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RESUMO

O objetivo deste trabalho € contribuir para o estabelecimento de rotinas que facilitem o controle de qualidade de prépolis, incluindo a
identificacao de sua(s) fonte(s) botanica(s). Para tanto, traz anélises preconizadas pelo Ministério da Agricultura (exame organoléptico,
perda por dessecacao a 105°C, teores de cinza e de cera, residuo insolavel em metanol, residuo seco e teores de flavonoéides e
fendis totais) e analises cromatograficas (CLAE) comparativas entre propolis e sua suposta fonte vegetal. Os resultados permitiram
observar que, excetuando-se perda por dessecacao a 105°C, todos os demais parametros estiveram dentro dos limites estabelecidos
pelo Ministério da Agricultura, e a prépolis estudada provavelmente foi elaborada a partir da espécie Baccharis dracunculifolia DC,
proveniente da Serra do Japi-SP/Brasil. Foram identificados os acidos clorogénico, cafeico, para-cumarico, ferulico, trans-cinamico
e artepillin C (4cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico) e os flavonéides isossacuranetina e canferida, em ambos, prépolis e planta.
Palavras-chave: propolis, fenéis, flavonoides, alecrim-do-campo, Baccharis, vassourinha.

SUMMARY

PROPOLIS ANALYSIS. The goal of this work is to contribute in establishing routines for the quality control of propolis, including the
identification of its botanical source(s). For this reason, we present an analysis in accordance with the Brazilian Agricultural Ministry
recommendations (organoleptic evaluation, loss on drying at 105°C, determinations of extractable and non-extractable matter and
determinations of ash, wax, flavonoids and total phenolic contents) and comparative chromatographic analysis (HPLC) between
propolis and its expected vegetal source. With the exception of the “drying loss test at 105°C”, all the parameters were within the limits
established by the Ministry of Agricultural to guarantee the identity and quality of propolis. Our results suggested that the species
Baccharis dracunculifolia DC, was the vegetable source of the propolis from Serra do Japi (Sao Paulo State)/Brazil. Identification
of the acids artepillin C, para-coumaric, ferulic, chlorogenic, caffeic and trans-cinnamic and of the flavonoids kaempferide and

isosakuranetin in propolis and plant was possible.

Keywords: propolis, phenolics, flavonoids, alecrim-do-campo, Baccharis, vassourinha.

1 - INTRODUCAO

Prépolis ¢ uma denominacao genérica utilizada para
descrever uma mistura complexa de substancias resinosas,
gomosas e balsamicas colhidas por abelhas meliferas de
brotos, flores e exsudatos de plantas, as quais as abelhas
acrescentam secrecoes salivares, cera e polen para a ela-
boragao do produto final [15]. Seu emprego na vida da
colonia esta relacionado com suas propriedades mecanicas,
sendo utilizada na construcao e adaptacao da colméia, e
antimicrobianas, garantindo um ambiente asséptico [24].

Os primeiros registros da utilizacao da proépolis pelo
homem remontam ao Egito antigo e a Mesopotamia [16,
44, 52]. Desde a década de 1980, este produto vem sen-
do largamente utilizado em suplementos alimentares e
beberagens, como preventivo de enfermidades [12] e em
aplicacoes tépicas [6, 19, 27, 35]. Paralelamente, nota-se
um incremento de estudos a partir deste produto, desta-
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cando-se aqueles levados a cabo com proépolis da Regiao
Sudeste do Brasil [38], o mais bem cotado no mercado
internacional, com valores que variam entre USS 80 e 100
o kg do produto in natura.

Estudos apontam que este produto (ou seus deriva-
dos) apresenta toxicidade contra células cancerigenas e as
atividades antioxidante, antiinflamatéria, hepatoprotetora,
imunoestimulante e antibiética [10, 11, 14, 21, 29, 54, 56].
Sua composicao quimica € variada, sendo que ja foram iden-
tificadas mais de 200 substancias em proépolis de diferentes
localidades, incluindo acidos fenélicos, flavonoéides, ésteres,
diterpenos, sesquiterpenos, lignanas, aldeidos aromaticos,
alcoois, aminoacidos, acidos graxos, vitaminas e minerais
[9, 13, 20, 26, 30, 36, 37, 39, 42, 50, 53, 57, 49, 59]. Dentre
estas classes de substancias, destacam-se a dos flavonéides
e a dos acidos fendlicos, pois € atribuida a elas grande parte
das atividades bioldgicas constatadas para a propolis.

