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RESUMO: Propolis € um termo genérico utilizado para denominar o material resinoso e balsamico
coletado e processado pelas abelhas a partir de varias fontes vegetais. A composicdo da propolis
¢ complexa e ocorrem variagdes em fungdo de fatores como a flora da regido, estagdes do ano
e caracteristicas genéticas das abelhas. Sendo assim, objetivou-se neste trabalho realizarem-se
andlises para o controle de qualidade fisico-quimico de amostras de propolis, provenientes de seis
diferentes locais situados nas microrregides de Franca (SP) e Passo (MG), bem como verificar
a qualidade deste produto para o consumo humano e selecionar regides produtoras de propolis
verde. Os resultados obtidos para as diferentes andlises variaram entre as seis diferentes areas.
As localidades de Capetinga-MG e o distrito de Chave da Taquara-SP produziram propolis verde
durante todo o periodo de coleta. Além disso, as amostras de propolis provenientes destes locais
mostraram-se satisfatorias para o consumo humano haja vista que os teores de flavonodides totais
variaram entre 1 e 2 % p/p e os teores de acidos fenodlicos oscilaram entre 4 e 8 % p/p.

Unitermos: Baccharis dracunculifolia, propolis, acidos fendlicos, analises fisico-quimicas e
cromatograficas, microrregides de Franca (SP) e Passos (MG).

ABSTRACT: “Physical chemical and chromatographic profiles of propolis samples produced
in the micro regions of Franca (SP) and Passos (MG), Brazil”. Propolis is a generic term used
to denominate the resinous and balsamic material collected from several vegetable sources and
processed by the bees. Its chemical composition is complex and depends on the plant species of the
region, seasonality, and genetic characteristics of the bees. Therefore, the aim of this work was to
establish the physical and chemical quality controls of propolis samples from six different Brazilian
micro regions of Franca (SP) and Passos (MG), as well as to verify the propolis quality for human
consumption, and to select green propolis producing areas. The obtained results for the different
analyses varied among the six different sites. The sites of Capetinga (MQG) and Chave da Taquara
(SP) produced green propolis during the whole collection period. Besides, the analyses of propolis
samples from these sites indicated that they are satisfactory for human consumption based on the
total flavonoids content, which varied between 1 and 2 % (w/w) and on the phenolic acids content,
which varied between 4 and 8 % (W/w).

Keywords: Baccharis dracunculifolia, propolis, phenolic acids, chromatography and chemical
analyses, micro region of Franca (SP) and Passos (MG).

INTRODUCAO

Prépolis € um termo genérico utilizado para
denominar o material resinoso e balsdmico coletado e
processado pelas abelhas a partir de varias fontes vegetais
(Bankova, 2005). A propolis possui composigdo quimica
complexa, cuja colora¢do pode variar do amarelo claro,
marrom esverdeado ao negro (Marcucci et al., 2001).
Varias substancias presentes na propolis provém de flores,
ramos, brotos, exsudatos e de outras partes do tecido
vegetal. Estas substancias podem ser modificadas na
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colméia pela adicao de secregdes salivares (Santos et al.,
2003). Estudos realizados mostram que mais de trezentas
substancias foram identificadas em amostras de propolis,
com predominancia de flavonoides (flavonas, flavondis,
flavanonas), das quais destacam-se: galangina, crisina,
tectocrisina, pinocembrina, campferol e quercetina, bem
como os aldeidos aromaticos (vanilina e isovanilina),
cumarinas, acidos fendlicos (acido caféico, ferulico,
cindmico e cumarico), acidos organicos (acido benzdico)
e alguns oligoelementos, tais como: aluminio, vanadio,
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ferro, calcio, silicio, manganés, estroncio, ¢ vitaminas
B1, B2, B6, ¢ C (Bankova et al., 1998; Bankova et al.,
2000; Marcucci et al., 2001).

