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Apresentacao

Aapiculturatem se destacado como uma importante atividade agropecuaria
no Brasil, tendo o mel como principal produto. No entanto, outros produtos
das abelhas apresentam grande potencial para diversificar a produgao
apicola e possibilitar incremento na renda, a exemplo da prépolis, com
alto valor agregado e relativa facilidade no processo produtivo.

A propolis é produzida a partir de resinas, exsudatos e tecidos vegetais
aos quais as abelhas acrescentam cera, secre¢des salivares e pdlen. Em
funcdo de sua expressiva atividade bioldgica, tem sido utilizada desde
a antiguidade para fins terapéuticos em humanos e animais. O uso de
extratos de propolis tem sido crescente em produtos farmacéuticos,
cosméticos e de higiene pessoal, em atendimento a demanda do mercado
por produtos naturais.

A propolis brasileira desperta grande interesse no mercado internacional
em funcdo de suas propriedades bioldgicas, sensoriais e por se
apresentar livre de substancias contaminantes prejudiciais a saude. No
entanto, em fungdo da diversidade de sua origem botanica, € comum
encontrar variagbes em sua composicao fisica e quimica, que também
sofre interferéncias de fatores genéticos e das condi¢gdes ambientais.
Além disso, as caracteristicas da propolis podem ser alteradas durante
os processos de coleta e beneficiamento, o que pode comprometer a
qualidade do produto e sua comercializagao.



O controle de qualidade da prépolis € imprescindivel para atender um
mercado cada vez maior e exigente em todo o mundo, de forma a garantir
que o produto seja comercializado com as suas propriedades naturais
preservadas, que possua caracteristicas que facilitem sua utilizacdo e
que tenha uma adequada conservagao e apresentagao.

Nesse contexto, a Embrapa apresenta o documento Controle de
Qualidade da Propolis com o objetivo de divulgar informagdes essenciais
sobre o sistema de producdo de propolis e as metodologias para as
analises fisico-quimicas exigidas pela legislagao brasileira para o controle
de qualidade do produto. A publicagdo enfatiza as analises laboratoriais
para determinagdao dos padrdes qualitativos da propolis, o que pode
ser de grande utilidade para técnicos, laboratoristas e produtores, além
de favorecer a obtengdo de um produto cada vez mais competitivo no
mercado mundial.

Luiz Fernando Carvalho Leite
Chefe-Geral da Embrapa Meio-Norte
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Introducao

A prépolis tem ocupado lugar de destaque nos mercados nacional e
internacional de produtos apicolas, principalmente em razao das diferentes
atividades bioldgicas atribuidas aos seus constituintes quimicos (Lustosa
et al., 2008), o que tem estimulado seu uso como produto terapéutico e/ou
nutracéutico para humanos e animais. O crescente interesse pela propolis
e seu elevado valor agregado tém motivado apicultores a investirem em
sua produgdo, empregando técnicas que promovam maior produtividade e
melhor qualidade.

Uma vez que a propolis é produzida a partir de resinas, exsudatos e tecidos
vegetais, ocorre grande variagdo em sua composi¢cdo e caracteristicas
em fungcdo das espécies botanicas que as abelhas visitam para coleta
desses materiais, além de fatores ambientais e genéticos, o que dificulta
a padronizagao do produto. Além disso, as caracteristicas da propolis
podem ser alteradas tanto durante o processo produtivo como nas etapas
de coleta e beneficiamento, o que pode interferir na qualidade do produto e
comprometer sua comercializagao.

No Brasil, para garantir a qualidade da prépolis, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento estabelece o Regulamento Técnico de Identidade
e Qualidade da Propolis, descrito na Instrugcdo Normativa n° 3, de 19 de
janeiro de 2001 (Brasil, 2001). Nesse documento, constam os requisitos
minimos de qualidade que a prépolis deve atender, entre os quais se
destacam os requisitos fisico-quimicos, indispensaveis a garantir a pureza
e as propriedades biolégicas caracteristicas do produto.

Nesse contexto, com o intuito de contribuir para a caracterizagao e para o
controle da qualidade da prépolis, esta publicagdo apresenta informacgdes
basicas sobre seu sistema de producédo e as metodologias empregadas
nas analises fisico-quimicas exigidas pela legislagao brasileira.



Controle de Qualidade da Prépolis 9

Propolis: definicdo e caracteristicas

Por definigéo, prépolis € o produto oriundo de substancias resinosas, gomo-
sas e balsamicas, colhidas pelas abelhas de brotos, flores e exsudados de
plantas, nas quais as abelhas acrescentam secre¢des salivares, cera e po-
len para elaboragéo final do produto (Brasil, 2001). Tem aroma caracteristico
(balsamico e resinoso) e cor que pode apresentar-se amarelada, parda, ver-
melho-escura, verde-limao, cinza esverdeada e café, conforme sua origem
e tempo apos a colheita do produto (Ghisalberti, 1979; Couto; Couto, 2002).
Sua consisténcia pode variar de maleavel a rigida (Brasil, 2001), podendo-
se obter amostras com texturas dura e friavel, enquanto outras podem ser
elasticas e gomosas (Salatino et al., 2005).

O uso da propolis pelas abelhas esta relacionado a protecéo da colénia. O
termo prépolis traduz exatamente essa funcéo, pois é derivado do grego
“pro” (em defesa) e “polis” (cidade), o que quer dizer em defesa da cidade ou
da colmeia (Ghisalberti, 1979).

Elaboracao e utilizagao da propolis

Para elaboracdo da propolis, as abelhas coletam resinas de ramos, folhas,
caules, gemas apicais e axilares das plantas. Essa massa de resina € mani-
pulada, com o auxilio das mandibulas e pernas, e transferida para as corbi-
culas, cavidade nas pernas posteriores, por onde € levada a colmeia. Nesse
processo, sao acrescentados secrecdes salivares e gréos de pdlen, quando
presentes. Na colmeia, as abelhas misturam o material resinoso com cera e
saliva, moldando-o antes de depositar no local adequado (Figura 1).

Foto: M._aria Teresa do R. Lopes
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Figura 1. Abelhas depositando prépolis em abertura na colmeia.



10 DOCUMENTOS 268

Em razdo das atividades antimicrobianas da proépolis, as abelhas a
utilizam como produto higienizador sobre os favos e paredes internas
do ninho e para recobrir animais mortos que ndo conseguem remover
da colmeia, evitando assim sua decomposi¢céo e contaminagao do am-
biente (Reis et al., 2000). As paredes dos alvéolos sao revestidas com
uma mistura de cera e propolis, provavelmente para conferir maior rigi-
dez a estrutura e para proporcionar um ambiente asséptico, permitindo
o desenvolvimento da cria (Salatino et al., 2005). Por suas proprieda-
des mecéanicas, a propolis é utilizada também para vedagao ou redugéo
de aberturas na colmeia, o que auxilia na regulagdo da temperatura
interna e na defesa contra inimigos naturais (Couto; Couto, 2002; Funa-
ri; Ferro, 2006).

