016) além de melhorar os parâmetros hematológicos 

das ovelhas (Morsy et al., 2013). As aplicações desta resina como conservante alimentar de 

banana prata (Passos et al., 2016) e de folhas de alface (Maia-Araújo et al., 2012) foram 

relatadas. Também incluem o uso como antimicrobiano coagulase-positivo em coalho de queijo 

e uso como antioxidante em manteiga (Costa et al., 2014).  

Para utilizar a própolis vermelha tanto como nutracêutico como para fins terapêuticos 

é necessário identificar os compostos químicos responsáveis por sua atividade, e fazer uma 

padronização e controle de sua composição. Para tanto é necessário realizar uma caraterização 

química dos compostos bioativos da própolis vermelha e avaliar a atividade antioxidante e 

antimicrobiana destes compostos. 

Objetivos 

Objetivo geral 

 Identificar e isolar substâncias bioativas da própolis vermelha com atividade 

antioxidante e antimicrobiana.  

Objetivos específicos 

- Isolar os constituintes da própolis vermelha relacionados com a sua atividade biológica 

por fracionamento bioguiado e com base em estudos anteriores. 

- Caracterizar quimicamente os compostos isolados. 

- Avaliar a variabilidade da composição da própolis vermelha. 

- Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante das substâncias isoladas da própolis 

vermelha para confirmar sua atividade biológica. 
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CAPITULO 1 

 

DESENHO EXERIMENTAL E  ISOLAMENTO POR 

CROMATOGRAFIA CONTRACORRENTE



- 25 - 

 
1. Introdução 

No processo de isolamento de compostos bioativos a partir de uma matriz complexa, 

como é a própolis vermelha, é importante realizar um desenho experimental para conseguir 

planejar melhor o processo. Os procedimentos de isolamento são demorados e também caros. 

Conhecer os alvos de isolamento é essencial para propor estratégias de trabalho.  

A cromatografia contracorrente (CCC) é uma técnica de separação que funciona como 

uma extração líquido-líquido e é utilizada no isolamento de diferentes tipos de substancias.  A 

CCC consiste num sistema de solventes com pelo menos dois solventes imiscíveis. Desta forma, 

um deles irá agir como fase estacionária (FE) e o outro como fase móvel (FM) (Huang et al., 

2016). O princípio da separação é hidrodinâmico. O sistema consta de uma coluna enrolada ao 

redor de duas bobinas que ficam girando com movimento planetário e a força centrifuga gerada, 

ajuda a reter um dos solventes dentro da coluna, enquanto o outro é bombeado através da 

coluna de forma continua (Ito, 2005).  O sistema de solventes pode ser escolhido de acordo com 

as características de polaridade do material que irá ser usado. Existem vários protocolos e 

propostas para guiar na escolha do sistema de solventes mais adequado (Friesen e Pauli, 2007; 

Skalicka-Wozniak e Garrard, 2015). É importante saber que alguns destes sistemas são mais 

estáveis do que outros (Foucault e Chevolot, 1998) o que afeta também na separação das 

ǎǳōǎǘŃƴŎƛŀǎΦ h ǎƛǎǘŜƳŀ ŘŜ ǎƻƭǾŜƴǘŜǎ Ƴŀƛǎ ŎƻƴƘŜŎƛŘƻ Ş ƻ ŎƘŀƳŀŘƻ άIŜa²ŀǘέ ŎƻƳǇƻǎǘƻ ǇƻǊ 

hexano:acetato de etila:metanol:água, onde o acetato de etila e o metanol agem como 

modificadores da polaridade do solvente orgânico e da água respectivamente (Friesen e Pauli, 

2007).  

A separação das substâncias é baseada na afinidade destas pelo sistema de solventes 

escolhido e é determinada pela diferença das KD, que é o coeficiente de partição entre as duas 

fases. Dependendo de qual dos solventes é escolhido como FE, o sistema pode operar em modo 

de fase normal ou de fase reversa (Huang et al., 2016). 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 substâncias nos solventes. A principal 

vantagem desta técnica é que não há perda de amostra, podendo ser recuperado todo o 

material, uma vez que ambas as fases são líquidas.  Também se evita a perda de eficiência de 

coluna que costuma ocorrer com o tempo de uso. Não há contaminação cruzada uma vez que 

há uma coluna nova (solventes novos) para cada análise. Estas características fazem que o 
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rendimento no processo de isolamento seja alto, e reprodutível, pois depende da afinidade das 

substâncias pelo sistema de solventes escolhido.   

Esta técnica tem sido usada com sucesso para o isolamento de muitas substâncias com 

potenciais atividades biológicas (Sutherland e Fisher, 2009; Yeh et al., 2012; Sutherland et al., 

2013) como enantiômeros (Schulte e Strube, 2001; Rubio et al., 2009), proteínas (Godawat et 

al., 2012), polifenóis (Gutzeit et al., 2007), antocianinas (Zhang et al., 2017) ou outras 

substâncias de origem natural (Skalicka-Wozniak e Garrard, 2015; Zhang et al., 2015) entre 

outros.  