Como conseqiiéncia do panorama descrito acima, ha
uma consideravel quantidade de informacoes disponiveis
relativas aos aspectos quimicos e biolégicos da prépolis,
porém sua aplicagao terapéutica ainda pode ser considerada
incipiente. Isto se deve, principalmente, a variabilidade de
sua composi¢ao quimica em funcao de sua origem geografica,
ja que em diferentes ecossistemas as abelhas recorrem a
distintas espécies vegetais como fontes de matérias-primas
empregadas em sua elaboracao [8, 38, 39, 62].
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Neste sentido, os conhecimentos da(s) fonte(s) botanica(s)
e da procedéncia da amostra adquirida ou estudada contri-
buiriam com a desejada padronizacdo, pois poderiam indicar
caracteristicas tipicas de propolis de determinada origem,
como sua composicao quimica e atividades bioldgicas. O
objetivo deste trabalho € contribuir para o estabelecimento
de rotinas que facilitem o controle de qualidade de prépolis,
incluindo a indicacao de sua provavel fonte botanica.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Materiais

Amostras de propolis: trés amostras de prépolis foram
coletadas em apiario localizado no municipio de Cabretva
(SP), por raspagem de partes internas de colméias do tipo
Langstroth. Ap6s separacao de impurezas, cada amostra
foi acondicionada em recipiente fechado, ao abrigo da luz
e em freezer.

Amostra vegetal: a aproximadamente 20 m do apia-
rio, foram coletados brotos apicais e partes variadas de
um individuo de planta denominada regionalmente de
vassourinha ou alecrim-do-campo.

Reagente de Folin-Denis: foram adicionados 20 g de
tungstato de sédio, 4 g de acido fosfomolibdico e 10 mL
de acido fosférico em 150 mL de agua destilada, e a so-
lucao foi levada a refluxo. Transcorridas 2 h, a solugao
foi resfriada a temperatura ambiente e diluida em balao
volumétrico de 200 mL.

2.2 - Métodos

2.2.1 - Exame organoléptico

Foram realizadas as analises sensoriais preconizadas
pelo Ministério da Agricultura para fixacao de identidade e
qualidade de proépolis, sendo elas: cor, sabor, consisténcia
a temperatura ambiente e granulometria [15]. Desde que
os caracteres sensoriais sao avaliados por meio dos 6rgaos
dos sentidos e assumem, portanto, um aspecto subjetivo,
proprio do analista [28], procurou-se expressar os resul-
tados dentro das possibilidades descritas pelo Ministério
da Agricultura.

2.2.2 - Teor de cinzas

Aproximadamente 2 g da amostra de prépolis bruta
pulverizada foram acondicionados em cadinho de porcelana
previamente aquecido em mufla a 600°C, por 2 h, resfriado
em dessecador e pesado. O conjunto foi posto sobre placa
de aquecimento a 350°C, em capela de exaustao, por 1 h
(quando nao havia mais emissao de fumaca). Em seguida,
o conjunto foi levado a mufla a 600°C, onde permaneceu
até que as cinzas se apresentassem brancas. O conjunto
foi, entdo, resfriado em dessecador, seguido de pesagem.
O processo de aquecimento, resfriamento e pesagem do
conjunto foi repetido com intervalos de 1 h, até se atingir
massa constante (quando a diferenca entre duas pesagens

consecutivas nao excedeu 5 mg). Esta analise foi realizada
em triplicata e o teor de cinzas foi calculado pela razao
entre a massa de cinzas e a massa inicial de prépolis, em
porcentagem [4, 15, 63].

2.2.3 - Perda por dessecacao a 105°C

Aproximadamente 3 g de propolis bruta pulverizada
foram acondicionados em cadinho de porcelana previamente
aquecido em estufa a 105°C, por 2 h, resfriado em desse-
cador e pesado. O conjunto foi aquecido em estufa por 3 h,
a 105°C, resfriado em dessecador e pesado. O processo
de aquecimento, resfriamento e pesagem do conjunto foi
repetido com intervalos de 2 h, até se atingir massa cons-
tante (quando a diferenca entre duas pesagens consecutivas
nao excedeu 5 mg). Esta analise foi realizada em triplicata
e a perda por dessecacao a 105°C foi calculada pela razao
entre a massa do material volatilizado e a massa inicial de
propolis, em porcentagem [15, 22, 23, 63].

