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RESUMO: Através de cromatografia em papel bidimensional e doseamento
espectrofotométrico de flavondides totais, fol proposte um métede de controle de
qualidade para predutos contendo propolis. Este méiodo foi aplicado a 21 amostras
comerciais cujos rétulos declaravam a presenca de prépolis, mostrou ser acessivel

a laboraféries comuns e apresentou alta sensibilidade.

DESCRITORES: prépolis, determinagio dos flavondides; flavondides da prépo-

lis, determinacic por cromatografia,
gqualidade,

espectrofotometria; prépolis, controle de

INTRODUCAO

A prépolis é uma substineia de compo-
sigho complexa, formada por matferial resi-
nogo, gomosc ou balsdmico, coletado, pelas
abelhas, de brotos de Arvores ou de outras
partes do tecido vegetal, modificada na col-
méia pela adigio de secregbes salivares e
cera+ 8, K empregada pelas abelhas no
reparo de frestas ou danos & colméia, no
preparo de locais desinfetados para a posiura
da abelha-rainha, na mumificacio de insetog
invasores. A prépolis é encontrada na entrada
da eolméia, sugerinde que este termo, deri-
vado de duas palavras gregas — prd, gue
significa antes, e polis, que significa cidade
— estd relacionado com defesa da colméia,
cidade das abelhas,

A utilizagdo da prépolis pelo homem
remonta a milénios, sendo conhecida pelos
incas e, no séeulo XIi, j&4 estava na compo-
sigdo de indmeros medicamentos. Em 1907,
Hitcheck e Borish verificaram ger este mate-
rial composto de 469 de resina, 274 de cera
de azbelha, 79 de substdncias voldteis e 13%
de impurezas ndo-detectadas. Na época, ji se

conhecia a adulteragio de tinturas de pré-
poiis por cera de abelha, compostos metdlicos
e materiais densos insoldveis 9,

A literatura stual relata propriedades far-
macolégicas da propolis proporcionsis & sua
concentragdo, tais como a antibacteriana,
com indicagtes em otorrinolaringologia, anti-
Tangiea e inibidora do crescimento de leve-
duras, cicatrizante! e antioxidante, devido
4 presenca de #4cidos orginicos aromdéticos,
Acidos graxes e compostos fendlicos nesta
substéncia 3. 8 7,

VANHAELEN & VANHAELEN-FAS-
TRE, em 197916 11 jdentificaram flavo-
néides na pripolis através da cromatografia
Hquida de alta resoluglo e da cromatografia
em fase gasosa. BANKOVA et alii® (1982)
identificaram a pregenca de #acidos graxos,
compostos fendlicos, ésteres, &lecoois aromia-
ticos e flavondides na prépolis, tendo doseado
estes ‘ltimes por cromatogratfia liquida de
alta resolugiio 1,

O aumento da utilizagioc da prépolis na
composico de diversos produtos, consumidos
em Sao Paulo, acarretor um elevado niimero
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de consultas ao Instituto Adolfo Lutz sobre
sua composicdo, indicagbes ou contra-indica-
gbes e dosagens de seus principios ativos,
pols muitas sdo as indicagdes leigas para set
uso em méis, Xaropes, cosméticos, tinturas
ete., tendo As vezes sucesso terapéutico ou,
em outros casos, servinde de panacéia.

A legislacio brasileira regulamentou a
utilizacio da proépolis em cosméticos com
Hmite méximo de 2,6% de concentraciio, sendo
vedado o seu use em produtos infantis2, Nio
foi ainda regulamentado o seu usc em alimen-
tos ou medicamentos,

O objetivo deste trabalho foi o de identi-
ficar e dosar classes de principios atives da
préopolis que pudessem servir de parfimetro
de qusiidade.

MATERIAL

Foram utilizadas 21 amostras de produtos
contende proépolis, enviadas ao Institute
Adolfe Lutz por consumidores, produtores
ot por entidades responsdveis pela fiseali-
zacio de tais produfos, assim distribuidas: 12
solugdes alcodlicas de prdpolis; 12 solugdes
hidroalcodlicas de prépolis; 4 amostras de
méis contendo prépolis; e 1 amostra de mel
puro.

Apesar de nfo haver declaracio no rétulo
dos produtos indicando a concentragio de
prépolis, através de confatos com prodotores
de tais produtos verificou-se que os extratos
aleodlicos eram origindrios de solugbes com
concentragio entre 1:10 ¢ 3:10 (p/v), que as
solugBes hidroalcodlicag tinham diluicdo em
dgua entre 1:50 ou mails (p/v), a partir do
extrato aleodlico, e que os méis tinham de 1
a 5% de prépolis bruto.

Utilizamos deis principais preeedimentos:
cromatografia em papel bidimensional des-
cendente e doseamento espectrofotométirico.