De acordo com a literatura esta técnica já foi usada no isolamento de constituintes 

bioativos de própolis da Arábia Saudita (Jerz et al., 2014). Também foi usada no isolamento do 

nerolidol a partir do óleo essencial de Baccharis dracunculifolia, que é uma das fontes vegetais 

da própolis verde brasileira (Queiroga et al., 2014). Também foi empregada no isolamento de 

uma benzofenona prenilada a partir de Clusia fluminenses (Anholeti Da Silva et al., 2012). Como 

a própolis vermelha possui benzofenonas preniladas, esta técnica pode ser usada.  

Após o isolamento, a elucidação estrutural das substâncias pode ser feita por 

espectrometria de massas de alta resolução e por Ressonância Magnética Nuclear (RMN).  

Quando se trabalha com matrizes complexas ou com metabolômica de matrizes 

desconhecidas para se fazer análise qualitativa estrutural o mais adequado é usar um analisador 

de massas de alta resolução.   O QTOF é um analisador de alta resolução que consta de um 

quadrupolo e um TOF, onde os íons são acelerados com uma voltagem constante e mede-se o 

tempo que esses íons levam para percorrer uma distância (Glish e Vachet, 2003). Este analisador 

fornece exatidão de massa que  permite a correta identificação das substâncias analisadas com 

resolução de até 40 000,  permitindo comparar valores teóricos e valores reais de massa com 

erro inferior a 5 ppm (Andrews et al., 2011), além de permitir análises rápidas (no QTOF 6550 

da Agilent é de 50 espectros por segundo) e uma ampla faixa de massas para analisar (50-3200  

m/z com alta resolução).   

 Por outro lado, a RMN auxilia na determinação da estrutura química de compostos 

isolados.  O espectro de RMN de 1D pode ser de hidrogênio (1H) ou de carbono (13C). A 

interpretação se baseia no deslocamento químico (número e tipo de prótons na molécula), e 

acoplamentos do spin (indica as interações entre os diferentes prótons da molécula). Os 

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

determinar a estrutura química de um composto isolado, de forma precisa (Keeler, 2010). 

2. Material e métodos 

2.1. Material 

 As seguintes amostras de própolis vermelha brasileira do litoral do Nordeste do Brasil 

(Tabela 1) foram usadas neste capítulo. No processo de isolamento foram usadas as amostras 

de Alagoas e Paraíba (porque a própolis vermelha de Alagoas possui a Indicação de Origem 

Geográfica e também devido à existência de maior quantidade de material). As outras amostras 

foram usadas nas etapas de identificação de constituintes e desenho experimental. 

Tabela 1. Identificação das amostras de própolis vermelha 

Amostra Origem geográfica Amostra Origem geográfica 

A Sergipe M Alagoas 

B Sergipe N Espírito Santo 

C Sergipe O Bahia 

D Alagoas P Alagoas 

F Alagoas Q Santa Catarina 

J Paraíba R Bahia 

K Paraíba Dalb JP Dalbergia ecastophyllum Paraíba 

L Cuba Dalb BR Dalbergia ecastophyllum Brasilia 

  

2.2. Método de Extração / Filtração das amostras de própolis vermelha:  

 A extração foi feita segundo o método utilizado por Sawaya et al. (2004). Inicialmente 

as amostras foram moídas e depois extraídas mediante maceração durante sete dias em um 

frasco sob agitação com velocidade regulada a 100 opm e uma temperatura de 30ºC. Foram 

usados 10 mL de etanol absoluto por cada 3g de própolis bruta. Posteriormente, foi realizada 

uma filtração da parte insolúvel e os filtrados foram guardados no freezer a -16 ºC durante a 

noite. Para reduzir o conteúdo de cera dos extratos, foi realizada uma nova filtração usando a 

mesma temperatura. Finalmente, o solvente foi evaporado em rotaevaporador a uma 

temperatura de 40 ºC  e 140 rpm para se obter os extratos secos da própolis (Sawaya et al., 

2004). 
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2.3. Análise por espectrometria de massas de alta resolução ESI-QTOF-MS 

(QTOF) 

A identificação dos componentes nas frações obtidas por CCC assim como das 

substâncias isoladas foi feita por meio de um sistema UHPLC-MS Agilent 6550 iFunnel QTOF, 

com fonte de ionização Dual-AJS-ESI (Dual Agilent Jet Stream-ESI). As análises foram feitas no 

modo positivo e negativo realizando-se a infusão direta nas seguintes condições:  temperatura 

do gás de secagem 290 °C; fluxo do gás de secagem de 11 L/min; temperatura do gás de bainha 

de 350 °C, fluxo do gás de bainha de 10 L/min; pressão de nebulização de 35 psi; Voltagem do 

capilar (Vcap) 3000 V; voltagem de fragmentor 100 V; OCT 1 RF Vpp 750 V; e energia de colisão 

de 30 V. O volume de injeção foi 4 µL e a vazão 0,100 mL.min-1 usando água com 0,1% ácido 

fórmico e metanol.   