Por apresentar atividades bioldgicas, a propolis
vem sendo utilizada ha milhares de anos pelo homem,
para mumificagdo de cadaveres (Salatino 2005), para
tratamento de infecgdes bacterianas (Sforcin et al., 2000)
e fungicas (Murad et al., 2002), bem como devido as
atividades antiinflamatéria (Reis et al., 2000), contra
afeccdes do trato respiratério (Tavares et al., 2006;
Soares et al., 2006), antioxidante (Simdes et al., 2004),
imunomodulatéria (Sforcin et al., 2005; Missima et al.,
2006), antitumoral (Bazo et al., 2002) e antitlcera (Barros
et al., 2006).

A propolis brasileira produzida no cerrado, rica
em derivados prenilados do acido-p-cumarico (Bankova;
Marcucci, 1999), ¢ conhecida internacionalmente como
propolis verde, green propolis, a qual tem como principal
fonte vegetal a espécie de Baccharis dracunculifolia
D.C., possuindo uma coloragdo caracteristica que ¢
utilizada pelos japoneses para sua rapida identificacdo
no processo de comercializagdao (Park et al., 2004). A
propolis verde é amplamente consumida no Japdo como
suplemento alimentar na profilaxia de doengas devido as
suas Otimas caracteristicas organolépticas e também em
razdo do menor teor de poluentes ambientais.

A propolis possui enorme importincia medicinal
e econdmica, sendo comercializada em varias preparagdes
farmacéuticas e cosméticas, tais como: comprimidos,
pastilhas, dentifricios, lo¢Ges, cremes faciais, tinturas,
pomadas, etc. (Bankova et al., 2000; Park et al., 2002).
Tem sido observado um aumento significativo do interesse
da populagdo pelo produto, do numero de criadores de
abelhas que investe na melhoria da produgdo da propolis
¢ de empresas processadoras deste material (Pereira et al.,
2002).

Tendo em vista que a composi¢do da propolis
varia em fung¢do de fatores como a flora da regido, estagdes
do ano e caracteristicas genéticas das abelhas, objetivou-
se neste trabalho realizarem-se analises para o controle de
qualidade quimico de amostras de propolis provenientes
de seis diferentes localidades das microrregides de Franca
(SP) e Passos (MG), bem como verificar a qualidade deste
produto para o consumo humano e selecionar regides
produtoras de propolis verde.

MATERIAL E METODOS
Producio e coleta das amostras de prépolis

Inicialmente, visando a produgdo de propolis,
foram instaladas duas colméias equipadas com coletores
do tipo Apis-Flora, identificados numericamente, em
seis localidades diferentes. As colonias foram formadas
por abelhas Apis mellifera scutellata geneticamente
selecionadas. Estas coldnias apresentavam uma abelha
rainha, cerca de 15 zangdes e aproximadamente 50
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mil abelhas operarias e durante o regime de chuvas foi
necessario utilizar alimentacdo artificial (dgua/acticar na
proporg¢ao 1:1).

As amostras de propolis foram coletadas em
média a cada 45 dias, durante 12 meses, durante o periodo
de setembro de 2001 a dezembro de 2002, nas seguintes
localidades: Fazenda Experimental da Universidade de
Franca (Franca-SP), Fazenda Fernando Cury (Ribeirfo
Corrente-SP), Fazenda Princesa dos Campos (Restinga-
SP), Fazenda Tudo Isso e o Céu Também (Rifaina-SP),
Fazenda Chave da Taquara (Chave da Taquara-SP) e
Fazenda Sao Marcos (Capetinga-MG). As primeiras
cinco localidades pertencem a microrregido de Franca
(SP) ¢ a ultima a microrregido de Passos (MG).

