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Resumo

Os produtos naturais vém sendo bastante explorados, onde pode-se destacar a
propolis, material produzido pelas abelhas no qual envolve substancias resinosas, material
gomoso ¢ balsdmico, que possui diversas aplicacdes na area farmacéutica e alimenticia por
conta de seus atributos antimicrobianos, anti-inflamatorio e antioxidante. Com base nisso,
objetivo deste estudo foi comparar a atividade antioxidante de amostras de propolis obtidas
por raspagem e fita extraidas com solventes distintos de municipios da regido Oeste do
Parana. Para a extragdo foram utilizadas as misturas dos solventes etanol/isopropanol (50:50),
acetato de etila/acetona (27:73) e acetona/etanol (67:33). Para determinagdo da atividade
antioxidante, foram utilizadas as metodologias de captura radicalar (ABTS e DPPH) e FRAP
como método de redugdo do ferro, enquanto que para compostos fendlicos totais e teor de
flavonoides foram determinados por Folin-Ciocalteau e cloreto de aluminio, respectivamente.
A partir da analise estatistica expressa como média + desvio padrao, foi visto que a forma de
coleta influencia diretamente na atividade antioxidante da prépolis, visto que as propolis com
maiores niveis de tais bioatividades foram coletadas através de raspagem. Também foi
evidenciado que a polaridade dos solventes também interfere na capacidade antioxidante,
tendo em vista que as menores atividades foram com acetato de etila/acetona, solventes com
polaridades mais distintas em comparacdo ao etanol/isopropanol com acetona/etanol. A partir
da andlise de correlagdo, pode-se pressupor que a maioria dos compostos fenolicos sdao
flavonoides e que os antioxidantes atuam por transferéncia de hidrogénio. Os resultados
obtidos mostram niveis elevados de atividades antioxidantes das propolis, variando de 41,91 +
0,21 a 1672,53 + 15,35 uMol ET g, evidenciando a influéncia que o método de coleta e os
solventes extratores possuem nas bioatividades da propolis. Com os resultados obtidos, ha

possibilidade de incentivo a producao e por consequéncia, agregar maior valor a este produto.

Palavras-chave: produtos apicolas; bioatividades; compostos fendlicos; flavonoides.



Abstract

Natural products have been widely explored, where we can highlight propolis, a material
produced by bees that involves resinous substances, gummy and balsamic material, which has
several applications in the pharmaceutical and food area because of its antimicrobial, anti-
inflammatory and antioxidant attributes. Based on this, the objective of this study was to
compare the antioxidant activity of propolis samples obtained by scraping and tape extracted
with different solvents from municipalities in the western region of Parana. The solvent
mixtures ethanol/isopropanol (50:50), ethyl acetate/acetone (27:73) and acetone/ethanol
(67:33) were used for extraction. For antioxidant activity determination, radical capture
methodologies (ABTS and DPPH) and FRAP as iron reduction method were used, while for
total phenolic compounds and flavonoid content were determined by Folin-Ciocalteau and
aluminum chloride, respectively. From the statistical analysis expressed as mean + standard
deviation, it was seen that the form of collection directly influences the antioxidant activity of
propolis, since propolis with higher levels of such bioactivities were collected by scraping. It
was also evident that the polarity of the solvents also interferes in the antioxidant capacity,
since the lowest activities were with ethyl acetate/acetone, solvents with more distinct
polarities compared to ethanol/isopropanol with acetone/ethanol. From the correlation
analysis, it can be assumed that most phenolic compounds are flavonoids and that the
antioxidants act by hydrogen transfer. The results obtained show high levels of antioxidant
activities of propolis, ranging from 41.91 £ 0.21 to 1672.53 + 15.35 uMol ET g’!, showing the
influence that the method of collection and the extracting solvents have on the bioactivities of
propolis. With the results obtained, there is the possibility of encouraging the production and,

consequently, adding greater value to this product.