2.4. Análise por espectrometria de massas com ionização por eletrospray e 

cromatografia líquida de ultra-alta eficiência (UHPLC-ESI-MS). 

 O acompanhamento do processo de isolamento e a pureza das frações de própolis 

(1mg.mL-1) foi feito em um sistema UPLC Acquity acoplado com um espectrômetro de massas 

TQD Acquity (Micromass-Waters Manchester, England), com fonte de ESI, usando uma coluna 

C18 BEH Waters Acquity (2.1mm x 50 mm x 1.7 µm tamanho de partícula).  O gradiente usado 

foi: 40% de metanol até 100% em 9 minutos, 100% desde 9,01 até 11 minutos e finalmente 

voltando à situação inicial em 13 minutos. Usou-se a detecção no modo negativo e positivo nas 

seguintes condições: Voltagem do capilar 3,00 kV, Cone 30,00 V, temperatura da fonte 150°C, 

temperatura de dessolvatação 350°C. As massas analisadas estavam na faixa de 100 a 800 m/z.  

2.5. Cromatografia contracorrente (CCC) 

2.5.1. CCC Analítica 

As análises de CCC na escala analítica foram realizadas num sistema CCC Mini com um 

tubo de teflon de 0,8 mm de diâmetro e uma bobina de 17,4 mL. A velocidade de rotação foi de 

2100 rpm, e o fluxo foi de 1 mL.min-1. O sistema consta de uma bomba (Gislson 307) e um 

detector PDA (1100 Hewlett Packard). Foi usado um loop de 0,43 mm e a temperatura da análise 

foi de 25ºC.  
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2.5.2. CCC Midi 

O isolamento de uma das substâncias assim como a obtenção de frações semi-

purificadas foi realizado por CCC, num sistema DE-Midi (Dynamic Extractions - Slough, UK) com 

duas bobinas 2 x 450 mL, com um tubo de diâmetro 1,6mm e comprimento de 7265,12 cm. A 

velocidade de rotação foi de 1250-1280 rpm. O sistema estava conectado a um refrigerador 

externo que permitiu manter a temperatura em 25ºC. Foi empregada uma bomba preparativa 

Řŀ !ƎƛƭŜƴǘ Ŝ ǊŜŀƭƛȊŀŘƻ ƻ ōƻƳōŜŀƳŜƴǘƻ άtail to headέΣ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀndo que foi operado em modo 

fase normal, usando o sistema de solventes hexano : metanol : água (5:4:1), sendo que a fase 

estacionária (aquosa) foi a composta por metanol : água e a fase móvel (orgânica) hexano : 

metanol. Após a injeção da amostra (usando uma vazão de 40 mL.min-1, esta foi diminuída para 

1 mL.min-1 durante 10 minutos, permitindo a interação da amostra com os solventes e 

melhorando assim a perda de fase estacionária. Em seguida, retornou-se a vazão para 40 

mL.min-1 durante 25 minutos, momento no qual a fase móvel foi mudada para o sistema de 

solventes formado por hexano:acetato de etila:metanol:àgua (1:1:1:1) porém usando-se apenas 

a fase orgânica  upper phase como fase móvel durante mais 35 minutos. Foi usado um detector 

PDA monitorando-se os comprimentos de onda 210, 254, 280, 390 nm. As frações foram 

coletadas num coletor de frações (Gilson, modelo 202), 1 min/tubo a partir da subida de vazão 

para 40 mL.min-1 (Figura 1).  

 

Figura 1.Frações obtidas por CCC Midi 
 

 

2.6. Cromatografia preparativa  

A purificação das frações isoladas por CCC foi feita no HPLC preparativo Prominence da 

Shimadzu, com bombas LC-20 AT e LC-6AD, detector UV (SPD-20A), auto injetor (SIL-20A) e 

coletor de frações Gilson (FC 203 B).  Foi usada uma coluna preparativa (250 x 30 mm i.d., 5 µm 

tamanho de partícula). As análises foram realizadas usando o software LC solutions da Shimadzu. 
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O método analítico usado em UHPLC foi transposto para a cromatografia preparativa, 

com a finalidade de purificar as frações obtidas por CCC. Para calcular o fator de transposição 

entre a coluna analítica (scale-up) e outras colunas maiores, foi utilizada uma equação baseada 

na comparação das áreas secionais das colunas (Majors, 2004). Fator = ̄  r2 coluna maior / ̄  r2 

coluna analítica.    