A prépolis tem sido utilizada para fins terapéuticos em humanos e
animais, em virtude de suas propriedades farmacoldgicas. Existem
registros de seu emprego ha muitos séculos e de diversas formas
pelos assirios, gregos, romanos, incas e egipcios. No antigo Egito, era
denominada “cera negra” e utilizada para embalsamar mortos (Castal-
do; Capasso, 2002; Pereira et al., 2002). Varios trabalhos cientificos
tém demonstrado que a propolis apresenta atividades bactericidas,
bacteriostaticas, antifungicas, analgésicas, cicatrizantes, anti-inflama-
toérias, antioxidantes, entre outras (Marcucci, 1995; Kujumgiev et al.,
1999; Pinto et al., 2001; Pereira et al., 2002; Lustosa et al., 2008).

Em razdo dessas caracteristicas, a propolis tem sido empregada na
elaboragédo de produtos cosméticos, farmacéuticos e de higiene pes-
soal, bem como utilizada em suplementos alimentares. Atualmente, é
disponivel em varias formas como extratos, capsulas, enxaguatorio bu-
cal, na forma de po, entre outras (Lustosa et al., 2008).
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Composicao da propolis

A composigdo da prépolis varia de acordo com a regido onde é produzida,
com a planta visitada pela abelha para coleta de resina, com o periodo de
coleta e com a espécie de abelha coletora, o que explica a diversidade de
atividades bioldgicas apresentadas pelo produto (Ghisalberti, 1979; Sala-
tino et al., 2005; Lopez, 2017). Sua composigcdo média basica é de 50%
de resina de plantas e balsamos, 30% de ceras, 10% de 6leos essenciais,
5% de pdlen, 5% de outras matérias organicas e substancias coletadas
(Ghisalberti, 1979; Marcucci, 1995), secrecdes salivares, cera e pdlen para
elaboracéo final do produto.

Entre as diversas substancias constituintes da propolis, destacam-se fenais,
flavonoides, triterpenoides, acidos aromaticos, acidos graxos, aminoacidos,
vitaminas A, B1, B2, B6, C e E, bem como os minerais Mn, Cu, Ca, Al, V,
Ni, Zn e Cr. Entre essas, os flavonoides e os acidos fendlicos merecem
destaque, pois sao atribuidas a eles importantes atividades farmacoldgicas
(Salatino et al., 2005; Funari; Ferro, 2006; Lustosa et al., 2008). Os teores
dessas substancias sao utilizados como parametros para o controle da
qualidade da propolis (Brasil, 2001).

A propolis brasileira apresenta caracteristicas e composigao bastante varia-
veis em virtude da grande diversidade boténica do Pais, ja que em diferen-
tes ecossistemas as abelhas recorrem a distintas espécies vegetais como
fontes de matérias-primas empregadas em sua elaboracao (Bastos et al.,
2011), o que vai refletir em caracteristicas sensoriais diferenciadas, como
coloragao e textura (Figura 2), além de diferengas na composi¢ao quimica e
na atividade bioldgica, de acordo com sua origem (Castro et al., 2007). Isso
tem incentivado a realizagéo de estudos sobre os constituintes quimicos de
amostras de prépolis de diferentes regides (Marcucci, 1995; Marcucci et al.,
2000, 2001; Cit6 et al., 2004; Salatino et al., 2005; Sousa et al., 2007; Righi,
2008; Oldoni et al., 2011; Lopez, 2017).
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Figura 2. Diferencas na coloragdo de amostras de prépolis produzidas em muni-
cipios do estado do Piaui, em diferentes periodos. Campo Maior (A) e Castelo do
Piaui (B e C).

Mesmo para a propolis produzida no mesmo local, ocorrem variagées em
suas caracteristicas em fungao do periodo de colheita e das diferengas ge-
néticas entre col6nias (Silva et al., 2006).

A prépolis produzida no Cerrado brasileiro, que tem como principal fonte
vegetal a espécie Baccharis dracunculifolia D.C. (alecrim) (Bastos et al.,
2000; Bastos, 2001), é conhecida, internacionalmente, como proépolis verde
ou propolis brasileira e é rica em derivados prenilados do acido-p-cumarico
(Marcucci; Bankova, 1999). A prépolis verde é amplamente consumida no
Japao como suplemento alimentar, na prevengao de doencas, bem como
devido a sua atividade antitumoral, que esta relacionada principalmente
com os acidos fendlicos drupamina, artepilinC e bacarina (Soares, 2008).

Outro tipo de prépolis, de coloragédo vermelha, oriunda dos manguezais dos
estados da Paraiba, de Pernambuco, de Alagoas, de Sergipe e da Bahia,
passou a ter recentemente repercussao internacional. Essa prépolis é pro-
duzida a partir de um exsudato resinoso vermelho secretado pela espécie
Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub., uma leguminosa pertencente a familia
Fabaceae. A “propolis vermelha” apresenta composigcao diferente dos 12
tipos discriminados por Park et al. (2002), com quantidades elevadas de
isoflavonoides (Alencar et al., 2007; Silva et al., 2008) e elevada atividade
antioxidante e antimicrobiana (Cabral et al., 2009; Aguiar et al., 2018). Park
et al. (2002) classificaram a prépolis brasileira em 12 grupos com base em

Foto: Maria Teresa do R. Lopes
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suas caracteristicas fisico-quimicas e também investigaram a sua ori-
gem botanica por métodos cromatograficos. Cinco tipos no sul do Brasil
(2 tipos do Rio Grande do Sul), 1 no grupo do sudeste do Brasil e 6
no grupo do Nordeste do Brasil.

Os constituintes volateis presentes na propolis, como mono e sesquiter-
penos, fenilpropanoides, n-alcanos, alcoois, aldeidos, cetonas, acidos e
ésteres, apesar de estarem em menor propor¢édo quando comparados
a outros compostos, também podem ser bastante uteis para sua carac-
terizagdo, uma vez que estdo envolvidos na atividade antimicrobiana e
podem fornecer valiosas informagdes acerca da origem botanica da pro-
polis (Torres et al., 2008).

Producao da propolis

Por apresentar alto valor agregado, a propolis pode ser uma alternativa
de renda importante para o apicultor. Os pregos variam de acordo com
sua qualidade, origem botanica e mercado a que é destinada. O Brasil
€ o terceiro maior produtor mundial de prépolis, perdendo apenas para
a Russia e para a China, com cerca de dois tercos de sua producgao
destinada a exportacédo. Minas Gerais lidera a produgcao nacional (Se-
brae-BA, 2017).