Keywords: bee products; bioactivities; phenolic compounds; flavonoids.
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1. INTRODUCAO

O setor de apicultura no Brasil vem se intensificando bastante nesses ultimos anos,
como mostra a pesquisa feita em 2020 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), que informa que 51,5 mil toneladas de mel foram produzidas neste ano, resultando
em R$ 621,5 milhdes de valor de retorno ao pais.

A procura de produtos oriundos da apicultura ficou ainda mais alta durante a pandemia
do COVID-19, visto que estes possuem propriedades antioxidantes e antimicrobianas, que
permitem o uso do mel como um medicamento natural. Silveira e seus colaboradores (2021)
em seus estudos apontaram redu¢do do tempo da permanéncia hospitalar de pacientes com
COVID-19 que ingeriram prépolis durante o periodo de internagao.

Assim como o mel, a propolis possui atividades antioxidantes naturais e propriedades
anti-inflamatorias, antimicrobianas, anestésicas e cicatrizantes, que sdo utilizadas desde os
tempos mais remotos por egipcios, gregos e romanos (ALDEMANN, 2005). A propolis se
enquadra na fronteira entre o medicamento e o alimento, caracteristica essa que atrai tanto a
comunidade cientifica para estudos de tais propriedades, como apicultores devido ao alto
valor agregado (MATSUDA, 2006; TRUSHEVA et al., 2006).

No Brasil, ha producao de propolis nas regides Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul,
onde se conferem caracteristicas especificas para cada localizacdo geografica devido as
condi¢cdes climdticas, de vegetacdo e genéticas das abelhas. Contudo, ndo hé dados oficiais
desta produ¢do (VIDAL, 2021).

Apesar de o solvente mais amplamente utilizado para realizar a extragao da propolis
ser o etandlico, alguns autores usaram em seus estudos outros solventes, ja que a escolha do
solvente se da pela substdncia em que se deseja extrair. O tipo de solvente pode impactar
diretamente na capacidade antioxidante da prépolis, j4 que a propolis contém componentes
soluveis tanto em dgua como Oleo, podendo ndo gerar o aproveitamento mais eficiente
(MARIANO, 2014).

O objetivo deste trabalho foi relacionar o impacto que diferentes solventes extratores e
métodos de coleta possuem na atividade antioxidante e na determinacdo de fenolicos totais e
flavonoides da propolis, sendo as amostras provenientes de duas localidades diferentes do

Parana.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antioxidante de propolis da regiao Oeste do Parana.

2.2 Objetivos especificos

Obter extratos de propolis utilizando diferentes misturas de solventes;
Comparar os diferentes extratos de propolis em termos de atividade
antioxidante pelos métodos DPPH, FRAP e ABTS;

Comparar os teores de flavonoides e fendlicos totais dos extratos obtidos;
Estudar a correlacao entre os métodos aplicados;

Avaliar o efeito do método de coleta sobre a bioatividade da prépolis.
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3. JUSTIFICATIVA

O estado do Parana possui alta producdo no setor da apicultura, sendo o segundo
maior estado produtor de mel do Brasil, de acordo com a Pesquisa Pecuédria Municipal (PPM)
do ano de 2019.

Com o a discussdao crescente sobre as propriedades e usos da propolis, o produto
pode vir a ser uma alternativa de renda ao apicultor, devido ao seu alto valor agregado.

Portanto, se faz necessario o estudo de atividades antioxidantes da propolis da regido
Oeste do Parand, considerando diferentes métodos de coleta e tipos de solventes extratores

para melhor aproveitamento das particularidades e emprego deste produto na area medicinal.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 PROPOLIS

A propolis ¢ um nome genérico para a mistura complexa que envolve substancias
resinosas, material gomoso e balsamico que possuem consisténcia, textura e coloragcdo variada
(MELANI, 2009). Ela ¢ coletada pelas abelhas em diferentes partes das plantas, como brotos,
exsudatos resinosos e florais, acrescentando também cera, pdlen e secregdes salivares
(LUSTOSA et al., 2008). As abelhas do género Apis mellifera sdo as mais utilizadas pelos
apicultores na produ¢do ndo s6 de propolis, mas também de mel, por conta de possuirem
maiores rendimentos na producdo destes produtos em comparacdo as outras espécies
(SALGUEIRO, 2016).