Após adaptar-se o método para a coluna preparativa, a quantidade máxima de amostra 

aplicada por corrida foi determinada experimentalmente (injeção de 2 mL de amostra na 

concentração variável dependendo da composição da fração 40-150 mg.mL-1). O gradiente 

usado no isolamento de cada composto variou de acordo com a polaridade do mesmo, sendo 

usadas as condições apresentadas na Figura 2. A amostra foi injetada inicialmente na coluna 

preparativa e as frações coletadas a cada minuto em um coletor de frações. Estas frações foram 

analisadas a seguir por UHPLC-MS para verificar quais frações continham os mesmos compostos 

e pudessem ser agrupadas.  

 

Figura 2. Gradientes de eluição utilizados no isolamento por HPLC preparativa dos 
compostos (3S)-7-o-metilvestitol, retusapurpurina A e C38H50O6. 

 

2.7. Análise estatística dos dados 

Foi feita uma análise exploratória dos dados, por meio de uma análise hierárquica de 

agrupamentos (HCA) junto com uma análise de correlação de Pearson (P < 0,05) obtendo-se 

assim o HCA-Heat Map através do software MeV.  

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 5 10 15 20 25

P
o

rc
e

tn
ta

g
e

m
 d

e
 m

e
ta

n
o

l

Tempo (minutos)

Gradientes - isolamento por HPLC preparativa

(3S)-7-o-methylvestitol retusapurpurin A C38H50O6



- 31 - 

 
2.8. Secagem e estocagem  

A secagem dos compostos isolados foi realizada num equipamento Speedvac, a 40ºC e 

posteriormente foram estocados em frascos de vidro com tampa e batoque a temperatura de 

4ºC.  

2.9. Análise de ressonância magnética nuclear (RMN) 

Após confirmação do isolamento das substâncias da própolis vermelha, estas foram 

diluídas em CDCl3 e utilizou-se tetrametilsilano (TMS) como referência, baseando-se nos 

métodos usados na literatura para própolis vermelha (Cuesta-Rubio et al., 2007; Oldoni et al., 

2011; Piccinelli et al., 2011), para adquirir os seus espectros de ressonância magnética de 

hidrogênio (1H-RMN). Também foram realizados os experimentos 2D de HSQC, HMBC, COSY e 

NOESY. As análises foram realizadas num equipamento Agilent de 500 MHz usando-se o 

software Spinworks na análise dos dados. As análises foram realizadas no laboratório de 

ressonância magnética do LNBio. 

3. Resultados e discussão 

Os resultados preliminares obtidos serão apresentados neste item de acordo com o 

fluxograma da Figura 3.  

 

Figura 3. Fluxograma de trabalho utilizado 
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3.1. Determinação dos compostos de interesse e das amostras usadas para 

isolamento por HCA-Heat Map 

A própolis vermelha é uma matriz natural complexa. Com o intuito de se aperfeiçoar o 

processo de isolamento das substâncias ou frações de própolis vermelha, foi feita uma análise 

estatística de desenho experimental. Desta forma, foi feita uma análise exploratória dos dados, 

por meio de uma análise hierárquica de agrupamentos (HCA) junto com uma análise de 

correlação de Pearson (P < 0,05) obtendo-se assim o HCA-Heat Map. 

Dados obtidos em estudos prévios durante o mestrado, foram usados para realizar a análise 

exploratória dos dados (Lopez et al., 2015). Os dados das áreas dos picos obtidos nos 

cromatogramas realizados por UHPLC-MS junto com os dados de atividade de cada extrato 

etanólico de própolis de diferentes regiões foram previamente auto escalados e usados para as 

análises. Desta forma, o HCA agrupou cada atividade com alguns íons, indicando quais íons 

poderiam ser responsáveis teoricamente por essa atividade. Com os testes de correlação de 

Pearson, pode-se observar quais amostras são mais correlacionadas com esses íons de interesse 

para assim poder isolar as substâncias a partir da amostra que possui maior quantidade dos 

mesmos.  

 

Figura 4. HCA-Heat Map das substâncias presentes na própolis vermelha e atividade 
antioxidante avaliada pelos ensaios DPPH e ORAC. Correlações positivas em vermelho e 

negativas em azul. 
 

Como pode ser observado na Figura 4, os íons teoricamente correlacionados com a 

atividade antioxidante avaliada pelos ensaios DPPH e ORAC (que possuem mecanismos de 

reação diferentes) aparecem agrupados junto com o DPHH e ORAC no dendograma superior. 

Por outro lado, o Heat Map apresenta as correlações de Pearson (P<0,05) positivas em cor 
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vermelha e as negativas em cor azul. Pode ser observado, portanto, quais amostras possuem 

maior quantidade de um íon, pela correlação positiva, e assim pode ser determinado de quais 

amostras seriam isolados esses íons.  