Preparacio das tinturas das amostras de prépolis

As tinturas foram obtidas a partir de 20 g de
propolis in natura pulverizada. O material foi submetido
a maceragdo com 50 mL de solucdo hidroalcodlica
utilizando-se alcool de cereais 70 % por 15 dias, com
agitagdo ocasional. Apos este periodo, o material foi
filtrado e a torta de filtragdo foi submetida novamente a
macera¢do nas mesmas condi¢des. Ao final de 30 dias
obtiveram-se cerca de 90 mL das tinturas, as quais foram
armazenadas em frascos ambares, mantidas ao abrigo da
luz e a temperatura ambiente.

Analises fisico-quimicas

As tinturas hidroalcodlicas foram submetidas
as analises para determinacdo da densidade, do teor
alcoolico e do teor de sdlidos soluveis de cada amostra.
Os teores de cinzas, umidade e ceras foram obtidos
utilizando-se uma aliquota da propolis in natura
pulverizada. Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com a Farmacopéia Brasileira (1977).

O teor de flavonoides totais nas tinturas obtidas
foi determinado por espectrofotometria utilizando-
se cloreto de alumino (AICL) como reagente de
deslocamento, de acordo com a metodologia descrita por
Woisky (1996). Para o estudo de linearidade e obtencgdo da
equacdo para determinagdo do teor de flavonodides totais
nas tinturas de propolis, solu¢des do padrdo quercetina
foram preparadas em diferentes concentragdes e a curva
analitica foi obtida.

A avaliagdo da atividade antioxidante
das tinturas obtidas foi realizada de acordo com a
metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira (1977).
Utilizou-se permanganato de potassio (KMnO4) como
agente oxidante. O tempo de reacdo foi determinado com
0 auxilio de um cronémetro.

Determinacio por CLAE dos teores dos principais
acidos fendlicos

As amostras de propolis foram analisadas
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em cromatografo da marca Shimadzu composto
por trés bombas  Shimadzu LC-10AD, detector
espectrofotométrico por conjunto de arranjo de diodos
UV/VIS Shimadzu SPD-MI10A,, sistema controlador
SCL-10A,,, conectado a um computador com software
Shimadzu Class-VP versdo 5.02, injetor automatico
(SIL-10AD, ) e coletor de fragdes FRC-10A. Utilizou-
se coluna cromatografica analitica de fase reversa CLC-
ODS (M) - Shimadzu, 4,6 mm x 250 mm, didmetro das
particulas 5 um e pré-coluna analitica de fase reversa
C,,SGE. Empregou-se sistema de elui¢do por gradiente,
iniciando com a mistura de 0,8 % de 4acido acético: 0,3
% de acetato de amoénio: 5 % de metanol em agua e 25
% de acetonitrila em agua e terminando com 100 % de
acetonitrila em 60 minutes (vazdo de 1,0 mL/min). As
amostras de propolis foram solubilizadas em metanol na
concentragdo de 1 mg/mL e uma aliquota de 20 puL foi
injetada no sistema cromatografico. Para a determinagéo
do percentual dos acidos fendlicos foram utilizados os
dados de regressdo linear obtidos por meio de curvas
analiticas, as quais foram elaboradas utilizando-se
padrdes cromatograficos. Os acidos caféico e cumarico
foram adquiridos da ACROS Organics, New Jersey,
USA, ¢ acido 3-prenil-p-cumarico (drupanina), acido
3,5-diprenil-p-cumarico (artepelin C) e acido 3-prenil-4-
diidrocinamoiloxi-cinamico (bacarina) foram isolados a
partir de amostras de propolis verde (Gregorio, 2003; Da
Silva Filho, 2006). Os compostos fenolicos das amostras
estudadas foram identificados com base na biblioteca
de padroes existente no Laboratério de Farmacognosia
(FCFRP-USP). Benzofenona (ACROS Organics, New
Jerssey, USA) foi utilizada como padrio interno.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Producio de propolis

A propolis foi produzida em todos os meses,
durante o periodo de estudo, na localidade de Franca.
Entretanto, na microrregido de Passos ndo ocorreu o
depdsito de propolis no coletor em outubro de 2001. Nesta
fase inicial de coleta, as colOnias encontravam-se em fase
de adaptagdo ao clima ¢ a flora disponivel na regido em
estudo. Assim, eventualmente, a produgdo de propolis
pode ser alternada considerando os trés meses iniciais.
Todavia, a analise da média do rendimento ao longo do
experimento mostra que as colméias instaladas em Franca
e Capetinga (esta Gltima pertencente a microrregido de
Passos) foram as mais produtivas, seguidas das colméias
instaladas em Chave da Taquara (Tabela 1).