2.2.4 - Obtencao de extratos por Soxhlet

Aproximadamente 10 g de prépolis bruta pulveriza-
da (ou 10 g de brotos apicais de alecrim-do-campo, sua
suposta fonte vegetal) foram acondicionados em cartucho
preparado com papel filtro, previamente seco em estufa
a 105°C, por 1 h, e pesado. Pedras de porcelana e apro-
ximadamente 150 mL de metanol foram adicionados ao
baldo destinado ao solvente. O sistema foi mantido sob
refluxo por aproximadamente 8 h [65]. Apés resfriamento,
o extrato foi vertido em proveta de 200 mL, a qual foram
adicionadas mais duas pequenas aliquotas de metanol,
resultantes da lavagem do balédo utilizado. O volume final
de extrato obtido foi medido e acondicionado em recipiente
vedado e ao abrigo da luz. Este procedimento foi repetido
em triplicata para a prépolis, com o intuito de se realizar
as analises de teor de cera e de residuo insolivel em me-
tanol, descritos a seguir.

2.2.5 - Residuo insoluvel em metanol

O cartucho utilizado na extracao por Soxhlet (Subitem
2.2.4), contendo substancias nao solubilizadas em metanol,
foi colocado sobre vidro de relégio e levado a capela de
exaustao, onde permaneceu por 1 h para evaporacao do
excesso de solvente. O conjunto foi, entao, levado a estufa
pré-aquecida a 105°C, por 2 h. O conjunto foi resfriado
em dessecador e o cartucho (contendo o residuo) pesado
isoladamente. O processo de aquecimento, resfriamento e
pesagem do cartucho foi repetido com intervalos de 1 h,
até se atingir massa constante (quando a diferenca entre
duas pesagens consecutivas nao excedeu 5 mg). Esta
andlise foi realizada em triplicata e o teor de residuo
insoluavel foi calculado pela razao entre a massa do resi-
duo retido no cartucho e a massa inicial de prépolis, em
porcentagem [15, 18].

2.2.6 - Teor de cera

O extrato metanodlico de proépolis, obtido por Soxhlet
(Subitem 2.2.4), foi levado a geladeira por 24 h e posterior-
mente ao freezer, por 30 min. A solucao foi, entao, filtrada
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em funil de Buchner (com papel filtro previamente seco e
pesado) sob vacuo a 400 mmHg. A cera depositada sobre
o papel filtro foi lavada com metanol resfriado, até sua
clarificacao. O volume de extrato livre de cera foi medido e
acondicionado em recipiente de vidro vedado. O conjunto
filtro/cera foi levado a capela de exaustao, por 1 h, para
eliminacao do excesso do solvente.

O conjunto foi depositado em estufa pré-aquecida
a 105°C, por 2 h, resfriado em dessecador e pesado. O
processo de aquecimento, resfriamento e pesagem do
material foi repetido com intervalos de 1 h, até se atingir
massa constante (quando a diferenca entre duas pesagens
consecutivas nao excedeu 5 mg). Esta analise foi realizada
em triplicata e o teor de cera foi calculado pela razao entre
a massa de material retido no filtro e a massa inicial de
propolis utilizada na extragao, em porcentagem [15, 43].

2.2.7 - Residuo seco (solidos soluveis em
metanol)

Uma aliquota de 5 mL do extrato metanélico de prépolis,
livre de cera (Subitem 2.2.6), foi transferida para capsula
de porcelana seca (aquecida em estufa a 105°C, por 2 h,
resfriada em dessecador e pesada) e o conjunto levado a
estufa pré-aquecida a 105°C, onde permaneceu por 2 h.
Ap6s resfriamento em dessecador, o conjunto foi pesado.
O processo de aquecimento, resfriamento e pesagem do
conjunto foi repetido com intervalos de 1 h, até se atingir
massa constante (quando a diferenca entre duas pesagens
consecutivas nao excedeu 5 mg). Esta analise foi realizada
em triplicata e o teor de residuo seco (s6lidos soluveis em
metanol) calculado pela razao entre a massa de residuo
depositada no cadinho e a massa inicial de prépolis bruta
extraida, correspondente a aliquota de 5 mL, em porcen-
tagem [15, 22, 28].