METODO

a) Cromatografic em papel pare identifi-
cagfio de flavondides 5
Reagentes
Acetato de etila
Fase mével a: isobutanol, decido acé-
tico glacial e dgua (3:1:1) ‘
Fase mével b: Acido acélico glacial e
agua (15:85)

Procedimento — Aplicar as solucdes aleodli-
cas diretamente no papel ou, enido, concen-
tri-las previamente. Extrair as solugdes
hidroaleodlicas, mméis e xaropes conforme a
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téenica que congiste em pesar de 1 2 5 gramas
da amostra {dependendo da concentragio da
prépolis no produto), adicionar 30 m! de dgua
destilada e fransferir para funil de sepa-
ragio; extrair com trés porgdes de 10 ml de
acetato de etila ¢ reunir os extratos paras
posterior eoncentragic em banho-maria ou
rotavapor, Preparadas as amostras, apiicd-las
no canto superior direito do papel previa-
mente marcado com um espaco de 5 cm dos
lados adjacentes & mancha, que servirie de
apoioc na canaleta do solvente (conforme
figura 1}. Saturar a cuba com a fase mével
a, colocar o papel na canaleta com auxilio
de um bastio de vidro de mesma dimensio
e adicionar o solvente cuidadosamente para
nic escorrer, Deixar por aproximadamente
18 horag {ou até gue o solvente tenha atin-
gide 2 cm da borda inferior da folha). Secar
o papel em capela. Substitvir a fase mowvel
a pela b, Girar o papel em &ngulo de 909,
deixando toda a extensZo da mancha percor-
rida agora paralelamente ao leito da cana-
leta. Correr o cromatograma por aproxima-
damente 5 horas. Secar o papel somente em
capela e observar as manchas na luz ultra-
violeta {(ldmpada ultravioleta longa}. Marcar
as manchas com lipis e entfo adicionar uma
gota de hidrixide de ambnio ou expor o papel
ao vapor do mesmeo. Obgervar novamente na
regifio do ultravioleta (ver distribuicdo das
manchas na figura 2).

b) Doseamento espectrofotométrico de flovo-
ndides ?
Equipamento
Espectrofotdmetreo {(U.V. e visivel)
Reagentes

Ftanol absoluto
Soluglio de quercetina padrao

Selugio de oxicloreto de zirebnio
(2,5%, p/v, em metanol}
Procedimento — Diluir as solugles aleodli-

eas e hidroalcodlicas diretamente em etanol
absoluto. Diluir a prépelis em brutoe etanol
absoluto até 0,001 g/ml. Extrair méis e xaro-
pes conforme descrite no procedimento para
cromatografia em papel, evaporar e diluir
em etanol absoluto. Coloear aliguotas das
amostras em tubos de vidro as quals se
deve adicionar 1 ml de oxicloreto de zircénio
por tubo. Completar o volume com etanol
absoluto para 10 ml. Esperar 10 minutos e
ler em espectrofotémetro a 301 nm, frente a
branco de cada amosira sem oxicloreto de
zirebnio. Caleular o resuliado em gramas de
flavonéides totals expressog em guercetina
por ml ou grama de amostra.

Curva-padrde — Pesar 0,01 grama de quer-
cetina, transferir para baldo de 100 mi e
completar ¢ volume com etancl absolute
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{0,1 mg/ml). Preparar diluicdes crescentes nos  zircénio. Completar o volume para 10 mi com
tubos de vidro de 0,1 ml até 2,0 ml. Adicio-  etanol absolute, Esperar 10 minutos e ler a
nar a estas solugdes 1 ml de oxicloreto de 301 nm. Coensiruir a curva-padrio.
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FIGURA 1 — Esguema da aplicagdo da amostra centendo prépolis,
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FIGURA 2 — Distribuigho e caracterizagiio dos manchas de amostrus contende pripolis: regiic 1,

mancha resa-amarelado, cuja coloraghie ndo se alters com a adicdo de NH;; regie 2,
mancha marrem-claro, ou escure, nac-fluorescente, que se forna amarelada com adicio
de NH,; regido §, mancha verde, fluorescente, que ndo reage com AlClk; regifio 4, duas
a4 gquatro manchas szols, fluorescentes, cuja coloracfic nfio se sltera com adighio de
NH,; regido 5, manchas azeiz ou verdes, fluorescentes; regifio 6, uma ou duas man-
chas verdes, flugrescenies, que se tornam verde-amareladas com a adigio de NH,.
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RESULTADOS

A tabela 1 mostra a freqiiéneia com gue
a5 principais classes de flavondides aparecem
nos produtos contende prépelis. A figura 2
mostra o esquema da posigio das manchas
em um cromatograma, assim como suas res-
pectivas cores quande expostas & luz ultra-
violeta na auséneia e na presenca de aménia.

A tabeln 2 apresenta a concentracio de
flavonéides enconirados nos produtos anali-
sados, onde se verifiea que as solugbes
alcodlicas contém um teor elevado de flavo-
nbéides {variando de 0,24 a 7,5 g/100 ml),
enguanto que as solucdes hidroaleoélicas,

produtos preparados a partir das solucdes
alcodlicas, misturadas com Agua, apresentam
teor minimo de flavonéides (0,007 a 0,080
g/1060 mi).

