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RESUMO: Os autores propdem procedimantos para estabelecer ¢ controle de qualidade
da propolis. Para tanto, foram adaptadas e executadas técnicas farmacopsicas e/ou
desenvolvidas técnicas novas. Foram estabelecidos perfis dos taores de flavondides, de
ceras, de substéncias voldlels totais (através da perda por dessecacsio) e de cinzas totais.
Os valores.obtidos para as amostras de propolis estudadas, coletadas em um apidric-ascola,
foram comparadas corn os de prépolis adquiridas no mercado, Foi estabelecido, alnda, o
perfil destes pardmetros para amostras de pripalis colstadas nos diferentes iocais da colméia,
no periodo de trés anos, com coletas de invemo e verfio. Os teores de flavondides variaram
entre 2,05 - 5,52%.

Unltermos: Prépolis, controle de qualidade, padronizagio, fitoterapicos.

ABSTRACT: The aim of this work was to establish a control quality methodology for propolis.
For that, techniques were carried out as described in pharmacopoeias, or adapt from it.
Moreover it developed new techniques. It was used propolis collacted in the school apiary.
Profilas of flavonoids, waxes, total volatile substances and total ashes were determined in
propolis coliected in different places of bses’ hive. The results obtained from this propolis
were compared with commercial propolis. Flavonoid drift values obtainad from apiary schooi
were estabiished in tha range between 2,05-5.52%.

Key words: Propolis, control quality, phytopharmaceuticals, standardizatian.

INTRODUGAO

Nas Gltimas décadas, as pesquisas de produtos apoterdplcos assumiram grands
Importéncia. A propolis, um das produtos resultante da ¢oleta das abelhas Apis mefiifera, & uma
resina formada pela mistura de substancias retiradas de botées de floras de drvores ou cascas de
arvores com substancias do praprio organismo da abalha. Ela setve como material cimentante o
para protecdc e manutengdo da colméia, sendo ¢ompesta basicamente de resinas (47%), caras
(30%), substdncias volateis (4-15%), sujidades e compostos desconhacidos {13%) e polen (5%}
(vanhaelen e Vanhaelen-Fastré, 1979). Nesta resina figuram substancias como vitaminas, sais
minerais (Moreira, 1988), flavondides (Venhaelen e Vanhaslen-Fastré, 1979), dcides graxos, Alcoois
aromaticos e ésteres (Bankova et al., 1982). .

A prdpolis & utilizada popularmente no tratamento de infecgBes, em problemas de pele o,
também, cemo antiviral e antililcera (Moreira, 1886). Ela fortalece, ainda, o sistema imunaldgico,
equiiibrande o organismo {Kesonocka, 1980; lvanovska et al., 1995; Sforcin, 1996). E utllizada
tamb#m como cicatrizante emn escaras de deciibito (Azevedo et al., 1986) e apresenta atividade
antibictica frente a bactérias Gram-positivas (Bankova et al., 1999). Possui, ainda, agies anti-
séptica, adstringents e antiinflamatérla (Hay e Grig, 1990; Ruppelt et al,, 1991; Burdock, 1898).

Devidp & grande variagdo em sua compaosigio quémica, a qual difere de acordo com a
flora existente ao redor do apidrio, toma-se muito importante buscar ferramentas que permitam
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padronizar a prépolis. No presente trabalho objetivou-se caracterizar a propolis coletada em
diferentes locais da colméia de um mesmo apidrio, procurando estabelecer os perfis de parametros
como feores de flavondides e de ceras, cinzas totais, e perda por dessecagdo, bem como comparar
estes produtos com propolis totais que habitualimente sdo comercializadas no Brasil e destinadas
a exportagao. :

MATERIAIS E METODOS

Prépolis do Apiario-Escola

As amostras de prépolis foram coletadas das colméias de abelhas Apis meflifera, na Fazenda
Experimental de Iguatemi, da Universidade Estadual de Maringa (FEI-UEM) localizadas no apiario
da clareira, no interior de uma reserva de eucaliptos rodeada de mata nativa.

Prépolis Total (adquiridas do apicultor)

Foram adquiridas prépolis totais no mercado (diretamente do apicultor) em vérias regioes
do Estado do Parand, em sua grande maioria, destinadas a exportagdo. Trata-se de produtos
cuja composigéo corresponde a mistura de prépolis interna, externa e da teia.