A propolis é conhecida devido as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
cicatrizante e antimicrobiana. Pode apresentar diferentes texturas, sendo elastica e adesiva ou
dura e quebradi¢a e tem como caracteristicas o ponto de fusdo ser em média de 60-70°C, ser
maleavel acima de 30° C, ter ou ndo odor e a coloragdo pode variar de esverdeado até o
marrom escuro, por conta da sua procedéncia e idade (PARK, ALENCAR, AGUIAR, 2002;
SILVA-CARVALHO, BALTAZAR, ALMEIDA-AGUIAR, 2015).

Para as abelhas, a propolis desempenha o papel de vedar frestas para diminuir o risco
de ataque de intrusos, embalar intrusos mortos dentro da colmeia e evitar perda de calor por
conveccdo, além da fungdo antisséptica quando usada para a abelha rainha realizar a postura
dos ovos (PINTO, PRADO, CARVALHO, 2011; SEELEY, 1995).

Para os seres humanos, a propolis ¢ utilizada desde os tempos mais antigos como
produto natural. No Egito, era conhecida como cera negra e era utilizada para embalsamar
cadaveres, ou seja, era usada como anti-putrefativo. J& os gregos e romanos usavam como
produto medicinal, em vista que o médico grego Hipocrates via a propolis como um
cicatrizante e o historiador romano Plinio acreditava que o produto era capaz de aliviar dores
(ALDEMANN, 2005). Ao final do século XIX, a propolis foi amplamente usada durante a
guerra que ocorria na Africa do Sul por conta de suas propriedades cicatrizantes ¢ na Segunda
Guerra Mundial em clinicas soviéticas, onde a propolis era empregada até para tratamento da
tuberculose (LUSTOSA et al., 2008).

A partir dos anos 1950 e 1960 a propolis foi sendo atribuida ao tratamento de

problemas de satide nos paises pertencentes a antiga ex-Unido Soviética como a Poldnia e
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Bulgaria; contudo, somente em meados de 1980 que o produto se tornou popular no restante
da Europa, Japao e América. No Brasil, o interesse pela propolis surgiu na década de 80 com
o trabalho de Ernesto Breyer, que recomendou a utilizagdo do produto como antibidtico
natural (LIMA, 2006; MELANI, 2009).

Para o homem conseguir coletar a propolis, é necessario fazer uma raspagem na
colmeia ou coletar via fita (PEREIRA et al., 2015). O método de raspagem ¢ considerado
tradicional, sendo feita a partir da raspagem pelo apicultor das partes moveis da colmeia,
como ilustra a Figura 1. J4 a técnica de coleta por fita tem por objetivo estimular a
propoliza¢do sem alterar a estrutura da colmeia, através da colagem de fita no caixilho de
propolis (Figura 2), onde se obtém tiras (Figura 3) praticamente sem impurezas (BREYER,

BREYER, CELLA, 2016).

Figura 1- Coleta via raspagem da propolis

r—_.--»-#

Fonte: BREYER, BREYER, CELLA, 2016

Figura 2- Caixilho de propolis com fita

Fonte: BREYER, BREYER, CELLA, 2016
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Figura 3- Retirada das tiras de propolis

Fonte: BREYER, BREYER, CELLA, 2016

Por conta da diversidade de ecologia de flora presente nas plantas e a variagdo
genética das abelhas, ¢ dificil determinar a composi¢do quimica da propolis. Porém, ha de
modo geral, 5% de pdlen, 5-10% de 6leos essenciais, 30-40% de ceras e 50-60% de balsamos
e resinas (MATSUDA, 2006). Também esta incluso em sua composi¢do, elementos
inorganicos como cobre, ferro, estroncio, calcio e aluminio, flavonoides como quercetina e
galangina (Figura 4), 4acidos graxos como 4cido estearico e acido oleico (Figura 5),
fenilpropanoides como 4acido hidroxindmico e cafeico (Figura 6), &acidos aromaticos,
esteroides, aldeidos, ésteres, cetonas, vitaminas como Bl, B2, B3, B5, B6, C ¢ E,
hidrocarbonetos e polissacarideos (LUSTOSA et al.,2008; MARCUCCI, 1996; MATSUDA,
2006).