Desta forma, as amostras D e J, procedentes dos estados de Alagoas e Paraíba se 

apresentaram como as mais indicadas para isolar os compostos teoricamente correlacionados 

com a atividade antioxidante avaliada pelo método do DPPH. Já 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 substâncias também estão presentes 

na própolis vermelha de Alagoas e Paraíba.  

O mesmo raciocínio pode ser aplicado nos HCA-Heat Map dos resultados frente as 

bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (Figura 5, Figura 6 

e Figura 7).  

 

Figura 5. HCA-Heat Map das substâncias presentes na própolis vermelha e atividade 
antimicrobiana frente a Escherichia coli ATCC 1079. Correlações positivas em vermelho e 

negativas em azul. 
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Figura 6. HCA-Heat Map das substâncias presentes na própolis vermelha e atividade 
antimicrobiana frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Correlações positivas em 

vermelho e negativas em azul. 

 

Figura 7. HCA-Heat Map das substâncias presentes na própolis vermelha e atividade 
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus ATCC 14458. Correlações positivas em 

vermelho e negativas em azul. 

 

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

a atividade antioxidante podem ser isolados a partir das amostras J e D, procedentes de Paraíba 

e Alagoas respetivamente, pois são as que possuem maior quantidade das substâncias 

agrupadas pelo HCA junto com as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e 

Staphylococcus aureus. 
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O HCA-Heat Map é uma abordagem que permite obter informações sobre as amostras e as 

variáveis analisadas e observar a correlação entre ambas.  O HCA agrupa as amostras de acordo 

com a sua similaridade, e neste caso, também agrupa as variáveis de acordo com a sua 

similaridade. O teste de Pearson permite ver a correlação entre amostra e variável (Mcgregor et 

al., 2012). Desta forma é útil em análises de metabolômica e permite, portanto, ajudar no 

desenho experimental quando se trabalha com produtos naturais, identificando de forma rápida 

os principais componentes de interesse assim como as amostras que seriam idôneas para isolar 

cada um deles, evitando-se assim tentar isolar compostos de amostras que possuem pouca 

quantidade deste composto e escolhendo os que estão correlacionados com as atividades 

antioxidante e antimicrobiana. Por tanto, estes resultados podem otimizar os tempos e material 

de análise, embora seja uma técnica pouco utilizada com este fim.  

Os resultados anteriores mostram que tanto para atividade antioxidante quanto para 

atividade antimicrobiana, as amostras D e J foram as que apresentaram o maior teor de 

constituintes que teoricamente possuem atividade biológica. Por tanto, levando-se em 

consideração estas correlações teóricas, a própolis vermelha de Alagoas e Paraíba são as que 

apresentam maior quantidade destes constituintes, e apresentam-se apropriadas para dar 

continuidade nos processos de isolamento das substâncias bioativas. Devido à necessidade de 

grande quantidade de material bruto para realizar o isolamento, foi escolhida a própolis 

vermelha de Alagoas para realizar o processo de isolamento.  

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

cromatografia contracorrente 

O processo de obtenção de frações e isolamento de substâncias foi feito de acordo 

com o organograma da Figura 8.  
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Figura 8. Fluxograma de isolamento de compostos 

 

Para se poder realizar o isolamento de substâncias e frações por CCC, foi necessário 

realizar alguns testes preliminares com o intuito de escolher as melhores condições de análise. 

Inicialmente, foram testados vários sistemas de solventes (Garrard, 2005) (Tabela 2) e o KD foi 

calculado. A escolha do sistema de solventes baseia-se na partição da substância em ambas as 

fases, e o KD ótimo é entre 0,5-2 (Marston e Hostettmann, 2006).  

Tabela 2. Sistemas de solventes testados para a própolis vermelha expressado como ratio 
em cada coluna. 

SOLVENTES a b c d e f g h i j k 

Hexano 7 4 6 9 19 5 8 1 1 1 1 

Acetato de etila 3 1 1 1 1 0 0 0 4 2 1 

Metanol 7 4 6 9 19 4 2 0 1 1 1 

Água 3 1 1 1 1 1 0 0 4 2 1 

Acetonitrila 0 0 0 0 0 0 5 1 0 0 0 

 

Para conhecer o KD, depois de preparar o sistema de solventes a testar com a amostra 

diluída no mesmo, ambas as fases se separam, sendo conhecidas como upper phase e lower 

phase e a sua composição é analisada por HPLC (Figura 9). Todos os picos no cromatograma são 

integrados, e é feita a comparação das áreas dos picos em ambas as fases de cada sistema. Desta 

forma, se calcula o KD que permite a escolha do sistema de solventes mais adequado. 
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Após testar vários sistemas de solventes, foi escolhido o formado por hexano : metanol 

