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RESUMO: Através de cromatografia em papel bidimensional e doseamento
espcctrofotomét.rico de flavonóides totais, foi proposto um método de controle de
qualidade para produtos contendo própolis. Este método foi aplicado a 21 amostras
comerciais cujos rótulos declaravam a presença de própolis, mostrou ser acessível
a laboratórios comuns e apresentou alta sensibilidade.

DESCRITORES: própolis, determinação dos flavonóides; flavonóides da própo-
lis, determinação por cromatografia, espectrofotometria; própolis, controle de
qualidade.

INTRODUÇÃO

A própolis é uma substância de compo-
sição complexa, formada por material resi-
noso, gomoso ou balsâmico, coletado, pelas
abelhas, de brotos de árvores ou de outras
partes do tecido vegetal, modificada na col-
méia pela adição de secreções salivares e
cera 4,6. É empregada pelas abelhas no
reparo de frestas ou danos à colméia, no
preparo de locais desinfetados para a postura
da abelha-rainha, na mumificação de insetos
invasores. A própolis é encontrada na entrada
da colméia, sugerindo que este termo, deri-
vado de duas palavras gregas - pró, que
significa antes, e polis, que significa cidade
- está relacionado com defesa da colméia,
cidade das abelhas.

A utilização da própolis pelo homem
remonta a milênios, sendo conhecida pelos
incas e, no século XII, já estava na compo-
sição de inúmeros medicamentos. Em 1907,
Hitcheck e Borish verificaram ser este mate-
rial composto de 46% de resina, 27% de cera
de abelha, 7% de substâncias voláteis e 13%
de impurezas não-detectadas. Na época, já se

conhecia a adulteração de tinturas de pró-
polis por cera de abelha, compostos metálicos
e materiais densos insolúveis 9.

A literatura atual relata propriedades far-
macológicas da própolis proporcionais à sua
concentração, tais como a antibacteriana,
com indicações em otorrinolaringologia, anti-
fúngica e inibidora do crescimento de leve-
duras, cicatrizante 1 e antioxidante, devido
à presença de ácidos orgânicos aromáticos,
ácidos graxos e compostos fenólicos nesta
substância I, 3, 7.

VANHAELEN & VANHAELEN-FAS-
TRE, em 1979 10, 11, identificaram fIavo-
nóides na própolis através da cromatografia
líquida de alta resolução e da cromatografia
em fase gasosa. BANKOVA et alii 1 (1982)
identificaram a presença de ácidos graxos,
compostos fenólicos, ésteres, álcoois aromá-
ticos e f'lavonóides na própolis, tendo doseado
estes últimos por cromatografia líquida de
alta resolução 1.

O aumento da utilização da própolis na
composição de diversos produtos, consumidos
em São Paulo, acarretou um elevado número
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de consultas ao Instituto Adolfo Lutz sobre
sua composição, indicações ou contra-indica-
ções e dosagens de seus princípios ativos,
pois muitas são as indicações leigas para seu
uso em méis, xaropes, cosméticos, tinturas
etc., tendo às vezes sucesso terapêutico ou,
em outros casos, servindo de panacéia.

A legislação brasileira regulamentou a
utilização da própolis em cosméticos com
limite máximo de 2,5% de concentração, sendo
vedado o seu uso em produtos infantis 2. Não
foi ainda regulamentado o seu uso em alimen-
tos ou medicamentos.

O objetivo deste trabalho foi o de identi-
ficar e dosar classes de princípios ativos da
própolis que pudessem servir de parâmetro
de qualidade.

MATERIAL

Foram utilizadas 21 amostras de produtos
contendo própolis, enviadas ao Instituto
Adolfo Lutz por consumidores, produtores
ou por entidades responsáveis pela fiscali-
zação de tais produtos, assim distribuídas: 12
soluções alcoólicas de própolis; 12 soluções
hidroalcoólicas de própolis; 4 amostras de
méis contendo própolis; e 1 amostra de mel
puro.

Apesar de não haver declaração no rótulo
dos produtos indicando a concentração de
própolis, através de contatos com produtores
de tais produtos verificou-se que os extratos
alcoólicos eram originários de soluções com
concentração entre 1 :10 e 3 :10 (p/v), que as
soluções hidroalcoólicas tinham diluição em
água entre 1 :50 ou mais (p/v), a partir do
extrato alcoólico, e que os méis tinham de 1
a 5% de própolis bruto.

Utilizamos dois principais procedimentos:
cromatografia em papel bidimensíonal des-
cendente e doseamento espectrofotométrico.