DISCUSSA0

Observamos que em todas as amostras co-
merciaig, em cujos ritulos estd declarada a
presenga da propolis, aparece a mancha da
regido 3. As manchas da regifo 4, que cos-
tumam aparecer juntas, aparecem em 60%
dag amostras. As manchas dag regides 1, b
e 6 aparecem em 259% das amostras,

TABELA 1

Fregiiéncia de menchas de principios gtives de produlos contende pripels distribuidas pelus
diversas regides do eromatogruma

Regides
N& de Tipe de
amostras amostira

1 2 3 4 B 8

1 Sol. propelis aleodlica — — -+ 4 . 4
2 Sol. prépolis aleobliea p— o e e e v
3 Sol. prdpolis aleoélies + -+ + + S R
4 Sol. prépolis alcodlica —_ —_— . + — +
5 Sol. prépolis alcodlica -+ 4 4 4+ - —
6 Sel. prépolis alcedlica - + L + . +
7 Sol. prépolis alcoblica + - 4 . - —
8 Sol. prépolis aleodlica e e + + — -
2 Sol. prépolis aleodlica -+ + i + o —
10 Sol. propelis aleodlica e — e — — o
11 Sel. prépolis aleedlica — —_— + 4 . —
iz Sol. propolis alcedlica — —_— + + e —
13 Sol. prépolis hidroalcodlica - — 4 — e e
14 Sol. propolis hidroalcodlica e —_— -+ e o -
16 Sol. propolis hidroaleodliea e . . o —_ -
16 Sol. prépolis hidrealeoblica - . + — — —
17 Mel com prépolis — — + + — —
18 Mel com prépolis — — e 4 e .
18 Mel com prépolis e 4 4 j— — —
20 Mel com prépolis e e - — — —
21 Mel puro — —— — _ . -

{-) presente.

{——) ausente.
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TABELA 2

Concentracdo de flavondides lvres

N? de Tipo de Fiaveo;:é;dfjr:;;i)izssos
amostras amostra /100 ml
i Sol. propolis sleodlica 0,300
2 Sol. propelis aleodlica 0,800
2 Sol. propolis aleedlica 3,760
4 Sol. prépoelis alecodlica 0,240
5 Sol. prépolis szleodlica 1,120
[ Bol. prépolis aleodiica 0,920
ki Sel. prépelis alcedlics 1,600
8 Sol. prépelis alcodlica 1,500
9 Sol. propelis alecodlica 7,500
16 Sol. prépolis alcoélica 0,460
11 Sol. propolis alcodlica 0,660
2 Sol. propolis ajcodlica 1,260
i3 Sol. prépolis hidrealeodlica 0,020
14 Sol. prépolis hidrealcodlics 0,080
15 Sel. prépelis hidroalcoélica 0,020
18 Sol. prépolis hidrosicodlica 0,607
17 Mel com prépolis 0,050
18 Mel com prépolis 0,050
19 Mel com prépolis ¢,020
20 Mel com propolis G,020
21 Mel puro {—)

(—) = n&o-detectado.

Nas soluedes hidroaleodlicas e méis, além
da manchsa da regifo 3, podem aparecer, em
alguns casos, manchas das regites 2 e 4, pos-
sivelmente devido & pequena concentragdo de
propolis nestes tipos de produtoes, ¢ gue €
verificado pelo teor de flavondides.

Os méis analisados contém teor iguaimente
baixo de flavonéides livres, talvez pela adigdo
de pequena concentracdo da tintura de pro-
polis ou pela adigiio da borra da prépolis ja
esgotada de principios atives.

Utilizamos a quercetina como padrio de
doseamento de flavondides por ser ela malis
acessivel aos laboratérios; entretanto, outros
flavondides podem ser utilizados, desde que
possuam hidroxilas em sua estrotura para
formacdo do guelato metal-flavondide.

CONCLUSAO

Através da cromatografia em papel bidi-
mensional foi possivel isolar principios

ativos componentes da prépoiis em produtos
comercializados, Verificamos ser fregiiente a
presenga da mancha da regido 3, que pode
servir de indieador da presenga de prépolis,
assim como das pequenas manchas azuis
fluorescentes da regifio 4 que nido reagem com
hidréxido de ambnic ou tricloreto de alu-
minie.

Através da reagio com oxicloreto de zired-
nic e propolis, obtivemos um indice de
flavondides expresse em quercetina gque nos
fornece a concentragio de prépolis no pro-
duto. Esta reacdo apresenta elevada sensibi-
lidade {0,001 grama de prépolis-padrdo por
ml), embora posza sofrer interferéncia por
ouiros compostos contendo anéis polildroxi-
lados.
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ABSTRACT: A simple and sensitive method for the quality control of pro-
polis products was devised though bidimensiona! paper chromatograpky snd tetal
flavenoids determination spectrophotometric.

DESCRIPTORS:

propelis, flavonoid determination; propolis, gquality control;
paper chromategraphy; spectrophotometry.
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