Na Fazenda situada em Franca, além das
colméias experimentais instaladas, havia a presenca
de outras 20 colméias com abelhas Apis mellifera,
caracterizando a formacdo de apiario. Além disso,
nesta local também havia um meliponario com abelhas
indigenas de diferentes racas. Por estas razdes, supde-
se que o ambiente em Franca j& estava adaptado para

receber novas abelhas, facilitando a reprodugdo de
abelhas operarias e aumentando & produgdo de propolis
durante o periodo de amostragem. Na microrregido
de Passos, as abelhas adaptaram-se ao meio-ambiente
rapidamente, haja vista que o rendimento médio de
propolis foi considerado um dos melhores, mesmo
ndo havendo produgdo de resina em um dos meses em
estudo. No decorrer das coletas, notou-se que a vegetagdo
pertencente a Fazenda de Chave da Taquara era rica em
pequenos arbustos, mas nao havia grande quantidade de
plantas fornecedoras de alimento, o que pode justificar
a diminui¢do de produtividade de propolis (Tabela 1).
Nas Fazendas situadas em Restinga, Rifaina e Ribeirdo
Corrente, o rendimento de propolis (Tabela 1) certamente
foi influenciado pelo regime de chuvas ao longo do ano.
Nas regides proximas a estes locais, observou-se alto
indice pluviométrico com chuvas freqiientes e intensas.
As chuvas lavam o néctar presente nas flores, diminuindo
a principal fonte de alimento das abelhas. Diante disso,
pode ocorrer o enfraquecimento das abelhas em relagdo
a produgdo de mel e propolis, podendo ocasionar até a
perda total da colméia.

Analises das amostras de prépolis

Visando demonstrar de forma clara ¢ objetiva
os resultados das analises fisico-quimicas (Tabela 1),
optou-se em apresentar a média de todos os valores
encontrados durante o periodo de amostragem. Nota-se
que os coeficientes de variagdo foram obtidos na faixa de
0,45 a 20,87 %, considerando todas as analises. Todavia,
conforme Ribani, et al., (2004), métodos que quantificam
compostos em macro quantidades requerem CV (%) de
1 a2 % e para métodos de analise de micro quantidades,
envolvendo matrizes complexas, sdo aceitos coeficientes
de até 20 %. Para a avaliagdo da qualidade das amostras de
propolis, os resultados obtidos foram comparados com os
valores preconizados pela norma técnica para fixagdo de
identidade e qualidade da propolis, publicada na portaria
do Ministério da Agricultura n® 574, de 8 de dezembro de
1998 (Brasil, 1998).

Valores de densidade entre 0,900 a 0,915 g/mL
sdo aceitaveis, considerando-se que as tinturas foram
preparadas utilizando-se solucdo hidroalcodlica a 70°
GL.

Quanto a determinagdo do teor de cinzas, a
legislacdo em vigor determina teores maximos de 5 % para
a propolis in natura. As amostras de propolis in natura
das localidades de Capetinga-MG e de Chave da Taquara-
SP apresentaram teores equivalentes a duas vezes o
limite estabelecido pela legislagdo. Coincidentemente,
as propolis destas duas localidades apresentaram maiores
teores de metabolitos de B. dracunculifolia, conforme
dados apresentados na figura 1. Considerando que
foram utilizados coletores de madeira, certamente estes
componentes inorganicos estavam presentes nas espécies
vegetais visitadas pelas abelhas, principalmente B.
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dracunculifolia.