MÉTODO

a) Cromatografia em papel para identifi-
cação de flavonóides 5

Reagentes
Acetato de etíla
Fase móvel a: isobutanol, ácido acé-
tico glacial e água (3: 1: 1)

Fase móvel b: ácido acético glacial e
água (15:85)

Procedimento - Aplicar as soluções alcoóli-
cas diretamente no papel ou, então, concen-
trá-Ias previamente. Extrair as soluções
hidroalcoólicas, méis e xaropes conforme a
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técnica que consiste em pesar de 1 a 5 gramas
da amostra (dependendo da concentração da
própolis no produto), adicionar 30 ml de água
destilada e transferir para funil de sepa-
ração; extrair com três porções de 10 ml de
acetato de etila e reunir os extratos para
posterior concentração em banho-maria ou
rotavapor. Preparadas as amostras, aplicá-Ias
no canto superior direito do papel previa-
mente marcado com um espaço de 5 em dos
lados adjacentes à mancha, que servirão de
apoio na canaleta do solvente (conforme
figura 1). Saturar a cuba com a fase móvel
a, colocar o papel na canaleta com auxílio
de um bastão de vidro de mesma dimensão
e adicionar o solvente cuidadosamente para
não escorrer. Deixar por aproximadamente
18 horas (ou até que o solvente tenha atin-
gido 2 em da borda inferior da folha). Secar
o papel em capela. Substituir a fase móvel
a pela b. Girar o papel em ângulo de 900,
deixando toda a extensão 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 (lâmpada ultravioleta longa). Marcar
as manchas com lápis e então adicionar uma
gota de hidróxido de amônío ou expor o papel
ao vapor do mesmo. Observar novamente na
região do ultravioleta (ver distribuição das
manchas na figura 2).

b) Doeeamento espéctrofotométrico de flavo-
nóides 9

Equipamento

Espectrofotômetro (U.V. e visível)

Reagentes

Etanol absoluto
Solução de quercetina padrão
Solução de oxicloreto de zircônio

(2,5%, p/v, em metanol)

Procedimento - Diluir as soluções alcoóli-
cas e hidroalcoólicas diretamente em etanol
absoluto. Diluir a própolis em bruto etanol
absoluto até 0,001 gim!. Extrair méis e xaro-
pesconforme descrito no procedimento para
cromatografia em papel, evaporar e diluir
em etanol absoluto. Colocar alíquotas das
amostras em tubos de vidro às quais se
deve adicionar 1 ml de oxicloreto de zircônio
por tubo. Completar o volume com etanol
absoluto para 10 ml, Esperar 10 minutos e
ler em espectrofotômetro a 301 nm, frente a
branco de cada amostra sem oxicloreto de
zircônio. Calcular o resultado em gramas de
flavonóides totais expressos em quercetina
por ml ou grama de amostra.

Curva-padrão - Pesar 0,01 grama de quer-
cetina, transferir para balão de 100 ml e
completar o volume com etanol absoluto
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(0,1 mg/ml). Preparar diluições crescentes nos
tubos de vidro de 0,1 ml até 2,0 ml. Adicio-
nar a estas soluções 1 ml de oxicloreto de

zircomo. Completar o volume para 10 ml com
etanol absoluto. Esperar 10 minutos e ler a
301 nm. Construir a curva-padrão.

FASE
,MOVEL b

~{
3

PONTO DE
APLlCAÇAO

•
o

-1
W
>'O
:;E

w
(f)

«u,
y

5em
FIG eRA 1 - Esquema da aplicação da amostra contendo própolis.
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FIGURA 2 - Diet.ribuição e caracterização das manchas de amostras contendo própolis: região 1,
mancha rosa-amarelado, cuja coloração não se altera com a adição de NH3; regiao 2,
mancha marrom-claro, ou escuro, não -fluorescente, que se torna amarelada com adição
de NH3; região 3, mancha verde, fluorescente, que não reage com AICI3; região 4, duas
a quatro manchas azuis, fluorescentes, cuja coloração não se altera com adição de
NH3; região 5, manchas azuis ou verdes, fluorescentes; região 6, uma ou duas man-
chas verdes, fluorescentes, que se tornam verde-amareladas com a adição de NH3•
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RESULTADOS

A tabela 1 mostra a freqüência com que
as principais classes de flavonóides aparecem
nos produtos contendo própolis. A figura 2
mostra o esquema da posição das manchas
em um cromatograma, assim como suas res-
pectivas cores quando expostas à luz ultra-
violeta na ausência e na presença de amônia.

A tabela 2 apresenta a concentração de
flavonóides encontrados nos produtos anali-
sados, onde se verifica que as soluções
alcoólicas contêm um teor elevado de fl avo-
nóides (variando de 0,24 a 7,5 gllOO ml),
enquanto que as soluções hidroalcoólicas,

produtos preparados a partir das soluções
alcoólicas, misturadas com água, apresentam
teor mínimo de flavonóides (0,007 a 0,050
gl100 ml ).