A propolis brasileira tem despertado grande interesse no mercado in-
ternacional, especialmente no Japao, principal importador do produto.
Esse interesse se deve as propriedades farmacoldgicas (bactericidas,
antifungicas, antioxidantes, cicatrizantes, entre outras), j4 demonstradas
em varios trabalhos cientificos (Marcucci, 1995; Kujumgiev et al., 1999;
Pinto et al., 2001; Pereira et al., 2002; Lustosa et al., 2008), as caracteris-
ticas sensoriais e ao menor teor de metais pesados e demais poluentes
ambientais presentes na propolis brasileira (Pereira et al., 2002).

A prépolis é produzida quando as abelhas percebem a necessidade de
vedar aberturas na colmeia, seja para garantir condigdes adequadas de
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temperatura e umidade no ninho, seja para evitar a entrada de inimigos
naturais. Assim, quando se pretende estimular a produgédo de propolis,
podem ser utilizados diferentes tipos de coletores que promovem abertu-
ras na colmeia. Quando as abelhas detectam essas aberturas, vedam-
nas com propolis.

Entre os diferentes métodos de producéo de prépolis, destacam-se: a)
raspagem da propolis depositada nas diferentes partes da colmeia (al-
vado, fundo, tampa, quadros, laterais, etc.); b) colocacado de pecgas para
criar aberturas de 1 cm a 3 cm entre os componentes da colmeia (tampa,
melgueiras e ninho); ¢) uso de tela plastica colocada entre a melgueira e
a tampa; d) abertura de janelas laterais nas melgueiras e/ou ninho, com
insercbes de quadros moveis para manejo, como € o caso do Coletor
de Propolis Inteligente (CPI), que consiste de uma caixa (melgueira ou
ninho) com pegas maoveis nas laterais, que vao sendo retiradas a fim de
formar uma placa de propolis; entre outros (Breyer et al., 2016).

A propolis produzida com o auxilio de coletores €&, geralmente, mais limpa
e pura do que aquela obtida por raspagem, o que favorece a manutencéo
de sua qualidade e propicia a obtengdo de melhor valor na comercializa-
¢ao. Coletores que apresentam quadros moveis que podem ser retirados
das laterais da colmeia e substituidos por outros vazios, como o modelo
“Tira e P&e” (Brighenti et al., 2006), apresentam a vantagem de que a
propolis pode ser retirada da pega em local adequado, o que favorece a

manutencao de sua qualidade (Breyer et al., 2016), Figura 3.

Entretanto, as varias técnicas de produgao de prépolis apresentam van-
tagens e desvantagens e, como a produgao varia com as condi¢cdes am-
bientais e com fatores genéticos das abelhas (Santos, 1996; Santana,
2003), as diferentes técnicas necessitam ser testadas e adaptadas a
cada regido e ao manejo dos apicultores. O apicultor deve adotar aquele
que melhor corresponde as condi¢gdes de sua regiao (clima, fauna e flora)
e tipos de apicultura (fixa ou migratoria).
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Foto: Maria Teresa do R. Lopes
Foto: Maria Teresa do R. Lopes

Foto: Bruno de Aimeida Souza
Foto: Bruno de Almeida Souza

Figura 3. Etapas de producao e coleta de prépolis: colmeia com coletor de propo-
lis-melgueira com quadros moéveis (A); Propolis depositada nos quadros méveis do
coletor. (B); retirada da prépolis do quadro (C); acondicionamento da propolis para
posterior realizagéo de analises de qualidade (D).
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Controle de qualidade da prépolis

Para garantir o controle da qualidade da propolis e possibilitar sua co-
mercializagao para os mercados interno e externo, o Ministério da Agri-
cultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) aprovou, em 2001, uma le-
gislagao especifica com padrbes de identidade e qualidade da prépolis
produzida no Pais. Esse regulamento consta na Instrugdo Normativa N°
03, de 19 de janeiro de 2001 (Brasil, 2001), em que séo estabelecidos os
requisitos fisico-quimicos para avaliagado da qualidade da prépolis bruta
(Tabela 1).

Tabela 1. Requisitos fisico-quimicos e limites estabelecidos pela legislagdo
brasileira para avaliagao da qualidade da propolis bruta.

Requisitos Limites estabelecidos pela
fisico-quimicos Legislacao Brasileira
Perda por dessecacéo Maximo de 8% (m/m)
Cinzas Maximo de 5% (m/m)

Cera Méaximo de 25% (m/m)
Compostos fendlicos Minimo de 5% (m/m)
Flavonoides Minimo de 0,5% (m/m)
Atividade de oxidacao Maximo de 22 segundos
Massa mecanica Maximo de 40% (m/m)
Soluveis em etanol Minimo de 35% (m/m)

Fonte: Adaptada de Brasil (2001).

Preparo de amostras de prépolis pararealizagao de analises
fisico-quimicas

As amostras de propolis bruta coletadas nas colbnias devem ser lim-
pas, retirando-se poeira, pedacos de madeira, abelhas mortas, tracas e
qualquer tipo de material estranho. Apds separagao de impurezas, cada
amostra € acondicionada em recipientes ou sacos plasticos com boa ve-
dacao, ao abrigo da luz e em freezer. A prépolis é congelada para tornar
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a sua trituragdo mais facil. Sem o congelamento, é impossivel fragmen-
ta-la em pequenas particulas para melhorar a extragdo. As amostras de
propolis séo pulverizadas com o auxilio de almofariz, homogeneizadas,
pesadas e armazenadas em freezer.

Obtencao do extrato etandlico de prépolis por Soxhlet

As amostras de propolis, depois de maceradas, sao extraidas em etanol a
quente, em aparelho do tipo Soxhlet (Figura 4), permanecendo em refluxo
por 8 horas (Woisky, 1996). O extrato etanodlico obtido € armazenado em
geladeira por 24 horas para analise posterior do teor de ceras.

¥ Saida £
de agua z
condensador £
Entrada P
de agua &
argola
Tubo cartucho
extrator de celulose
sifao
garra
baldo extrato
etandlico
Chapa
aquecedora

Figura 4. Obtencéo do extrato etandlico de diferentes
amostras de propolis em equipamento Soxhlet, com
refluxo de solvente em um processo intermitente (A);
esquema geral do extrator tipo Soxhlet (B); detalhe do
extrato etandlico de amostra de prépolis (C).
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Materiais

¢ Baldes volumétricos de 100 mL e 250 mL
¢ Bal&do de fundo chato de 250 mL
e Cartucho extrator

e Conjunto de extrator de Soxhlet
e Dessecador

e Espatula

e Frasco Duran ambar de 250 mL
e Funil

o Kitasato

e Papel-toalha

o Papel-filtro

e Pérolas de vidro

e Piceta

e Pinca

e Proveta de 200 mL

e Vidro de reldgio

Equipamentos

e Balanga analitica

e Bomba de vacuo

e Capela de exaustao
e Estufa

o Freezer

e Placa aquecedora

o Refrigerador

Reagente: etanol
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Procedimento

e Colocar o conjunto de papel-filtro e cartucho de extragao (que sera utili-
zado para colocar a amostra de proépolis) por 1 hora em estufa a 105 °C.

e Apods o término do tempo, retirar o conjunto, colocar em placa de Petri
no dessecador e aguardar o resfriamento.

e Pesar e anotar os valores do conjunto cartucho + papel.

e Pesar no papel-filtro aproximadamente 2,5 g de prépolis bruta pulve-
rizada, dobrar o papel-filtro de forma que a amostra de propolis fique
bem-acondicionada.

e Colocar o papel com prépolis no cartucho e condiciona-lo no extrator
de Soxhlet (P1= peso do papel + prépolis + cartucho).

e Colocar pérolas de vidro ou porcelana e aproximadamente 170 mL de
etanol em um bal&do de fundo chato de 250 mL.