Quanto a determinagdo da umidade, pode-se
considerar que os resultados obtidos foram satisfatdrios,
pois os teores ficaram abaixo de 8 %, o que garante a
qualidade da propolis bruta. Os teores de cera, de maneira
geral, ficaram abaixo de 25 %, o qual corresponde ao
valor maximo sugerido para a propolis in natura.

Quanto ao teor de solidos soluveis, considerando
a metodologia utilizada, sdo aceitaveis valores acima
de 7 %. Avaliando-se todos os resultados obtidos para
a analise do teor de sélidos soluveis percebe-se que as
amostras das localidades de Rifaina ¢ Ribeirdo Corrente
apresentaram teores abaixo dos aceitaveis, em média
de 4 ¢ 3 %, respectivamente (Tabela 1). Nesta analise,
fatores como o tamanho da superficie de contato em
relagdo a propolis in natura, o solvente extrator ¢ o
periodo de extragdo sdo determinantes para obtengdo de
bons resultados. Sabendo-se que o solvente utilizado e o
periodo de extragdo foram ideais, o tamanho da superficie
de contato pode ter influenciado nestes resultados, ja
que tais amostras de propolis apresentavam-se com
caracteristicas bastante gomosa e maleavel, dificultando o
processo de pulverizagdo. Todavia, todos os outros valores
encontrados para cada local em andlise, atenderam as
normas em vigor.

Quanto ao teor de flavonodides totais, com
relacdo aos extratos hidroalcodlicos, segundo o Ministério
da Agricultura, valores abaixo de 1 % s@o considerados
baixos, valores entre 1 e 2 % sdo considerados medianos
e valores acima de 2 % sdo considerados elevados. No
entanto, valores de no minimo 0,5 % p/p sdo aceitaveis
para o consumo humano. Pode-se observar, pelos dados
apresentados na Tabela 1, que as amostras obtidas das
localidades de Franca, Rifaina e Ribeirdo Corrente
apresentaram baixos teores de flavondides totais. Os
demais locais forneceram amostras de médio e elevado
teores de flavondides totais.

Na avaliacdo do indice de oxidagdo, valores de
até 22 segundos indicam atividade antioxidante. Nesta
analise, a oxidagdo natural sofrida pelo agente oxidante
durante o periodo de analise pode influenciar diretamente
nos valores obtidos. Neste trabalho, valores de até 60
segundos foram registrados e considerados como limite
para obteng@o dos dados. Valores acima de 60 segundos
ndo foram considerados, tendo em vista a facilidade de
oxidagdo do permanganato de potassio, o que poderia
levar a erro na interpretacdo final dos resultados.

Os compostos fenolicos (Figura 1) foram
quantificados com o uso de padronizag&o interna por meio
de cromatografia de fase liquida de alta eficiéncia. Assim,
avaliaram-se somente as localidades de Capetinga, Chave
da Taquara, Restinga e Franca, por apresentarem maiores
teores de flavonoides totais. Os perfis cromatograficos
das amostras dos respectivos locais sdo apresentados nas
Figuras 2, 3, 4, ¢ 5. Nota-se, em geral, que os teores de
drupanina, artepelin C e bacarina ficaram acima de 5 %
(Figura 1), considerando as regides de Capetinga e Chave
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da Taquara. Além disso, observou-se que os teores de
acido caféico e acido cumarico variaram entre 0,5 ¢ 1,5 %
para as quatro localidades estudadas. De forma geral, as
amostras de Franca se destacaram por apresentar baixos
teores dos compostos fendlicos avaliados no periodo de
amostragem.