Figura 4- Moléculas de a) quercetina e b) galangina, flavonoides mais comumente

encontrados na propolis

OH O
Fonte: elaborado pela autora (2022)
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Figura 5- Acidos graxos encontrados em propolis

O\\C |

H/ AVAVAVAVAVAVYAVYV AV, Mid::E;t:eDarlco
0

N\ o
SNANANANNANN - Addo oliico

OH

Fonte: Adaptado de Almeida (2014)

Figura 6- Molécula de a) 4cido cafeico e b) estrutura geral do 4cido hidroxicinamico,

fenilpropanoides mais comumente encontrados na propolis

Fonte: elaborado pela autora (2022)

Com o aumento do interesse pelo consumo de propolis, as pesquisas sobre ela vém
crescendo, sendo envolvidos estudos da composi¢do quimica e das suas possiveis aplicacdes
na medicina alternativa. Tem-se um interesse especifico na prépolis brasileira por conta da
diferenca significante existente em comparagdo as propolis oriundas da zona temperada do
Norte, como o Japao e Russia devido as condi¢des climaticas, geograficas e as caracteristicas
da vegetacdo brasileira serem propicias para a producao (TRUSHEVA et al., 2006; PEREIRA
et al.,2015; SALGUEIRO, 2016).

4.2 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo as substancias que tém a capacidade de inibir ou prevenir a
oxidagdo de uma ou mais moléculas, evitando com que ocorram as reagdes em cadeia. Sao
categorizados pelo mecanismo de acdo, sendo subdivididos em antioxidantes primarios,
removedores de oxigénio, sinergistas, mistos, agentes quelantes e biologicos (DEGASPARI,

WASZCZYNSKY]J, 2004; ANTOLOVICH et al., 2001).
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Os antioxidantes primarios sdo os compostos fenolicos que causam a inativagdo ou
remocao dos radicais livres a partir da doagao de atomos de hidrogénio aos mesmos (LUZIA,
JORGE, 2009). O antioxidante sinergista possui pouca atividade antioxidante e pode atuar
como potencializador da atividade dos antioxidantes primarios. O acido ascorbico ¢ um
exemplo, j4& que o composto pode atuar como sinergista da regeneracao de antioxidantes
primarios (RAMALHO, JORGE, 2006).

Ja os antioxidantes removedores de oxigénio atuam em reagdes estaveis capturando o
oxigénio presente (BAILEY, 1996).

O tipo quelante atua bloqueando a oxidacdo lipidica, isto ¢, complexam os ions
metalicos; a classe bioldgica engloba as enzimas (como catalase e glucose), onde estas
removem compostos com alta reatividade e/ou oxigénio do meio (BAILEY, 1996).

Além da classificacdo por mecanismo de agdo, os antioxidantes sao rotulados entre
naturais e sintéticos.

Os sintéticos sdo amplamente utilizados na industria de alimentos, sendo os mais
comuns o BHT (butilhidroxitolueno) e BHA (butilhidroxianisol), como mostra a Figura 7.
Essas moléculas apresentam estrutura fenolica que concede a doagdo de um proton para um
radical livre, fazendo com que a molécula do acilglicerol se regenere e por consequéncia
interrompa a oxidagdo via radicais livres. Ou seja, ocorre a transformacao dos derivados

fendlicos para radicais livres (RAMALHO, JORGE, 2006).