Coleta da prépolis

Foram realizadas coletas nos periodos imediatamente apés ¢ ver&o e o inverno durante
trés anos. No veréio-ano | foram coletadas amostras de prépolis das melgueiras interna (Mi) e
externa (Me}, caixilho (Cai), alvado (Alv) e tela excluidora (Tela). Apés as analises, foram
padronizados os locais de coletas das amostras e denominadas como prépolis Interna (melgueiras
interna e externa, caixilho), prépolis Externa (alvado) e Tela (tela excluidora). As amostras de
prépolis Externa e Interna foram coletadas raspando as superficies suavemente com formao de
madeira. As telas foram retiradas da parte intermedidria do ninho e da tampa, enroladas e estocadas
em freezer. Apés congelamento foi realizada a retirada da propolis através de fricgdo das telas
sobre uma superficie sdlida limpa. As telas foram novamente acondicionadas em freezer por um
periodo minimo de 12 horas e feita nova retirada de prépolis.

Para a primeira coleta, as amostras foram acondicionadas em frascos de vidro Ambar
bem vedados, e armazenadas em local escuro e fresco. A partir da segunda coleta, foram
acondicionadas em sacos plasticos bem vedados e armazenadas a -4 ¢C.

Preparagéo das amostras do Apidrio-Escola e Prépolis Total
As amostras foram congeladas e, em sequida, trituradas em turboextrator, acondicionadas
em frascos de vidro Ambar bem vedados e estocadas a -4 ¢C.

Determinagao do teor de flavondides

Cerca de 0,4 g foram submetidos a extracio e quantificagdo preconizadas na literatura
(Bianchi, 1995). Os resuitados s&o expressos em porcentagem de quercetina e representam a
média de cinco determinagbes.

Determinagio da perda por dessecacgio

A perda por dessecagdo foi determinada de acorde com a Farmacopéia Brasileira (1988).
Os resultados sao expressos em porcentagem (%, p/p) e representam a média de cinco
determinagbes.
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Determinacao do teor de ceras

Para a determinagéo do teor de ceras, pesou-se 1,0 g de Prépolis, colocou-se em frascos
de vidro com tampa e submeteu-se & extragiio com trés frages de 10 mL de éter de petrédleo sob
aquecimento em banho-maria fervente (b.m.f.). A fragéo etérea foi desprezada e as prépolis
remanescentes foram secas em b.m.f., resfriadas e submetidas a nova pesagem. Os resultados
&0 expressos em porcentagem (%, p/p) e representam a média de trés determinagdes.

Determinagéo do teor do cinzas totais
A determinagio do teor de cinzas totais foi realizada segundo a Farmacopéia Brasileira
(1988) & os resultados expressam a média de trés determinagdes.

Avalia¢éo estatlstica

Os dados obtidos foram submetidos & anélise estatistica, utilizando a andlise de variancia
entre multiplos tratamentos e obtidos os respectivos valores de F. Fol avaliada, ainda, a interagao
entre tratamentos através do teste de Tukey. Para todo o experimento foram comparados dois
fatores: origem da prépolis e pericdo de coleta. Foram avaliadas as diferencas e as interagdes
entre estes dois fatores, tendo como varidveis os teores de flavondides, de ceras, de cinzas e a
perda por dessecagéo. As andlises foram availadas em nivel de significancia de 5 e 1%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras de prépolis apresentaram odor aromético e sabor picante, com aspecto
de gomo-resina ligants, com coloragdo verde-escura e algumas apresentando maior quantidade
de ceras.

Em fungéo da grande variagcdo na composigdo das prépolis refatada para os teores de
cera, de flavondides, de cinzas, entre outros, na primeira etapa deste trabalho tornou-se necessario
avaliar o perfil das prépolis obtidas em vérios iocais da colméia. Na primeira coleta foram avaliadas
as amostras obtidas dos locais: Mi, Me, Cai, Tela e Alv (Figura 1).
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k- FIGURA 1. Valores dos tecres de flavondides, ceras, cinzas totais ¢ da perda por dessecagio