2.2.8 - Teor de flavonoides totais

Inicialmente, uma curva padrao com quercetina di-
hidratada, tomada como substancia de referéncia, foi
construida. Aliquotas de 2 a 6 mL de solucao etandlica de
quercetina, a 50 ug/mL, foram transferidas para balées
volumétricos de 25 mL, contendo 1 mL de solucéo de clo-
reto de aluminio a 2,5%. O volume final de cada balao foi
ajustado com etanol. Como branco do sistema, 1 mL da
solucao aquosa de cloreto de aluminio diluido em balao
de 25 mL foi utilizada. Decorridos 30 min, foi tomada a
leitura de cada solucao a 425 nm, em espectrofotometro.
Para a quantificagao de flavonéides na amostra, foram
utilizados 2 mL de solucao de prépolis a 2 mg/mL (obtida
pela dissolucao de 100 mg de residuo seco em 50 mL de
etanol) [15, 58, 65].

2.2.9 - Teor de fenois totais

Inicialmente, uma curva padrao com o acido galico,
tomado como substancia de referéncia, foi construida.
Aliquotas de 2 a 9 mL de solucao aquosa de acido galico, a
100 pg/mL, foram transferidas para bal6es volumétricos de
100 mL, contendo aproximadamente 70 mL de 4gua desti-

lada. Foram adicionados 5 mL do reagente de Folin-Denis
e, ap6s 2 min, 10 mL de solucdo de carbonato de sédio
saturada. O volume de cada baldo foi ajustado. O branco
do sistema foi preparado da mesma forma, porém sem a
aliquota da amostra. Cada solucao foi deixada em repouso
a temperatura ambiente e, precisamente apds 30 min, sua
leitura foi tomada em espectrofotémetro a 760 nm. Para
quantificagdo na amostra, foi utilizada uma aliquota de 3
mL de solucao aquosa de propolis a 2 mg/mL (obtida pela
dissolucao de 100 mg de residuo seco de prépolis em 5
mL de metanol, seguida de diluicao aquosa a 50 mL) [5,
15, 23, 60].

2.2.10 - Identificacao da fonte botanica da

propolis

A metodologia descrita a seguir baseia-se na compa-
racao dos perfis cromatograficos do extrato de prépolis e
de sua suposta fonte vegetal. Com o intuito de se identi-
ficar, botanicamente, a planta denominada regionalmente
vassourinha ou alecrim-do-campo, com a qual viria a se
preparar o extrato de seus brotos apicais, procedeu-se
a montagem de exsicata [48]. Foram realizadas analises
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) a
partir de trés amostras de prépolis e da amostra vegetal
(obtidas pela dissolucao de 150 mg de residuo seco em
5 mL de metanol).

Como fase estacionaria foi utilizada uma coluna C-
18, modelo Shim-Pack CLC-ODS (M), com dimensoées de
250 x 4,6 mm, e como fase moével o sistema gradiente de
agua Mili-Q e acido acético (19:1) (A)/Metanol (B), iniciando
com 70% A e 30% B; 60% A e 40% B em 15 min; 50% A e
50% B em 30 min; 40% A e 60% B em 45 min; 25% A e 75%
B em 65 min; 25% A e 75% B em 85 min; 10% A e 90% B
em 95 min; 70% A e 30% B em 105 min; 70% A e 30% B
em 115 min; sob fluxo de 1 mL/min e volume de 20 puL [3].
Alguns picos dos cromatogramas foram identificados com
base em seus tempos de retencao, visualizados a 280 nm
[39], e em seus espectros, em comparacao com substancias
de referéncia (padroées).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Exame organoléptico

A prépolis apresentou aroma resinoso e balsamico,
cor esverdeada, sabor picante acentuado, consisténcia
rigida a temperatura ambiente e pedacos heterogéneos.
O exame organoléptico da propolis merece atencao, pois
pode indicar o caminho analitico a se seguir ou até mesmo
permitir dedugoes prévias de algumas caracteristicas fisico-
quimicas da amostra. Por exemplo, a propolis esverdeada
(chamada green propolis), tipica de algumas localidades da
Regidao Sudeste do Brasil, é a mais bem cotada no mercado
internacional, sugerindo que ha uma relacido entre sua
cor e sua composicdo quimica, rica em acidos fendlicos.
A consisténcia a temperatura ambiente também pode dar
indicios da relacao resina/cera na prépolis, que tem estes
dois tipos de material em sua composicao.