¢ Acoplar o balao com solvente em um sistema de extracdo por Soxhlet
(Figura 4) e deixar em refluxo por 8 horas.

¢ Retirar o baldo com o extrato de prépolis do sistema de refluxo.

e Armazenar em geladeira por 24 horas para analise posterior do teor de
ceras (tempo superior ndo prejudica o resultado da analise).

e Transferir o extrato etandlico para um baldo volumétrico de 100 mL
depois da retirada da cera por filtragdo e completar o volume para uso
nas demais analises.

Analises fisico-quimicas

Perda por dessecagao (umidade)

A analise da perda por dessecacao é utilizada para determinar o teor
de umidade da amostra de propolis. Se o local onde a prépolis foi depo-
sitada na colmeia tiver contato direto com o ambiente externo, podem
ocorrer variagdes no teor de umidade (Franco et al., 2000; Melo et al.,
2012), com implicagdes na qualidade final do produto. Um elevado teor
de umidade na proépolis pode favorecer o crescimento de fungos e tornar
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o produto improprio para consumo e comercializagao, visto que o limite
maximo permitido para esse parametro pela legislacdo brasileira é de
8% (Brasil, 2001).

Principio do método: Fundamenta-se na medida gravimétrica da perda
por dessecagcdo em amostras de propolis, utilizando-se estufa a tem-
peratura de 105 °C. A metodologia de analise utilizada é baseada na
diferenga de massa, antes da secagem da amostra em estufa e depois
da secagem. A perda de massa nao € devido somente a agua removida,
mas também a outras substancias que se volatilizam nessas condigbes
(Farmacopeia Brasileira, 1998; AOAC International, 1995). Essa anélise
é realizada em triplicata e a perda por dessecagao a 105 °C é calculada
pela razao entre a massa do material volatilizado e a massa inicial de
propolis, em porcentagem.

Materiais

e Dessecador

e Cadinho de porcelana
e Espatula

¢ Pinga

Equipamentos
e Estufa

¢ Balanca analitica

Procedimento

e Colocar trés cadinhos (triplicata) identificados no fundo com lapis grafite
em uma estufa a 105 °C por 1 hora.

e Desligar a estufa, retirar os cadinhos com o auxilio de uma pinga e colo-
car em um dessecador por aproximadamente 60 minutos.

e Pesar os cadinhos em balanga analitica e anotar o peso 1 (P1).
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e Pesar aproximadamente 3,0 g da amostra de propolis em cada cadinho e
levar a estufa a 105 °C por 2 horas.

e Retirar os cadinhos da estufa com o auxilio de uma pinga e colocar no
dessecador até esfriar.

e Pesar os cadinhos e anotar o peso 2 (P2).
e Calcular a perda por dessecacao (umidade) em prépolis usando-se a
equacgao abaixo:
2—P1

I
Perda por dessecacio (%) = T 100

Em que:

P1 = peso do cadinho tarado a 105 °C
P2 = peso do cadinho + amostra seca a 105 °C

W = peso da amostra

Determinacao de cinzas (material mineral)

A determinagao do teor de cinzas representa a quantificacdo da matéria
de origem mineral na amostra e é importante na avaliagdo da qualidade da
propolis, pois teores elevados podem evidenciar possiveis adulteragdes do
produto pela adi¢éo de areia ou outros materiais, especialmente em amos-
tras na forma de po6 (Woisky; Salatino, 1998), ou podem ser decorrentes de
contaminagdes durante os procedimentos de coleta e manipulagdo do pro-
duto (Melo et al., 2012). Pela legislagao vigente, 0 maximo permitido para o
teor de cinzas em propolis é 5% (Brasil, 2001).

Principio do método: Fundamenta-se na medida gravimétrica do teor de
cinzas em proépolis, utilizando-se mufla a temperatura de 600 °C (AOAC
International, 1997a; Funari; Ferro, 2006). As determinagdes sao feitas em
triplicata e o resultado é expresso em porcentagem. O teor de cinzas é ob-
tido ao se calcinar a propolis, eliminando-se toda a matéria organica, o que
resulta em toda a matéria de origem mineral existente na amostra. No ma-
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terial resultante, estdo presentes metais como potassio, chumbo, cadmio,
cobre, zinco, estanho, entre outros.

Materiais

e Dessecador

e Cadinho de porcelana
e Espatula

e Pinga para cadinho (35 cm ou maior)

Equipamentos
o Mufla

e Balancga analitica

Procedimento

e Colocar trés cadinhos (triplicata) identificados no fundo com lapis grafi-
te em uma mufla a 600 °C por 30 minutos.

e Desligar a mufla e aguardar diminuir a temperatura para aproximada-
mente 200 °C.

e Retirar os cadinhos da mufla com o auxilio de uma pinga.
e Colocar os cadinhos em um dessecador por aproximadamente 2 horas.

e Pesar cada cadinho depois de frio em balanga analitica e anotar o
peso 1 (P1).

e Pesar aproximadamente 3 g da amostra de prépolis em cada cadinho.
e Colocar em mufla a 600 °C por 5 horas.

e Desligar a mufla e aguardar diminuir a temperatura para aproximada-
mente 250 °C.

e Retirar os cadinhos da mufla com o auxilio de uma pinga e colocar no
dessecador até esfriar.
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e Pesar os cadinhos e anotar o peso (P2).

e Calcular o teor de cinzas (material mineral) em prépolis usando-se a
seguinte equagao:

_ P2 — P1
Cinzas (%) = TxlOO

Em que:
P1 = peso do cadinho tarado a 600 °C
P2 = peso do cadinho tarado + amostra calcinada a 600 °C

W= peso da amostra de prépolis

Massa mecénica (residuo insoluvel em etanol)

O teor de massa mecanica refere-se as particulas incorporadas a propolis
durante a sua elaboracéo pelas abelhas ou na sua retirada das colmeias,
como fragmentos de folhas e insetos, pedagos de madeira, etc. Como indi-
cador da qualidade da prépolis, valores elevados desse parametro podem
indicar colheita e processamento inadequados do produto ou adulteragao
(Sawaya et al., 2011; Melo et al., 2012). O valor maximo estabelecido pela
legislacdo brasileira para massa mecéanica em propolis é de 40% (m/m)
(Brasil, 2001).