obtidos das prépolis coletadas em vérios [ocais da colméia — coleta verdo - ano |.
Resultados expressos em porcentagem (%, p/p) (n=5).
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O perfil obtido para o teor de flavondides mostra variagio na faixa de 1,72 a 5,44% nos
diversos locais de coleta, apresentando diferengas nao significantes entre as amostras coletadas
na parte interna da colméia (Mi, Me, Cai), mas com diferencas significantes entre amostras obtidas
do alvado (externa) e da parte interna (Figura 2). A proximidade destes valores propiciou melhor
definigao dos locais de coleta na colméia. Deste modo, os locais e coleta foram definidos como
prépolis Interna, as coletadas nas melgueiras e caixilho e prépolis Externa, as coletadas no alvado.
Foi mantida, ainda, para comparagéo, a Tela por ser a pratica colocar tela entre a o ninho e a
tampa da colméia, sendo este um recurso utilizado pelo apicultor para estimular as abelhas a
aumentarem a producio de prépolis, merecendo assim ser avaliada individualmente.

Teor de Flavendides (%)

Periodo de
Coleta Inverno Ano Il

Inverno Ano |l

Inverne Ana | Extarna

Varao Ana ' Tela

Verfo Anoll Interna
Verido Anol l.ocais de
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Colméia

FIGURA 2. Teores de flavondides obtidos das prépolis coletadas nos varios locais da colmeia,
durante 3 anos imediatamente apds o inverno e o verdo. Resultados expressos em
porcentagem (%, p/p; n=5).

O teor de flavondides (figura 2) mostra um aumento crescente nas amostras coletadas no
verdo durante os trés anos, permitindo delinear um perfil de maior teor de flavondides nestas
propolis. E detectavel teor de flavondides maior para as propolis de Tela e alvado, sugerindo estes
resultados, que a prépolis Externa teria melhor qualidade, embora a propolis Interna tenha também
qualidade adequada apresentando teor de flavonoides maior que 0 encontrado, por exemplo, na
marcela {Sonaglio, 1987). A andlise de variancia mostrou alta significancia na diferenca entre
médias ao nivel de 1%. Ja o teste das diferengas minimas significantes (Tukey) sobre o fator
periodo de coleta mostra que as amostras obtidas no verao ! e lll e inverno |t pertencem a
mesma populagio, tom excecdo das obtida da Tela (inverno 1l), externa (verdo Iil) e diferem
significantemente de todas amostras do ano | {ver&o e inverno) e ano Il (inverno). A avaliagdo do
fator origem {na colméia) mostra diferenga significante entre as amostras de propolis Externa e
interna, mas a amostra de prépolis de Tela néo se diferencia da Interna.
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A determinagao das cinzas totais evidencia o grau de substancias residuais ndo volateis
presentes nas amostras em analise (Hay e Grid, 1990). Os valores, normalmente obtidos para
matérias-primas de origem sintética ou vegetal, variam em torno de 1% (Hay e Grid, 1990), mas
nao podem ser considerados para prépolis, pois estas contém altos teores de gomo-resina, entre
outros materiais, que poderiam elevar o valor de cinzas totais. Este fato justifica a necessidade
de determinar um perfil especifico para a prépolis.

Na figura 3, os dados mostram variagGes no teor de cinzas que poderiam ser permitidas
para a propolis, na faixa de 2,45 a 3,63% (p/p). A avaliagéo estatistica mostra que as diferengas
&0 significantes, ndo apresentando um perfil de maior ou menor teor de acordo com o periodo ou
o local de coleta para o nivel de 1%. Este alto teor de cinzas obtido das amostras de propolis
deve-se provavelmente s impurezas naturais por contaminagéo do ambiente, ja que as colméias
s&o colocadas ao ar livre e expostas 4 particulas de poeira, folhas e insetos. Existern, ainda, as
impurezas colocadas intencionalmente na colméia para a abetha propolizar (esterco de gado,
pedra), com o objetivo de aumentar o peso da mesma e obter maior ganho no momento de
comercializagdo. E possivel adulterar colocando a borra da prépolis (bolo ou marco), previamente
extraida, misturada a propolis. Estas situagbes poderiam ser detectadas com a determinagdo do
teor de cinzas totais, pelo aumento significante destes valores, acima desta faixa proposta.
Obviamente, as contaminagdes naturais anteriormente citadas estéo previstas nesta faixa de teor
de cinzas.
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FIGURA 3. Valores de Cinzas totais obtidos das prépolis coletadas nos diversos locais da colméia,
durante 3-anos apds o inverno e o verdo. Resultados expressos em porcentagem
(%, p/p) (n=5).
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A figura 4 mostra teores slevados de ceras para as amostras coietadas da Tela. Isto pode
ser devido & necessidade de uma propolizacio mais intensa do que o normal, fato este que leva
as abelhas a uma maior producao de ceras para juntar a propolis para vedar a colméia no local
onde é colocada a tela. E possivel que o teor de ceras seja menor no verdo do que no inverno,
fato este que ocorre provavelmente em funcéo das abelhas terem que vedar muito melhor a
colméia no inverno, e/ou pelo fato destas permanecerem internadas na estagéo do frio e, portanto,
obterem menos material para a produgao de propolis.
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FIGURA 4. Teores de ceras obtidos das prépolis coletadas nos diversos locais da colméia, durante
3 anos apds o inverno ¢ 0 verdo. Resultados expressos em porcentagem
(%, p/p) (n=5).