: água (5:4:1) sendo o que apresentou melhores valores de KD para várias das substâncias 

presentes na própolis vermelha. Este sistema de solventes já foi usado no isolamento do 

nerodiol a partir do óleo essencial de Baccharis dracunculifolia (Queiroga et al., 2014), uma das 

fontes vegetais da própolis verde brasileira.  Depois, foi feita a CCC na escala analítica usando 

este sistema de solventes, sendo que a fase estacionária foi formada pela fase aquosa do sistema 

e a fase móvel foi a formada pela fase orgânica. As frações foram coletadas com um coletor de 

frações, e posteriormente analisadas por HPLC, para verificar a composição das mesmas. Após 

vários testes, foi determinado que alternando-se a fase móvel na metade da corrida 

cromatográfica para a upper phase do sistema composto por hexano : acetato de etila : metanol 

: água (1:1:1:1) melhores resultados foram obtidos no final da análise por CCC. Foi demonstrado 

que esta estratégia de mudar a fase móvel na metade da análise, que funcionou e foi eficaz no 

isolamento de compostos quirais (Rubio et al., 2009). 

 Uma vez que estas condições foram estabelecidas foi feito o scale-up do método para 

um equipamento de CCC Midi. Alguns parâmetros foram ajustados para melhorar a separação 

das substâncias (Tabela 3).  

 

 

 

 

 

 

a b

Figura 9. a) sistema de solventes composto por hexano:metanol:agua (5:4:1). b) 
lower phase (vermelha) e upper phase (amarelo claro) do sistema da Figura 2a 
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Tabela 3. Condições das análises de CCC Midi. 

Análise 

MIDI 

Amostra 

diluída em 

Volume de 

amostra 

injetado (mL) 

Concentração 

(mg.mL-1) 

Fluxo 

(mL.min-1) 

Houve 

mudança de 

FM no 

minuto 35? 

Modificação pos-

injeção com 

diminuição do fluxo 

para 1mL.min-1? 

1 Lower phase 20 100  50  NÃO NÃO 

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 Figura 10 pode ser observado como o ajuste dos parâmetros afetou a separação. 

Verificou-se que na primeira análise, onde o fluxo foi de 50 mL.min-1, houve uma pior separação 

dos constituintes da amostra sobretudo no final da análise. Posteriormente a amostra foi diluída 

em metanol em vez de ser diluída na fase estacionária (contendo também água), foi feita a 

mudança de upper phase para o sistema contendo hexano:acetato de etila:metanol:água, 

conseguindo-se uma melhor separação.  
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Figura 10. Cromatogramas de CCC, das diferentes condições empregadas para o ajuste dos 

parâmetros em CCC Midi. 
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Por outro lado, após o scale up, com volumes maiores de solvente, foi observada uma 

perda maior de fase estacionária na análise. De acordo com a literatura, uma das formas de 

diminuir a perda de fase estacionária, melhorar a sua retenção na coluna e melhorar a interação 

da amostra com o sistema de solventes, consiste em reduzir a vazão (até apenas 1 mL.min-1) 

logo após a injeção da amostra, e depois de um tempo aumentar a vazão e coletar as frações 

(Peng, A. et al., 2016). A quantidade de perda de fase estacionária foi acompanhada ao longo 

das análises (Figura 11), medindo-se o volume de fase estacionária perdido em cada fração 

coletada ao longo da análise.  

 

Figura 11. Retenção de fase estacionária na coluna com o ajuste das condições da CCC. 
 

Como pode ser observado na Figura 11, quando não há modificações pós-injeção, e a 

vazão é maior (de acordo com as condições especificadas na Tabela 3 para cada análise 

apresentada na Figura 11), há uma perda maior de fase estacionária, sendo que a retenção da 

mesma dentro da coluna é ao redor de 45%. Após as modificações na vazão durante todo o 

processo de separação,  e as modificações pós-injeção, foi possível observar uma maior retenção 

de fase estacionária dentro da coluna. Posteriores modificações na quantidade de amostra 

injetada, permitem obter resultados reprodutíveis aproveitando ao máximo os benefícios da 

técnica de separação por CCC.  
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3.3. Caraterização das substâncias e frações isoladas 

Cada fração coletada por CCC foi analisada por HPLC. Foi calculada a pureza de cada  

uma delas, sendo cada pico integrado e as frações agrupadas pelo seu grau de pureza e 

semelhança na composição.  Finalmente, foram feitas análises por UHPLC-MS empregando-se 

um equipamento de alta resolução (QTOF) para identificar as substâncias presentes em cada 

fração. 

Foi isolada uma substância com m/z 601.3516, purificada por HPLC preparativo 

utilizando-se metanol 100% em condições isocráticas apenas para eliminar algumas impurezas, 

pois a pureza de pico obtida por CCC foi superior a 96%. Trata-se de uma substância de cor 

amarela, presente em quase todas as amostras de própolis vermelha.  