Principio do método: Fundamenta-se na medida gravimétrica do teor de
solidos insolluveis em etanol em amostras de propolis, utilizando-se estufa
a temperatura de 105 °C. O teor de residuo insoluvel é calculado pela razdo
entre a massa do residuo retido no cartucho no processo de obtengéo do
extrato etandlico de propolis e a massa inicial da amostra, sendo expresso
em porcentual (Funari; Ferro, 2006; Matsuda, 2006; Melo et al., 2012).
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Materiais

o Balbes volumétricos de 100 mL e 250 mL
e Bequer de 250 mL

e Cartucho extrator

e Conjunto extrator de Soxhlet

e Dessecador

e Espatula

e Frasco Duran ambar de 250 mL
o Funil

o Kitasato

e Papel-toalha

e Papel-filtro

e Pérolas de vidro

¢ Piceta

e Pinga

e Proveta de 200 mL

¢ Vidro de reldgio

* Equipamentos

e Balanga analitica

e Bomba de vacuo

e Capela de exaustao
e Estufa

o Freezer

¢ Placa aquecedora

o Refrigerador

* Reagente: etanol
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Procedimento

e Retirar o conjunto cartucho + papel com o residuo insoltuvel de prépolis
do extrator Soxhlet, depositar em um vidro de reldgio e levar a capela de
exaustao para evaporar o excesso de solvente por 1 hora.

e Secar o conjunto em estufa a 105 °C por 2 horas (Figura 5B).

¢ Retirar o conjunto da estufa com o auxilio de uma pinga e deixar esfriar
em um dessecador por aproximadamente 30 minutos.

e Pesar o conjunto e repetir a operagdo até peso constante. Anotar o
peso (Pc2).

e Calcular o teor de residuo insoluvel conforme equagao abaixo.

Pc2 — Pcl

Residuo insoltvel (%) = TxlOO

Em que:
Pc1 = peso do conjunto (cartucho + papel)

Pc2 = peso do conjunto (cartucho + papel + residuo insoluvel)

W = peso da propolis

Fi
b i

Fotos: Maria Teresa do R. Lopes

Figura 5. Residuo insolivel em etanol e extrato etandlico de amostra de prépolis
(A); residuo insoltivel em etanol em estufa de secagem (B).
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Determinacéao de cera

A cera é naturalmente adicionada no processo de elaboragao da propolis
pelas abelhas, no entanto maior quantidade de cera pode ser incorporada
a proépolis, de acordo com a necessidade da colbnia. Isso pode acontecer
em periodos em que as abelhas necessitam vedar a colmeia, como no in-
verno ou em periodos chuvosos, mas nao encontram quantidade suficiente
de resinas na vegetacao (Silva et al., 2006; Sawaya et al., 2011). Portanto
valores elevados de cera implicam menor teor de resinas e de demais
substancias responsaveis pelas atividades biolégicas da prépolis (Woisky;
Salatino, 1998; Funari; Ferro, 2006), o que torna desejavel a obtencéo de
amostras com menores teores de cera. Nesse sentido, a legislagao brasilei-
ra estabelece o valor maximo de 25% para o teor de cera em amostras de
prépolis bruta (Brasil, 2001).

Principio do método: Fundamenta-se na medida gravimétrica do teor de
ceras em amostras de propolis, utilizando-se estufa a temperatura de 105
°C (Funari; Ferro, 2006). O teor de cera € determinado a partir da amostra
previamente triturada, pesada em cartucho de celulose e extraida em apa-
relhno Soxhlet com etanol absoluto. Baseia-se na quantificagdo de todo o
material da amostra soluvel em etanol a quente e insolivel em etanol a frio.
Essas propriedades fisicas séo inerentes as classes de constituintes comu-
mente encontradas em ceras de abelhas, como os alcanos, os ésteres, o0s
cetonas e os alcoois de cadeia longa e linear, todos derivados de acidos
graxos. O teor de cera é calculado pela razao entre a massa de material
retido no filtro e a massa inicial de propolis utilizada na extragao, sendo
expresso em porcentagem.

Materiais
e Baldes volumétricos de 100 mL e 250 mL
e Béquer de 100 mL e 250 mL

e Capela
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e Cartucho extrator

e Conjunto de extrator Soxhlet
e Dessecador

e Espatula

e Frasco Duran d&mbar de 250 mL
e Funil

o Kitasato

e Papel-toalha

e Papel-filtro

e Pérolas de vidro

¢ Piceta

¢ Pinga

e Proveta de 100 mL

¢ Vidro de reldgio

Equipamentos

e Balanga analitica
e Bomba de vacuo
o Estufa

e Freezer

e Placa aquecedora

o Refrigerador

Reagente: etanol

Extrato etandlico de prépolis por Soxhlet: obtido conforme descrito no
item anterior.
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Procedimento

e Colocar o baldo com o extrato etandlico de prépolis no freezer por 30
minutos, apds transcorrido o tempo de 24 horas em refrigeracdo, para
precipitacao da cera (Figura 6A).

e Efetuar a filtragdo com um papel-filtro previamente tarado [apds secagem
em estufa a 105 °C por 1 hora, resfriado por 30 minutos em dessecador,
seguido de pesagem em balanga analitica (Pp1 = peso do papel-filtro)].
Se necessario, usar um sistema de bomba de vacuo para auxiliar na fil-
tracao.

e Lavar a cera depositada no papel-filtro (residuo da filtragdo) com porgdes

de etanol resfriado a aproximadamente 16 °C, até o clareamento da cera.

o Aferir o extrato etandlico livre de cera em um baldo de 100 mL, tendo o
cuidado de juntar as porgdes de etanol usadas para lavagem do bal&o.

e Acondicionar em recipiente de vidro &mbar vedado e reservar para as
demais andlises.

e Depositar o papel-filtro com a cera em um vidro de relégio e deixar na
capela para evaporar o solvente.

e Colocar o papel-filtro com a cera em uma estufa pré-aquecida a 105 °C
por 2 horas.

o Retirar o papel-filtro com a cera da estufa (Figura 6B) com o auxilio de
uma pinga e deixar esfriar em dessecador por aproximadamente 30 mi-
nutos.

e Pesar em balanca analitica (Pp2 = peso do papel + cera) e repetir a ope-
racao até obter peso constante.

e Calcular o teor de cera (%) conforme equagéao abaixo.
Pp2 — Ppl

Teor de cera (%) = TxlOO
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Em que:
Pp1 = peso do papel tarado a 105 °C
Pp2 = peso do papel + cera seca a 105 °C

W = peso da amostra de prépolis

Figura 6. Cera precipitada no extrato etandlico de propolis (A); residuo de cera seco
em estufa (B).