As diferencas entre os valores obtidos sdo altamente significantes para o nivel de
significincia de 1%. As amostras obtidas no periodo de verdo estdo na mesma populagao, assim
como as obtidas no inverno, excetuando as do ano | (verdo e inverno}. Considerando o fator local
de coleta, as amostras obtidas da parte Interna e Tela pertencem a mesma populagio e apresentam
diferengas significantes com relag@o & propolis externa. Ha relatos de valores no teor de ceras na
faixa de 30% (Vanhaelen e Vanhaelen-Fasiré, 1979), mas a variagao dos teores de ceras
observades nos diferentes periodos de coleta esta na faixa de 12,1 a 33,4 % (p/p), demonstrando
a necessidade de que esta andlise seja feita para cada amostra como controle de qualidade
obrigatério, em fungéo da possibilidade da diminuigdo do teor de substancias ativas na prépolis.

A determinagao da perda por dessecacgio € utilizada para avaliar o grau de umidade de
uma amostra, embora seja conhecido que o aguecimento pode promover liberagdo de
substéncias voldteis presentes nas plantas e mesmo na prépolis.
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Na figura 5 é possivel observar para as diversas coletas, um aumento crescente da umidade
ao longo dos trés anos, sendo que as amostras de propolis Interna e Tela (obtidas no verdo)
apresentaram menor perda por dessecagéo do que a Externa, provavelmente devido ao maior
contato das Ultimas com a umidade do ar. Inversamente, nas cotetas de inverno as amostras de
prépolis Interna apresentaram maiores indices de perda por dessecacéo do que as de prépolis
Externa. Na avaliagdo estatistica as diferencas entre os fatores origem e periodo de coleta sdo
altamente significantes para nivel de 1%. O teste de Tukey mostra que as amostras obtidas da
Telas, Interna e Externa apresentam também diferencas significantes para o nivel de 1%. A
analise da prépolis Interna versus periodo de coleta mostra que as amostras obtidas no verdo ll e
IIl diferern significativamente entre si e das outras. Isto sugere que na parte interna da colméia, o
clima interfere em menor escala. As prépolis obtidas da Tela e Externa apresentam um perfil de
maior umidade nas amostras de inverno, mas algumas fogem a este padrao como verao Il e [Il.

Perda por
Dessecagdo (%)

Inverno  Ano It
Invernc  Ano |l

Invernc  Ano |
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Verdc Ang| Prépolis
Tela Externa,
Prapolis
Interna Locais da Colméia

FIGURA 5. Valores da perda por dessecacio obtidos para as amostras coletadas nos diversos
locais da colméia, durante 3 anos apds o invernc e o verdo. Resultados expressos
em porcentagem (%, p/p) (n=5).
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Os perfis detectados para as propolis totais (figura 6), produtos em geral comercializados
para exportagéo, demonstram a importancia do controle de qualidade para assegurar a manutengéo
de padres deniro de limites aceitaveis. O teor de flavondides varia bastante entre 2,33 a 8,48%.
Esta variagao pode ocorrer em fungao do manuseio na hora da coleta. Muitas amostras de prépolis
apresentavam aspecto excessivamente Gmido (as vezes até molhado), ceroso e/ou muito seco,
guase pétreo. Havia amostras contaminadas com impurezas como pedacos de madeira, pedras,
entre outras. N&o obstante, o teor de cinzas na faixa de 1,65 e 3,98%, revela que a prépolis de
mercado sncontra-se dentro dos limites encontrados para a prépolls da regiao de Maringa. Algumas
amostras como a PT06, apresentaram um baixo no teor de cinzas (1,65%) o que sugers um maior
cuidado de coleta e, conseglentemente, um menor indice de contaminagao por impurezas.