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 26(1): 171-178, jan.-mar. 2006 173



Andlise de prépolis, Funari & Ferro

Assim, apresentando-se rigida, como no caso da
amostra investigada aqui, pode indicar um elevado teor
de resinas, o que € desejavel, pois as atividades biol6gi-
cas constatadas para a propolis vém sendo atribuidas a
substancias contidas nesta fracao. Ao contrario, apre-
sentando-se maleavel, pode indicar um elevado teor de
cera. Por sua vez, aroma e sabor indicam se a amostra ¢
nova ou se foi produzida pelas abelhas ha muito tempo,
o0 que tornaria estas caracteristicas menos acentuadas.
Finalmente, uma amostra em pedacos maiores, além de
permitir a completa execu¢ao do exame organoléptico,
torna mais facil a visualizacao de materiais estranhos,
como terra e areia, que poderiam ser incorporados a
propolis em pé para “aumentar sua massa”, caracteri-
zando uma violacao do material.

O conjunto de caracteres sensoriais observados para
a propolis estudada neste trabalho nos possibilitou, de
certa forma, presumir tratar-se de uma amostra com
baixos teores de ceras (Tabela 1) € com grande namero
de substancias que absorvem fortemente a 280 nm, e
comprimento de onda, no qual absorvem acidos fenélicos
e flavondides (Figura 1).

3.2 - Analises gravimétricas

A Tabela 1 retne os resultados das andlises gravimétricas
descritas na subsecao Métodos (Subitens 2.2.2 a 2.2.7).

Excetuando-se a andlise “perda por dessecacgao a
105°C”, todos os demais parametros estao dentro dos
limites preconizados pelo Ministério da Agricultura, em
seu regulamento técnico para fixacao de identidade e qua-
lidade de prépolis [15]. A determinacao do “teor de cinzas”
€ particularmente importante para amostra de prépolis
comercializada em p6, pois esta analise pode indicar uma
possivel adulteracao do material pela adi¢ao de impurezas,
como terra, por exemplo, ou mesmo de residuo de prépolis
ja extraida [64]. Desde que a prépolis € uma mistura com-
plexa, contendo resinas, balsamos e cera, além de outros

componentes, € que os principais componentes fenolicos
(comumente mencionados como seus principios ativos)
nao estdo presentes na cera, sua quantificagao na amostra
torna-se um parametro importante. Assim, faz-se desejavel
o menor teor de cera na amostra (o que pode sinalizar para
um elevado teor de resinas).

Ja os parametros “residuo insoltivel” (comumente
chamado “massa mecanica”) e “residuo seco” estao rela-
cionados a solubilidade da amostra em um determinado
solvente. Desta forma, quanto maior o “residuo seco”
obtido a partir de um extrato de prépolis e, ao contrario,
quanto menor o “residuo insolavel”, calculados sobre a
matéria-prima que originou aquele extrato, mais solavel
€ a amostra bruta no solvente utilizado. O resultado
da andlise “perda por dessecacao a 105°C” excedeu o
limite estabelecido pelo Ministério da Agricultura [15],
provavelmente, por tratar-se de uma amostra altamente
aromatica, como foi constatado no exame organoléptico.
Desta forma, a amostra analisada deveria conter outras
classes de substancias volatilizaveis 105°C em abundancia,
além de agua. Para se conhecer o real teor de umidade,
critico para a conservacao de amostras de proépolis,
um teste especifico para determinacao do teor de agua
poderia ser realizado, complementarmente.

3.3 - Analises espectrofotométricas

A Tabela 2 traz os resultados dos ensaios espec-
trofotométricos realizados com a proépolis para deter-
minacao de seus teores de flavondides e fendis totais,
expressados como equivalentes de quercetina e de acido
galico, respectivamente.