Nas localidades de Capetinga ¢ Chave da
Taquara, as amostras apresentaram coloragdo verde
durante todo periodo do experimento, bem como teores
de flavonoides totais que variaram de 1,8 a 2 % ¢ os
resultados das analises de atividade antioxidante ficaram
abaixo de 12 segundos. Na avaliacdo dos principais
fenoélicos, drupanina, artepelin C e bacarina apresentaram
teores médios significativos de 4, 9 e 7 %, respectivamente
(Figura 1). Geralmente, a presenga desses componentes
juntamente com fragmentos de B. dracunculifolia
caracteriza a propolis denominada verde. Segundo
Akao, et al. (2003), atividades biologicas extremamente
importantes, como por exemplo, atividade antitumoral de
extratos hidroalcoolicos desse tipo de propolis podem ser
atribuidas principalmente a presenga destes trés acidos
fendlicos. Assim, com base nesse conjunto de resultados
pode-se sugerir que os extratos hidroalcoolicos de
amostras de propolis destes dois locais poderiam ser
utilizados para o consumo humano.

Ja as amostras de Restinga apresentaram
concentragdes  médias significativas de drupanina,
artepelin C e bacarina de 3, 5 ¢ 10 %, respectivamente
(Figura 1). No entanto, o teor médio de flavonodides
totais para esta localidade foi de 0,7 % p/p. A atividade
antioxidante ficou em torno de 40 segundos ¢ o teor
de cera, apesar de atender as normas em vigor, foi
relativamente elevado, em média de 20 %. Amostras
de propolis que apresentam teores de ceras entre 20 a
25 % sdo bastante resinosas, dificultando seu manejo
na obtengdo dos extratos hidroalcodlicos, o que pode
influenciar nos resultados das analises desses extratos.
Todavia, considerando os teores de acidos fendlicos e
flavonoides totais, estes extratos também poderiam ser
utilizados para o consumo humano. Importante ressaltar
que apesar dessas amostras apresentarem teores de
fendlicos aceitaveis, as mesmas ndo foram consideradas
de cor verde, pois devido aos altos teores de ceras, a
eventual presenca de fragmentos de alecrim do campo
ndo foi visualizada, prevalecendo assim, coloragdo
marrom ao longo do periodo de amostragem.

Os resultados deste trabalho permitem inferir
que em todas as localidades estudadas houve produgdo
de propolis e que a propolis verde foi produzida
principalmente em localidades onde a mata nativa,
caracteristica de cerrado, era predominante. Nas demais
areas onde havia a interferéncia mais acentuada da
atividade agricola, com culturas de cana-de-agtcar,
café e eucaliptos, a propolis produzida ndo poderia ser
caracterizada como propolis verde. Portanto, para se
produzir propolis verde, a qual tem maior valor comercial,
ha que se preservarem os ecossistemas do cerrado.
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Figura 1. Média dos teores dos principais acidos fenolicos presentes nas quatro melhores amostras estudadas.
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Figura 2. Cromatograma obtido em CLAE, 280 nm, da amostra proveniente de Capetinga.
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Figura 3. Cromatograma obtido em CLAE, 280 nm, da amostra proveniente de Chave da Taquara.
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Figura 4. Cromatograma obtido em CLAE, 280 nm, da amostra proveniente de Restinga.
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Figura 5. Cromatograma obtido em CLAE, 280 nm, da amostra proveniente de Franca.

CONCLUSAO

Os resultados apresentados demonstram a
importancia das analises realizadas para determinacdo da
qualidade de diferentes amostras de propolis. Existe uma
estreita relagdo entre Apis mellifera e B. dracunculifolia
na producdo de prépolis verde. Contudo, em havendo
a presenca de B. dracunculifolia, A. mellifera produz,
preferencialmente, propolis verde, independentemente
da época do ano ou do estagio de crescimento da planta,
conforme observado no presente trabalho, considerando o
periodo de amostragem nas localidades de Capetinga-MG
e Chave da Taquara-SP. Para produgdo de prépolis verde,
as areas de cerrado, nas quais ocorre B. dracunculifolia
nativa, devem ser preservadas para garantir a producdo
de propolis de alto valor comercial.
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