Determinacgao de compostos fendlicos pelo método de Folin-Denis

Os compostos fendlicos fazem parte da composi¢éo quimica da propo-
lis e estdo diretamente relacionados as propriedades bioldgicas desse
produto, entre as quais se destacam as atividades antimicrobianas e an-
tioxidantes (Castro et al., 2007; Melo et al., 2012). O teor de compostos
fendlicos depende da origem botéanica, do local e da época de coleta da
propolis (Silva et al., 2006; Melo et al., 2012; Ferreira et al., 2017).

Como a qualidade da prépolis tem estreita relagdo com os niveis de
compostos fendlicos, foi estabelecido pela legislagao brasileira um limite

Fotos: Maria Teresa do R. Lopes
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minimo de 5% para essa classe de compostos em amostras de propolis
bruta (Brasil, 2001).

Principio do método: Fundamenta-se na analise de compostos fendlicos
em amostras de propolis por meio de calorimetria, utilizando-se um es-
pectrofotémetro UV-Visivel, com leituras na faixa do visivel. Baseia-se na
reagdo dos compostos fendlicos com o reagente de Folin-Denis e poste-
rior quantificagdo espectrofotométrica a 760 nm. A metodologia de fendis
totais por Folin-Denis € uma reagao de oxido-redugao baseada no uso de
compostos com estrutura fosfotingstico-fosfomolibidica como reagente co-
lorimétrico, cujo ion fenolato é oxidado nas condi¢bes alcalinas, enquanto
reduz o complexo fosfotungstico-fosfomolibidico, resultando em uma solu-
céo de coloracdo azul (AOAC International, 1997b; Woisky, 1996; Angelo;
Jorge, 2007).

Materiais

e Baldes volumétricos de 50 mL, 250 mL, 500 mL e 1.000 mL
e Béquer de 100 mL, 250 mL, 500 mL e 1.000 mL
e Cartucho extrator

e Conjunto de extrator Soxhlet

e Crondmetro

e Cubeta de quartzo

e Dessecador

e Frasco Duran ambar de 250 mL

o Freezer

o Funil

o Kitasato

e Lenco de papel

e Mangueira de silicone

o Papel-filtro
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e Pérolas de vidro

¢ Piceta

¢ Pinga

e Pipetas automaticas (1,0 mL a 10,0 mL)
e Placa aquecedora

e Proveta de 200 mL

¢ Vidro de reldgio

Equipamentos

e Balanga analitica

e Capela

e Compressor de ar

e Espectrofotdmetro UV-Visivel

o Refrigerador

Reagentes

o Acido fosfomolibidico

e Acido fosférico

e Agua destilada

e Carbonato de sodio anidro
e Etanol

e Quercetina

e Tungstato de sodio

Procedimento

Preparo de solugoes:

Solugao padrao de quercetina (200 pg/mL)

31
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e Pesar 0,05 g de quercetina em um béquer de 250 mL.

e Diluir em aproximadamente 50 mL de etanol, com o auxilio de placa quen-
te e agitagdo magnética.

e Aguardar esfriar e transferir para um baldo volumétrico de 250 mL com
aproximadamente 150 mL de etanol.

e Completar o volume com etanol a temperatura de + 16 °C (refrigerar o
etanol e a solugéo na geladeira antes de completar o volume).

Solugao reagente de Folin-Denis

e Adicionar 190 mL de agua destilada em um balao de fundo chato.

e Acrescentar 25 g de tungstato de sodio, 5 g de acido fosfomolibidico e
12,5 mL de &cido fosférico.

e Colocar a solugdo em refluxo por 2 horas e, apds esse tempo, retirar do
refluxo.

e Resfriar a solugdo e transferir para um baldao volumétrico de 250 mL.

e Completar o volume com agua destilada.

Solugao de carbonato de sodio saturada 35%

e Pesar 175 g de carbonato de sddio anidro em um béquer de 1.000 mL.

e Medir 500 mL de agua destilada em proveta e transferir para o béquer para
dissolver o carbonato com o auxilio de placa aquecedora com agitagdo
magnética a temperatura de 70 °C a 80 °C.

e Armazenar a solugdo em um frasco plastico.

Construcao da curva padrao para determinagao de fenoéis

e Pipetar, em quatro tubos de ensaio de 20 mL, 0,8 mL de solugao de Folin-
Denis, aliquotas de agua destilada e de solugédo padrdao de quercetina a
200 pg/mL, conforme descrito na Tabela 2.
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Tabela 2. Volumes de reagentes para curva padréo de fendis com solugéo
padrao de quercetina (200 uG/ML).

Folin- Agua Padriode Carbonato Volume Concen- Tubos
Denis (mL) Quercetina de sédio finaldo tragao

(mL) (mL) (mL) tubo (ng/mL)

(mL)
0,8 8,4 0,0 0,8 10 0,0 Branco
0,8 8,3 0,1 0,8 10 2,0 Tubo 1
0,8 8,2 0,2 0,8 10 4,0 Tubo 2
0,8 8,1 0,3 0,8 10 6,0 Tubo 3
0,8 8,0 0,4 0,8 10 8,0 Tubo 4

Obs: Curva padrao de fendis com concentragéo de 2,0 yL a 8,0 pL

e Agitar por alguns segundos e, no intervalo de 1 a 8 minutos, acrescentar
0,8 mL da solugao de carbonato de sédio saturada.

e Deixar em repouso por 30 minutos.
e Fazer a leitura em espectrofotdmetro a 760 nm.

e Preparar um branco adicionando todos os reagentes menos a solu¢ao pa-
dréao de quercetina.

Extrato etandlico de prépolis por Soxhlet: obtido conforme descrito no
item anterior.

Determinagdo de compostos fenélicos no extrato etanoélico de propolis

e Transferir uma aliquota de 0,4 mL do extrato etandlico livre de cera para
trés tubos de ensaio de 20 mL, que contenham 8,0 mL de agua destilada.

e Acrescentar 0,8 mL da solugéo de Folin-Denis.

e Agitar por alguns segundos e, no intervalo de 1 a 8 minutos, acrescentar
0,8 mL de solucao de carbonato de sddio saturada.

e Completar o volume final para 10 mL com agua destilada e agitar.
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e Fazer a leitura em espectrofotdbmetro a 760 nm.
o Utilizar o mesmo branco da curva padrao para zerar o aparelho.
e Calcular o teor de compostos fendlicos na amostra de propolis conforme

a equacgao abaixo:

C t 61i g _ W.lVs 0,1
ompostos fenolicos em 100g_ m.Vax ;

Em que:

W = mg de compostos fendlicos na aliquota, obtido da curva de calibragao
Vs = volume da solugao estoque em mL

Va = volume da aliquota em mL

m = massa da amostra em g

0,1 = fator de converséao de g/kg para g/100 g

(W = coeficiente angular da curva de calibragdo x Absorbancia da amostra
- variavel independente da curva)

Determinacéao do teor de flavonoides

Os flavonoides sdo os compostos fendlicos mais analisados da prépolis
(Menezes, 2005). O teor de flavonoides é considerado um indice importante
na avaliagao da qualidade da propolis em virtude das atividades bioldgicas
dessa classe de compostos, que sdo considerados os mais abundantes e
efetivos antioxidantes de alguns tipos de proépolis, (Menezes, 2005; Lustosa
et al., 2008; Melo et al., 2012).