O método utilizado para a quantificacao de flavonéi-
des totais baseia-se na propriedade do cation aluminio de
formar complexos estaveis com flavondides, ocorrendo,
na analise espectrofotométrica, um deslocamento para
maiores comprimentos de onda e uma intensificacao de
suas absorcgoes [61]. Desta forma, é possivel determinar

TABELA 1 - Analises gravimétricas realizadas com amostra de prépolis e limites estabelecidos pelo Ministério da Agricultura

Experimento Resultados’ MédiatDesvio Padrao’ Requisito do Ministério?
Teor de cinzas 3,152 3,153 3,045 3,117+0,063 Maximo de 5%
Perdas por dessecacao 10,864 10,976 11,005 10,948+0,075 Maximo de 8%
Residuo insoluvel em metanol 32,725 37,956 34,992 35,224+42,623 Maximo de 40%?
Teor de cera 2,443 234 2,291 2,256+0,207 Méaximo de 25%
Residuo seco 51,962 54,822 54,419 53,734+1,548 Minimo de 35%°

Valores expressos em porcentagem, sobre a massa bruta de prépolis (M/M). *Limites propostos pelo Ministério da Agricultura [15]. *Este limite € estabelecido para extracoes com

etanol

TABELA 2 - Resultados das andlises de fendis e flavondides totais e limites estabelecidos pelo Ministério da Agricultura

Anidlise Teor (%) MédiatDesvio Padrao Requisito do Ministério’
Fenois totais? 7,403 7,393 7,382 7,393+0,011 Minimo de 5%
Flavondides totais® 2,645 2,633 2,645 2,641+0,002 Minimo de 0,5%

'Requisito do Ministério da Agricultura [15]. Expressos como equivalentes de acido galico, sobre a prépolis bruta (M/M). *Expressos como equivalentes de quercetina di-hidratada,

sobre a prépolis bruta (M/M)
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a quantidade de flavondides na amostra, evitando-se a
interferéncia de outras classes de substancias fendlicas,
principalmente a dos acidos fendlicos [41, 65]. O valor
encontrado (2,64%) de flavonoéides totais, expressos como
equivalentes de quercetina di-hidratada, esta préximo ao
reportado por BONVEHI e COLL [13] para amostra de
propolis brasileira (3%), e dentro das faixas de valores
encontrados por WOISKY e SALATINO [65] e MORI [46]
para amostras de prépolis do Estado de Sao Paulo (0,77-
2,69% e 0,67-1,19%, respectivamente), obtidos por método
espectrofotométrico baseado na reacao de flavonéides com
cloreto de aluminio.

No entanto, BONVEHI e COLL [13] quantificaram, pa-
ralelamente, o teor de flavonéides da mesma amostra por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), chegando
ao valor de 18,1% (M/M), aproximadamente seis vezes maior
do que o obtido pelo primeiro método. Experimentos rea-
lizados por CHANG et al. [17] demonstram ser o método
de quantificacdo espectrofotométrica de flavonoéides pela
reacao com cloreto de aluminio especifico para flavonoéis
e flavonas, o que poderia subestimar o teor de flavonéides
totais em amostras de prépolis que contenham também
outras classes de flavonéides.

Os autores quantificaram uma amostra de prépolis
brasileira por este método, atingindo um teor de 3,26%
de flavonoéides totais. Paralelamente, mediram o seu
teor de flavonéides empregando método colorimétrico
cujo principio foi a complexacao de flavondides com
2,4-dinitrofenilidrazina, que, segundo os autores, mos-
trou-se especifico para flavanonas, atingindo o valor de
7,12%. Desta forma, sugerem que estes dois métodos
sejam utilizados complementarmente, e que o valor de
flavonéides totais seja calculado como a soma dos dois
resultados, ja que cada método quantificaria flavonéides
de subclasses distintas.

MARCUCCI, WOISKY e SALATINO [41] afirmam
ser o método de quantificacdo espectrofotométrica de
flavonédides pela reacdo com cloreto de aluminio preciso
e reprodutivel, ainda que pouco exato (geralmente for-
nece valores inferiores ao real), apresentando desvios
muito pequenos ou nulos entre um ensaio e outro, se
realizados com a mesma amostra. WOISKY e SALATINO
[65] salientam, ainda, a relevancia de este método
poder ser utilizado por laboratérios desprovidos de
aparelhos mais sofisticados. Pelas observacoes feitas
acima, e pelo o fato de se ter identificado o flavonéide
isossacuranetina no trabalho ora apresentado, perten-
cente a subclasse das flavanonas (Figura 1), vé-se um
indicio de que o valor obtido pode estar subestimado
(Tabela 2). Ainda assim, segundo os parametros do
Ministério da Agricultura [15], o resultado encontrado
por noés classifica a amostra como contendo um “alto
teor de flavonoéides”.