Foi obtida também quantidade de uma fração vermelha, purificada por HPLC 

preparativo, sendo possível isolar uma substância de m/z 285.1141. Um dos pigmentos 

presentes na própolis vermelha, m/z 523.2852, foi isolado no processo de extrusão da coluna 

por CCC, com uma pureza de 88% sendo purificado posteriormente por HPLC preparativa (Figura 

12).  

A fórmula molecular dos compostos foi calculada considerando-se um erro de massa inferior 

a 5ppm, assim como dos fragmentos usados na validação e identificação posterior dos mesmos 

por monitoramento seletivo de reações (SRM) (Tabela 4). O padrão isotópico foi avaliado para 

cada um dos íons, e foi considerado um índice de similaridade (score) superior a 90% para 

determinar cada fórmula molecular. Desta forma, coincidindo os padrões isotópicos reais e 

teóricos para cada fórmula molecular determinada, pode se ter certeza que a identificação foi 

feita corretamente. 

Tabela 4. Fórmula molecular e erro de massa calculados para cada íon Precursor e 
fragmento. 

Formula m/z prático m/z teórico*  Erro (ppm) 

C17H18O4 285,1139 285,1132 Precursor -2.85 

    [C7H7O2]- 123,0453 123,0446 Fragmento -1.19 

    [C9H9O2]- 149,0611 149,0603 Fragmento -2.23 

C38H50O6 601,3522 601,3535 Precursor 1.78 

    [C6H5O2]- 109,0296 109,0290 Fragmento -0.82 

C32H26O7 523,2852 523,1727 Precursor 4.07 

    [C24H17O5]+ 385,0912 385,1037 Fragmento 5,57 

* Valores de m/z teóricos calculados com a calculadora de distribuição isotópica do 

Masshunter. 
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Figura 12. Espectros de fragmentação MS/MS das substâncias isoladas por CCC. a) ESI-(-)-
MS/MS do íon m/z 285.1141; b) ESI-(-)-MS/MS do íon m/z 601.3516; c) ESI-(+)-MS/MS do íon 

m/z 523.2852.  
 

De acordo com dados da literatura, uma substância com uma fórmula molecular 

C32H26O7 foi identificada por RMN e ESI-(+)-MS/MS (Piccinelli et al., 2011). De acordo com essa  

elucidação estrutural foi observada que essa substância é igual à isolada neste estudo. A 

comparação dos dados obtidos por espectrometria de massa sequencial num analisador de alta 

resolução (QTOF) com os da literatura permitiram identificar o composto como retusapurpurina 

A ( Figura 13). A diferença entre o retusapurpurina A e B é um fragmento de m/z 493 que se 

a 

b 

c 
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encontra presente apenas na retusapurpurina A (Piccinelli et al., 2011), o que coincide com os 

dados obtidos (Figura 12c).  

 

 Figura 13. Estrutura da retusapurpurina A 

Quanto à substância isolada C38H50O6, existem três compostos com essa fórmula 

molecular descritos na própolis vermelha: o chantoquimol, gutiferona E e a oblongofolina. A 

oblongofolina, possui um ion fragmento m/z  399 (M+H)+ e o tempo de eluição desta substância 

parece ser posterior ao tempo de eluição da gutiferona E e do chantoquimol (Fasolo et al., 2016). 

A nomenclatura de algumas benzofenonas muda de acordo com a literatura, dando a entender 

que o isochantoquimol se refere à gutiferona E (Kumar et al., 2013) pois as estruturas químicas 

de ambos os compostos são iguais. Por outro lado, alguns estudos descrevem o chantoquimol e 

a gutiferona E como uma mistura inseparável (Trusheva et al., 2006). Até o momento não foi 

possível, definir se o composto isolado corresponde a alguma destas estruturas. 

Foi feita a análise de RMN, para identificar a substância C17H18O0 como (3S)-7-o-

metilvestitol (Figura 14). Foram adquiridos espectros de H-RMN, HSQC, HMBC, COSY e NOESY 

que permitiram fazer a elucidação estrutural do composto (Tabela 5).  

 

Figura 14. Estrutura do C17H18O4. (3S)-7-o-metilvestitol. 

Todos os dados espectroscópicos estão de acordo com os dados descritos na literatura (Piccinelli 

et al., 2005) (ANEXO II). 
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Tabela 5. Dados 1H-RMN, HSQC, HMBC, COSY e NOESY para C17H18O4, de acordo com a estrutura descrita na figura 13. 