O conteudo de flavonoides, assim como a atividade bioativa da prépolis,
pode variar com a origem botanica, o local e a época de coleta (Castro et
al., 2007; Melo et al., 2012). Pela legislagao brasileira vigente, o teor de fla-
vonoides estabelecido em propolis destinada aos comércios nacional ou
internacional deve ser no minimo de 0,5% (m/m) (Brasil, 2001).
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Principio do método: Fundamenta-se na analise de flavonoides em amos-
tras de propolis por meio de colorimetria, utilizando-se um espectrofo-
tdbmetro UV-Visivel, com leituras na faixa do visivel a 425 nm, e o uso de
quercetina como padrdo. A quantificacao do teor de flavonoides totais &
realizada por espectrofotometria, utilizando-se cloreto de aluminio como
reagente de deslocamento. Baseia-se na propriedade do cation aluminio de
formar complexos estaveis com os flavonoides, evitando a interferéncia de
outras substancias fendlicas (Woisky,1996; Marcucci et al., 1998; Woisky;
Salatino, 1998). O conteudo total de flavonoides é expresso em miligrama
equivalente de quercetina por grama de extrato de prépolis.

Materiais

e Baldes volumétricos de 50 mL, 250 mL, 500 mL e 1.000 mL
e Béquer de 100 mL, 250 mL, 500 mL e 1.000 mL
e Cartucho extrator

e Conjunto de extrator Soxhlet

e Crondmetro

e Cubeta de quartzo

e Dessecador

e Frasco Duran ambar de 250 mL

e Funil

o Kitasato

e Lencgo de papel

e Mangueira de silicone

e Papel-filtro

e Pérolas de vidro

e Piceta

e Pinca

e Pipetas automaticas (1,0 mL a 10,0 mL)

e Proveta de 200 mL

e Vidro de relégio
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Equipamentos

¢ Balanca analitica

e Bomba de vacuo

e Capela

o Espectrofotdmetro UV-Visivel
e Freezer

e Placa aquecedora

o Refrigerador

Reagentes

e Agua destilada

e Cloreto de aluminio
e Etanol

e Quercetina

Procedimento

Preparo de solugées:

Solugao padrao de quercetina (200 pg/mL)
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e Pesar 0,05 g de quercetina em um béquer de 250 mL e diluir com apro-
ximadamente 50 mL de etanol, com o auxilio de placa quente e agitagcédo

magnética.

e Aguardar esfriar e transferir para um baldo volumétrico de 250 mL com

aproximadamente 150 mL de etanol.

e Completar o volume com etanol a temperatura de + 16 °C (refrigerar o

etanol e a solugdo antes de completar o volume).

Solugao de cloreto de aluminio a 5%

e Pesar 12,5 g de cloreto de aluminio em um béquer de 250 mL.
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e Diluir com aproximadamente 200 mL de etanol e transferir para um balédo
de 250 mL.

e Completar o volume com etanol.

Construcao da curva padrao para determinacao de flavonoides em
propolis

e Pipetar, em quatro tubos de ensaio, 1,0 mL de solugéo de cloreto de alu-
minio (AICI,) a 5%, aliquotas de etanol PA e de solugéo padrao de querce-
tina a 200 pg/mL, conforme Tabela 3.

e Agitar por alguns segundos.
e Deixar em repouso por 30 minutos.
e Fazer a leitura em espectrofotdmetro a 425 nm.

e Preparar um branco adicionando todos os reagentes menos a solugéo
padrao de quercetina.

e Construir a curva em planilha eletrénica com determinagao da equagao
da curva e dor2

Tabela 3. Volumes de reagentes para curva padrdo de flavonoides® com
solugéo padrao de Quercetina (200 pg/mL)* Curva padrao de flavonoides
de4 pyLa12 L

Etanol Padrdao de Sol.cloreto Volume Concentragdo Tubos

(mL) quercetina de aluminio final (ng/mL)
(mL) (mL) do tubo
(mL)
9,0 0,0 1,0 10 0,0 Branco
8,8 0,2 1,0 10 4,0 Tubo 1
8,7 0,3 1,0 10 6,0 Tubo 2
8,6 0,4 1,0 10 8,0 Tubo 3
8,4 0,6 1,0 10 12,0 Tubo 4

* Curva padréo de flavonoides de 4 yL a 12 pL
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Extrato etanodlico de prépolis por Soxhlet: obtido conforme descrito em
item anterior.

Determinacao de flavonoides no extrato etandlico de propolis

o Transferir uma aliquota de 4,0 mL do extrato etandlico livre de ceras para
tubos de ensaio de 20 mL, que contenham 6,0 mL de etanol.

e Acrescentar 1,0 mL da solugéo de cloreto de aluminio a 5%. Agitar por
alguns segundos.

e Fazer a leitura em espectrofotdbmetro a 425 nm, apdés 30 minutos de re-
pouso.

e Utilizar o mesmo branco da curva padrao para zerar o aparelho.

e Realizar o célculo do teor de flavonoides utilizando a seguinte equagao:

) g W.Vs
Flavonoides em = x 0,1
100g m.Va

Em que:

W = mg de flavonoides na aliquota, obtido da curva de calibragéo
Vs = volume da solugao estoque em mL

Va = volume da aliquota em mL

m = massa da amostra em g

0,1 = fator de converséao de g/kg para g/100 g

(W = Coeficiente angular da curva de calibragdo x Absorbancia da amostra
+ variavel independente da curva)

De acordo com a legislagao (Brasil, 2001), a prépolis é classificada quanto
ao teor de flavonoides em:

- Baixo teor: até 1,0% (m/m).
- Médio teor: >1,0% - 2,0% (m/m).
- Alto teor: >2,0% (m/m).
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Determinacao da atividade de oxidagao (indice de oxidagao)

O indice de oxidagao sofre variagbes quanto ao periodo pés-colheita e as
condicdes de armazenamento da prépolis, cujos longos periodos de ar-
mazenamento em condigdes de elevada temperatura provocam aumento
desse parametro, com efeitos sobre sua atividade bioldgica (Asis, 1989;
Melo et al., 2012). Em decorréncia disso, a legislacao limita o indice de
oxidagao em até 22 segundos (Brasil, 2001). Observa-se estreita relagao
entre o indice de oxidagao e os teores de compostos fendlicos e flavonoi-
des, especialmente em alguns tipos de prépolis, como a prépolis verde
(Bastos et al., 2011).