Desde que propolis de zonas temperadas, como Eu-
ropa, por exemplo, podem conter acima de 20% destas
substancias [38], nota-se que esta classificacao € relativa
e leva em conta somente a faixa de teores de flavonéides

comumente reportados em amostras brasileiras, utilizan-
do-se o método de reacao de flavondides com cloreto de
aluminio, indicado pelo Ministério da Agricultura.

O método utilizado para o calculo do teor de substancias
fendlicas totais baseia-se em uma reacao de éxido-reducao,
na qual o fon fenolato € oxidado em meio alcalino, enquanto
reduz o complexo fosfotingstico-fosfomolibdico no reagente
para uma solucao azul (o croméforo), que absorve fortemente
a 760 nm. O preparo do reagente de Folin-Denis € bastante
simples e este ¢ o método mais comumente utilizado para
doseamento de fendis totais [60].

O teor de fendis totais encontrado na amostra
investigada, de 7,39% (Tabela 2), atende ao requisito
minimo do Ministério da Agricultura, que é de 5% [15].
WOISKY [64] encontrou entre 7,05 e 9,29% (M/M) em
propolis coletadas em diferentes cidades do Estado de
Sao Paulo, aplicando o mesmo método espectrofotomé-
trico, porém utilizando a quercetina como substancia
de referéncia. Paralelamente, utilizando o método de
reacao de substancias fenoélicas com o reagente de Fo-
lin-Ciocalteau (e tendo o acido galico como substancia
de referéncia), chegou a valores entre 9,49 e 13,72%,
para as mesmas amostras. BONVEHI e COLL [13]
encontraram 18,72% (M/M) de substancias fendlicas
em amostra de prépolis brasileira (valor que supera o
encontrado neste trabalho em mais de 150%), estando
abaixo dos teores presentes em amostras do Uruguai e
China, empregando método espectrofotométrico com o
reagente de Folin-Ciocalteau.

GONZALEZ et al. [25] mediram os teores de substancias
fendlicas em propolis de diferentes regioes da Argentina por
trés métodos colorimétricos distintos, tendo encontrado
os maiores valores para as analises em que se empregou
o reagente de Folin-Ciocalteau e o 4cido galico como subs-
tancia de referéncia (entre 3,25 e 33,49%).

KUMAZAWA, HAMASAKA e NAKAYAMA [34] compa-
raram os teores de substancias fendlicas de prépolis de
diferentes origens geograficas (Africa do Sul, Argentina,
Australia, Brasil, Bulgaria, Chile, China, Estados Unidos,
Hungria, Nova Zelandia, Tailandia, Ucrania, Uruguai,
Uzbequistao), por método espectrofotométrico, tendo a
proépolis brasileira apresentado teor aproximadamente
50% inferior ao das demais amostras. Ficou acima somente
daquelas oriundas da Africa do Sul e da Tailandia. Estes
resultados sugerem que o valor terapéutico da prépolis
brasileira estaria em sua composicao diferenciada, em
termos de substancias fendlicas, e nao no teor total destas
substancias. De fato, diversos autores tém demonstrado que
a prépolis brasileira € rica em acidos fendlicos prenilados,
diferenciando-se de amostras de zonas temperadas, mais
ricas em flavonéides.

3.4 - Identificacao da fonte botanica da amostra

A acentuada similaridade observada entre o cromato-
grama obtido para a amostra vegetal e aqueles conseguidos
para trés amostras de propolis (Figura 1) sugere que a es-
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pécie analisada foi a principal fonte botanica na elaboracgao
da prépolis em estudo. A partir da exsicata preparada, o
individuo foi identificado como Baccharis dracunculifolia
DC. (Compositae). A indicagao desta espécie como fonte de
matérias-primas para a prépolis estudada corrobora com
trabalhos reportados na literatura, que a identificaram
como fonte botanica de amostras de prépolis coletadas em
diferentes localidades dos Estados de Sao Paulo e Minas
Gerais [7, 33, 49, 51].