Hidrogênio Hɻ em ppm (multiplicidade 
e constante de 

acoplamento nJ em Hz) 

13C correlacionado (ppm) 1H correlações 

HSQC HMBC COSY NOESY 

н  h 4,05 (t; 10) 69,87 (t) C-3, C-4 H-нʲΣ I-3 H-нʲΣ I-3, H-пʲΣ I-5 
н  ̡ 4,35 (ddd; 10,46, 3,61, 1,98) 69,87 (t) C-3, C-4 H-нʰΣ I-3 H-нʰΣ I-3 
3 3,51 (m) 31,75 (d)  H-нʰΣ I-нʲΣ I-п  h H-пʲΣ I-пʰΣ I-нʰΣ I-5, H-н ̡
п  h 2,99 (dd; 5,38, 1,91) 30,39 (t) C-8a, C-5, C-3, C-2, C-4a H-3, H-нʰΣ I-нʲΣ I-п ̡ H-3, H-6´, H-нʰΣ I-5 
п  ̡ 2,92 (dd; 10,55, 0,98) 30,39 (t) C-8a, C-5, C-3, C-2, C-4a, C-1  ́ H-3, H-нʰΣ I-нʲΣ I-п  h H-3, H-6´, H-нʰΣ I-5 
4a  114,44 (s; C-4a)    
5 7,01 (d; 8,61) 128,20 (d) C-7, C-8a, C-4 H-6, H-8 H-6, H-нʰΣ I-пʰΣ I-пʲΣ I-3 
6 6,48 (d sobreposto; 8,61) 107,11 (d) C-4a, C-5, C-7, C-8 H-5 H-5 
7  159,19 (s)    
8 6,42 (d; 2,58) 101,38 (d) C-7, C-8a, C-4a, C-6 H-6  
8a  155,35 (s, C-8a)    
1  ́  119,09 (s; C-1´)    
2  ́  155,14 (s, C-2´)    
3  ́ 6,36 (d; 2,80) 102,17 (d) C-2´, C-4´, C-5´, C-1  ́ H-5  ́  
4  ́  158,95 (s; C-4´)    
5  ́ 6,48 (d sobreposto; 8,61) 106,08 (d) C-4´, C-1´, C-3  ́ H-3´, H-6  ́ H-6  ́
6  ́ 6,98 (d; 8,36) 130,14 (d) C-4´, C-2´, C-4 H-5  ́ H-5  ́

-OCH3 (7a) 3,77 (s) 55.32 (q) C-7   
-OCH3 (4´a) 3,77 (s) 55.32 (q) C-4  ́   

OH 5,04 (s)     

s= singleto; m=multipleto; d= dubleto; dd= duplo dubleto; ddd= duplo dubleto de dubletos; t= tripleto; q= quadrupleto. Deslocamento químico em ppm; 

Constante de acoplamento (nJ) em Hz. Multiplicidades dos carbonos foram definidas pelo DEPT. 
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3.4. HPLC preparativo scale up 

Partindo-se de uma coluna em fase reversa C-му ŘŜ ¦It[/ Ŧƻƛ ŦŜƛǘƻ ƻ ǇǊƻŎŜǎǎƻ ŘŜ άscale-

upέ ǇŀǊŀ ǳƳŀ Ŏƻƭǳƴŀ ŘŜ It[/ ǇǊŜǇŀǊŀǘƛǾŀ (Majors, 2004). Foram calculados a vazão e o volume 

de injeção (Figura 15), e partindo-se de uma concentração de 1 mg.mL-1 na coluna C18 analítica, 

e depois uma concentração de 15 mg.mL-1 na coluna semi-preparativa, aumentando-se a 

concentração da amostra injetada aos poucos até atingir uma concentração de 30 mg.mL-1, 

considerando-se que a concentração máxima que pode ser injetada nesta coluna é até 50 

mg.mL-1 Tabela 6.   

Tabela 6. Condições de análise para cada tipo de coluna no processo de scale-up. 

    

ESCALA 
ANALÍTICA 

 

  
COLUNA SEMI 
PREPARATIVA 

  
COLUNA 

PREPARATIVA 

    

  

  

  

  

 

  

Coluna  C18  C18  C18 

Solvente  MeOH/H2O  MeOH/H2O  MeOH/H2O 

Diâmetro   4,6 mm   10 mm   21 mm 

Comprimento   250 mm   250 mm   250 mm 

Tamanho de partícula   5 µm   5 µm   5 µm 

Vazão   1 mL.min-1   4,73 mL.min-1   9,00 mL.min-1 

Concentração amostra   1 mg.mL-1   15 mg.mL-1   42,53 mg.mL-1 

Volume de injeção   10 µL   47,3 µL   2 mL 

 

 

O gradiente de eluição foi ajustado, resultando na separação observada na Figura 16. 
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Figura 15. Equações usadas para se calcular as condições de análise no processo de scale-up. 
D se refere ao diâmetro e L se refere ao comprimento da coluna. 




















































































































