Principio do método: Fundamenta-se na determinagéo do indice de oxi-
dagdo em amostras de propolis por meio do uso de permanganato de po-
tassio como agente oxidante dos fendis e flavonoides presentes na amostra
(Melo et al., 2012). A analise é feita em duplicata e o resultado é expresso
pelas médias dos tempos de desaparecimento da cor rosa, registrados em
segundos.

Materiais

e Baldo volumétrico de 1.000 mL
e Béquer de 100 mL e 250 mL

e Cadinho de Gooch

e Crondbmetro

e Frasco Duran ambar de 250 mL
e Funil

o Kitasato

e Mangueira de silicone

¢ Papel-filtro

e Piceta
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e Pipetas automaticas (1,0 mL a 10,0 mL)
e Proveta 200 mL

Equipamentos

e Balanga analitica

e Bomba de vacuo

e Capela de exaustao
e Estufa

e Placa aquecedora

Reagentes

e Agua destilada

o Acido sulfurico

e Etanol

¢ Oxalato de sodio

e Permanganato de potassio

Preparo de solu¢des (Segundo procedimentos descritos em Morita; As-
sumpgao, 2007):

Solugdo de permanganato de potassio 0,1 N (KMnO,)

e Pesar 3,2 g de permanganato de potassio em um béquer.

e Diluir com aproximadamente 100 mL de agua destilada.

e Transferir para um baldo de 1.000 mL e completar o volume.

e Transferir a solugédo para um béquer e aquecé-la entre 60 °C e 70 °C por
2 horas (placa quente ou banho-maria).

o Filtrar a solugéo para remover a parte insoluvel por meio de um cadinho
de Gooch que contenha polpa de amianto, para ndo decompor o KMnO,.

e Armazenar em frasco &mbar e em auséncia de luz.

e Padronizar a solugado a cada 2 meses de uso.
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Solugao padrao de 0,05 mol/L de oxalato de sédio

e Pesar em um béquer de 250 mL exatamente 6,701 g de oxalato de sddio,
previamente dessecado em estufa a 110 °C por 2 horas.

e Adicionar 100 mL de agua destilada quente.
e Agitar para dissolver e aguardar o resfriamento.

e Transferir para um baldo de 1.000 mL e completar o volume.

Observacao: Nao armazenar a solugdo em frasco de vidro.

Padronizagdo de KMnO, 0,1 N com oxalato de s6dio

e Pipetar 20 mL da solugao de oxalato de sddio 0,05 mol/L e transferir para
um erlenmeyer de 250 mL de capacidade.

e Acrescentar + 20 mL de agua destilada e 4 mL de H,SO, PA.
e Aquecer a solugao entre 70 °C e 80 °C.

e Titular a quente com a solugdo de KMnO,, em constante agitagdo, até
que a solugao titulada se torne levemente rosa.

e Observar se a cor persiste por mais de 30 segundos. A temperatura da
solucao deve permanecer acima de 60 °C até o final da titulagao.

e Fazer um branco usando a mesma quantidade de agua e 4 mL de H,SO,
PA, nas mesmas condi¢gbes de temperatura na titulagdo com a solugéo
de KMnO,.

e Calcular a concentragédo de KMnO, em mol/L subtraindo-se o volume
usado (mL) da solugdo de KMnO, na titulagdo da prova em branco do
volume usado na padronizagao com o oxalato de sédio.

e A reacao é representada pela seguinte equacgéo:

5C,02 + 2MnO, + 16 H*=>10CO, + 2Mn? + 8H,0
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Procedimento
e Pipetar 4 mL do extrato de prépolis em um béquer de 100 mL.

e Adicionar 46 mL de agua destilada (solugado 0,2%) e agitar com um bas-
tao de vidro.

e Pipetar 1,0 mL da solugdo de propolis diluida e acrescentar 40 mL de
agua destilada em um béquer de 100 mL.

e Acrescentar 1,0 mL de H,SO, a 20%, misturar bem e resfriar em banho de
gelo com temperatura entre 18 °C e 20 °C.

e Acrescentar 5 uL de KMnO, 0,1N .

e Cronometrar e anotar o tempo até o desaparecimento da cor rosa contra
um fundo branco.

Determinagao de residuo seco (solluveis em etanol)

Residuo seco ou extrato seco é o parametro que quantifica a porcentagem
de solidos soluveis extraidos da propolis por um determinado solvente (Fu-
nari; Ferro, 2006; Bastos et al., 2011). Uma vez que reflete a quantidade
de resinas bioativas extraiveis pelo solvente (Sawaya et al., 2011), esse
parédmetro pode estar relacionado aos teores de compostos fendlicos e
flavonoides e ao indice de oxidagao (Silva et al., 2006; Bastos et al., 2011)
e apresenta variagdes de acordo com o local e com o periodo de coleta da
propolis (Sousa et al., 2007). A legislagao brasileira determina que o teor de
solidos soluveis em etanol em amostras de prépolis deve ser, no minimo,
35% (m/m) (Brasil, 2001).

Principio do método: Fundamenta-se na secagem de uma aliquota defini-
da do extrato etandlico de propolis livre de cera, a uma temperatura de 105
°C em estufa, até peso constante. O teor de sdlidos soluveis em etanol &
expresso em porcentagem (Funari; Ferro, 2006; Matsuda, 2006).
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Materiais

e Capsulas

e Dessecador
e Garra

¢ Pipeta volumétrica

Equipamentos
e Balanga analitica

e Estufa

Procedimento

e Colocar trés capsulas identificadas a lapis no fundo, ajustar a
estufa para 105 °C e deixar por, no minimo, 1 hora apés a tempe-
ratura ser atingida.

e Desligar a estufa e tirar as capsulas com uma garra, colocar no
dessecador e aguardar esfriar.

e Pesar em balanga analitica (Ps1).

e Pipetar uma aliquota de 5 mL do extrato de prépolis livre de cera
em cada uma das capsulas.

e Levar a estufa a 105 °C por 2 horas.

e Retirar a amostra com o auxilio de uma garra, colocar no desse-
cador e aguardar esfriar.

e Pesar em balanca analitica (Ps2); repetir a operagédo até peso
constante.

e Calcular o teor de sdlidos soluveis em etanol (%) conforme a
equacéo abaixo.
P52 —Psl

Solidos soluveis (%) = —w  ~ 100

43
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Em que:
Ps1 = peso inicial da capsula
Ps2 = peso final da capsula

W= peso da amostra de prépolis bruta, correspondente a aliquota de 5 mL
do extrato
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