Com relagdo ao teor de ceras, comportamento semelhante ao obtido na analise de prépolis
das diversas partes da colméia pode ser detectado para as propolis totais. Algumas apresentam
altos teores de ceras (PT01, PT02, PTO3, PT05, PT06, PTO8), e outras (PTO4, PTO7) baixos
teores, sugerindo que as primeiras foram coletadas dos varios locais e reunidas, enquanto as
putras teriam sido obtidas mais de Alvado e Tela ou, ainda, ja haviam sido previamente limpas.
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Cinzas

Prépolis Total
FIGURA 6. Valores dos teores de flavongides, ceras, cinzas totais e da perda por dessecagao, obtidos
para Prépolis Total (PT) da regide de Maringa. Resultados expressos em porcentagem
(%, p/p) (n=5).

Com relagdo & umidade das prépolis totais pode ser observado que os valores obtidos
variam consideravelmente (de 4,4% a 13,3%), devendo ser também um parametro obrigatorio
para avaliagao da qualidade da amostra e para o preparo de formas farmacéuticas.

Também na figura 6 pode ser observado que quanto maior ¢ teor de ceras, menor a perda
de agua por dessecagdo. Este fato parece ser absolutamente coerente, uma vez que a cera
constitui um corpo graxo, hidréfobo com baixo indice de 4dgua (Prista et al., 1996) e,
conseglentemente, dificulta a fixagdo de agua na propolis. Assim pode ser observado um perfil
quase linear, com a umidade maior para a propolis de alvado. Esta umidade pode ser explicada
pela maior exposi¢éo do alvado a umidade do ambiente.

N&o parece haver relagdo de proporcionalidade direta ou inversa entre os perfis de teor de
flavondides e perda por dessecagéo (Figuras 2, 5 e 6). Entre os teores de flavondides e de ceras
é possivel observar uma tendéncia no aumento do teor de substancias ativas na proporgéo em
que o teor de ceras diminui (figuras 2 e 4). Quando avaliamos as propolis totais podemos verificar
esta tendéncia nas amostras PT05, PT08, PT02 e PT03. Portanto, pode-se inferir que a qualidade
esté diretamente ligada ao correto manejo para a obtengéo das diferentes fragbes do produto em
guestao, fato j4 amplamente discutido por Bianchi (1995).
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A comparagéo destes parametros e o estabelecimento de correlagdes fica dificil em funcéo
da falta de padronizagdo das amostras comerciais, desde a coleta da prépolis. E possivel propor
uma faixa para os pardmetros teor de ceras, cinzas e perda por dessecacéo, ¢ exigir sua
determinagac para avaliar a qualidade do material. Isto permitiria um controle de qualidade
adequado e também evitaria a rejeigéo de lotes com qualidade, apenas por apresentarem elevado
teor de ceras. Esta discusséo é importante tendo em vista que a prépolis de exportagdo é
normalmente a Externa (propolis de alvado), por se apresentarem como pedagos sélidos,
aparentemente mais dificeis de adulterar.

CONCLUSOES
- As propolis com maiores teores de flavondides foram as obtidas no verio.

- As propolis coletadas em todas as partes da colméia {tanto intema como externa) apresentam
teores de flavondides iguais ou superiores as plantas medicinais com qualidade para o consumo.

- A determinacao dos teores de ceras, de cinzas e da umidade é imprescindivel para obter propolis
- com teor correto de substancias ativas.

- As faixas obtidas para umidade, teores de flavondides, de ceras e cinzas podem ser consideradas
adequadas como referéncia para o controle de qualidade.

- As amostras adquiridas dos apicultores apresentaram teores de flavondides, cinzas, ceras e
perda por dessecagdo dentro das faixas obtidas neste trabalho, inclusive as destinadas a
exportagéo.
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