DISCUSSÃO

Observamos que em todas as amostras co-
merciais, em cujos rótulos está declarada a
presença da própolis, aparece a mancha da
região 3. As manchas da região 4, que cos-
tumam aparecer juntas, aparecem em 60%
das amostras. As manchas das regiões 1, 5
e 6 aparecem em 25% das amostras.

TABELA 1

Freqüência de manchas de princípios ativos de produtos contendo própolis dietribuidae pelas
diversas regiões do cromatograma

Regiões
N.O de Tipo de

amostras amostra i1 2 3 4 5 6

1 Sol. própolis alcoólica - - + + + +
2 Sol. própolis alcoólica - - + + - -

3 Sol. própolis alcoólica + + + + + +
4 Sol. própolis alcoólica - - + + - +
5 Sol. própolis alcoólica + + + + - -
6 Sol. própolis alcoólica + + + + + +
7 Sol. própolis alcoólica + + + + - -
8 Sol. própolis alcoólica - - + + - -
9 Sol. própolis alcoólica + + + + - -

10 Sol. própolis alcoólica - - + - - -

11 Sol. própolis alcoólica - - + + - -

12 Sol. própolis alcoólica - - + + + -
13 Sol. própo lís hidroalcoólica - - + - - -

14 Sol. própolis hidroalcoólica - - + - - -
15 Sol. própolis hidroalcoólica - - + - - -
16 Sol. própolis hidroalcoólica - + + - - -
17 Mel com própolis - - + + - -
18 Mel com própolis - - + + - -
19 Mel com própolis - + + - - -
20 Mel com própolis - - + - - -

21 Mel puro - - - - - -

(+) presente.

(-) ausente.
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TABELA 2

Concentração de [laoonôides liuree

N.O de
amostras

Tipo de
amostra

Flavonóides expressos
em quercetina

g/100 ml

1 Sol. própolis alcoólica
2 Sol. própolis alcoólica

3 Sol. própolis alcoólica

4 Sol. própolis alcoólica
5 Sol. própolis alcoólica
6 Sol. própolis alcoólica
7 Sol. própolis alcoólica
8 Sol. própolis alcoólica
9 Sol. própolis alcoólica

10 Sol. própolis alcoólica
11 Sol. própolis akoólica

12 Sol. própolis alcoólica

13 Sol. própolis hidroalcoólica
14 Sol. própolis hidroakoólica
15 Sol. própolis hidroalcoólica

16 Sol. própolis hidroalcoólica

17 Mel com própolis
18 Mel com própolis
19 Mel com própolis
20 Mel com própolis
21 Mel puro

(-) não-detectado.

Nas soluções hidroalcoólicas e meis, além
da mancha da região 3, podem aparecer, em
alguns casos, manchas das regiões 2 e 4, pos-
sivelmente devido à pequena concentração de
própolis nestes tipos de produtos, o que é
verificado pelo teor de flavonóides.

Os méis analisados contêm teor igualmente
baixo de flavonóides livres, talvez pela adição
de pequena concentração da tintura de pró-
polis ou pela adição da borra da própolis já
esgotada de princípios ativos.

Utilizamos a quercetina como padrão de
doseamento de flavonóides por ser ela mais
acessível aos laboratórios; entretanto, outros
flavonóides podem ser utilizados, desde que
possuam hidroxilas em sua estrutura para
formação do quelato metal-flavonóide.

CONCLUSÃO

Através da cromatografia em papel bidi-
mensional foi possível isolar princípios

0,300
0,600
3,700
0,240
1,120
0,920
1,600
1,500
7,500
0,400
0,600
1,200
0,020
0,050
0,020
0,007
0,050
0,050
0,020
0,020
(-)

ativos componentes da própolis em produtos
comercializados. Verificamos ser freqüente a
presença da mancha da região 3, que pode
servir de indicador da presença de própol is,
assim como das pequenas manchas azuis
fluorescentes da região 4 que não reag-em com
hidróxido de amônio ou tricloreto de alu-
mínio.

Através da reação com oxicloreto de zircô-
nio e própolis, obtivemos um índice de
flavonóides expresso em quercetina que nos
fornece a concentração de própolis no pro-
duto. Esta reação apresenta elevada sensibi-
lidade (0,001 grama de própolis-padrão por
ml), embora possa sofrer interferência por
outros compostos contendo anéis poliidroxi-
lados.
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ABSTRACT: A simple and sensitive method for the quality con trol of pro-
polis products was devised though bidimensiona! paper chromatography and total
flavonoids determination spectrophotometric.

DESCRIPTORS: propolis, flavonoid determination; propolis, quality control;
paper chromatography; spectrophotometry.
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