As variagoes observadas nas intensidades de picos
correspondentes dos extratos de prépolis e da planta
(Figura 1), coletadas em mesma localidade, podem ser
devidas ao fato de que nao se teve a mesma precisao de
uma abelha na coleta do material vegetal, ja que este inseto
utiliza suas mandibulas na execucgao desta atividade [32,
33], enquanto que nés, removemos os brotos apicais do
individuo (com os quais o extrato foi preparado) com o
auxilio de uma tesoura.

Naturalmente, o material coletado poderia conter
partes da planta nao extraidas pelas abelhas, como alguns
tecidos vegetais, por exemplo. Cabe comentar, ainda,
a possibilidade da utilizacdo da técnica Cromatografia
em Camada Delgada (CCD) como uma alternativa a Cro-
matografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Estudos
realizados por nés indicaram que os sistemas cromato-
graficos, tendo-se como fase estacionaria Silicagel GF,,
e como fases moveis as solucoes tolueno:dioxano:acido
acético glacial (90:25:4), tolueno:acetato de etila:acido
féormico (36:12:5), tolueno:acetato de etila:acido férmico
(40:10:5), tolueno:metiletilcetona:acido acético glacial
(18:5:1), apresentaram boas separacoes das amostras
de prépolis e de Baccharis dracunculifolia, com perfis
muito semelhantes. As deteccoes foram feitas com um dos
seguintes reveladores: NP/PEG 4.000, em luz ultravioleta
a 254 e 366 nm, vapor de amonia ou solucgao etandlica
de FeCl, (3%), ambos na luz visivel.

Como destacado na introduc¢ao deste trabalho, o
conhecimento da(s) fonte(s) botanica(s) de determinada
amostra de propolis, ou ao menos de sua origem geo-
grafica, pode trazer, indiretamente, informagoes sobre
suas caracteristicas quimicas e/ou atividades biolégicas.
Contribui com esta afirmacao o fato de que, excetuan-
do-se o acido trans-cinamico, as demais substancias
identificadas no trabalho ora apresentado (Figura 1)
foram reportadas por outros autores em proépolis ela-
boradas a partir da Baccharis dracunculifolia, sendo
elas os acidos clorogénico [33], cafeico [33], ferulico
[49], para-cumarico [7, 33, 49] e artepillin C [33] e os
flavonéides canferida [7, 49] e isossacuranetina [49].
Este tipo de prépolis vem se destacando por sua acentu-
ada propriedade antimicrobiana [45], tendo o artepillin
C como um componente muito ativo [2, 40]. Outros
autores reportaram, para esta substancia isolada, as
atividades antioxidante [34, 47, 55] e antitumoral [1, 31].
Desta forma, o artepillin C aparece como um marcador
quimico em potencial para o controle de qualidade de
“prépolis de Baccharis dracunculifolia”.
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FIGURA 1 - Cromatogramas CLAE, a 280 nm, obtidos a partir do
extrato vegetal e de extrato de prépolis. Identificacao do pico:
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1. 4cido clorogénico; 2. acido cafeico; 3. 4cido para-cumarico;
4. acido ferulico; 5. &cido trans-cinamico; 6. isossacuranetina;
7. canferida; 8. artepillin C

4 - CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste trabalho sugerem
que a propolis analisada € de boa qualidade, pois atendeu
aos requisitos do Ministério da Agricultura (exceto no
que se refere a “perda por dessecacao a 105°C”) e apre-
sentou uma grande variedade de substancias fenélicas,
destacando-se o acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico
(artepillin C), comumente apontadas como seus principios
ativos. Indicam, ainda, que a Baccharis dracunculifolia
DC. provavelmente é uma fonte botanica de proépolis
produzida na area de protecao ambiental Serra do Japi
(Sao Paulo), ja que seu perfil quimico foi muito similar
ao das trés amostras de prépolis investigadas. A simples
comparacao cromatografica entre prépolis e sua suposta
fonte botanica poderia ser incorporada em rotinas de
controle de qualidade deste produto, adicionalmente
aos recomendados pelo Ministério da Agricultura [15],
pois uma indicacao de sua provavel fonte poderia trazer
consigo informacoes sobre os seus aspectos quimicos e
as suas provaveis atividades bioldgicas. A introducao de
um método complementar aos apresentados aqui, espe-
cifico para a quantificacao do teor de 4gua na proépolis
bruta, é recomendavel.
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