Figura 7- Estrutura dos antioxidantes sintéticos BHA e BHT, respectivamente

OH OH
C(CH.) {CH,LC C{CH,),

OCH, CH,
BHA BHT

Fonte: RAMALHO, JORGE, 2016

J& os antioxidantes naturais estdo presentes nos alimentos e sdo capazes de limitar as
reacoes de oxidagcdo dos compostos lipidicos, interrompendo a geracao de radicais livres. Os
mais comuns sdo os tocoferdis (Figura 8), acidos fendlicos e a vitamina C (RAMALHO,

JORGE, 2006; SUCUPIRA et al, 2012).
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Figura 8- Estruturas possiveis do tocoferol, antioxidante natural mais comumente encontrado

o - tocoferel: B, =R, =R, =CH,

[ - weoferol: B, = R, = CH, R, ~ H
¥ -tocoferol: B, =H; R, =R, =CH,
& - tocaferol: R R.=H;R,=CH,

Fonte: RAMALHO, JORGE, 2006

Além dos acidos, os compostos fenolicos englobam os flavonoides e cumarinas,
sendo os componentes dessa classificagdo responsaveis pela atividade antioxidante nos
alimentos (DEGASPARI, WASZCZYNSKYJ, 2004).

As substancias fenolicas sdo por volta de 50% dos constituintes da propolis
(MELLO, PETRUS, HUBINGER, 2010). Este percentual pode variar de acordo com a regido

de coleta, tipo de abelha, entre outros.

4.2.1 Acidos fendlicos

Os 4cidos fenodlicos sao metabdlitos secundarios das plantas, que sdo caracterizadas
pela presenga de um grupamento carboxilico, um anel aromatico € um ou mais grupamentos
hidroxila e/ou metoxila na molécula. Sdo divididos entre acidos cindmicos com nove atomos
de carbono e 4cidos benzodicos com sete d&tomos de carbono (DEWICK, 2002). A Tabela 1

mostra as estruturas dos acidos das duas classifica¢goes e seus derivados.



Tabela 1- Derivados de acido cindmico e de acido benzdico

R 7] R, O
Rs R
= OH ’ OH
Ry Ry
Rq R4
Substituintes Derivados de dcido cinimico Derivados de acido benzéico
R=Rs+=R;=R4;=H Acido cinimico Acido benzbio
Ri=0H Acido orto-cumirico -
Rs=0H Acido para-cumirico Acido para-hidroxibenzdico
R=R,=OH Acido cafeico Acido protocatecuico
R;=0OCH;, Ry=0H Acido fertlico Acido vanilico
R=R:=R,=OH Acido gilico
R,=R,=OH Acido gentisico
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R»=R,=OCH;,R;=OH Acido sindpico Acido siringico

Fonte: SALGUEIRO, 2016

Nas amostras de propolis, os acidos mais comumente encontrados sdo os acidos
cafeico, ferulico, cindmico, sinapico, benzodico e galico (CHANG et al., 2008; SALGUEIRO,
CASTRO, 2016).

A capacidade antioxidante dos acidos fendlicos ¢ relacionada aos fatores estruturais,

como a posicao das hidroxilas ligadas no anel aromatico:

Isto se deve ao fato da energia de ligacdo entre o atomo de hidrogénio e
oxigénio do grupamento hidroxila ligado ao anel aromatico ser menor do que
no caso dos compostos alifaticos. A diminuigdo da densidade eletronica no
atomo de oxigénio devido ao efeito de ressondncia do anel aromatico facilita
a retirada do atomo de hidrogénio do grupamento hidroxila das substancias
fendlicas, tornando-se os radicais fenoxidos, relativamente estaveis, devido a

transferéncia de um elétron para o anel aromatico (SALGUEIRO, 2016).

4.2.2 Flavonoides

Os flavonoides sdao oriundos dos metabdlitos secundarios das plantas, que sdo
caracterizadas pelo grupo estrutural composto por 15 dtomos de carbono arranjado em trés
anéis (C6-C3-C6), que sdo chamados A, C e B, como mostra a Figura 9. Os flavonoides sdao
subdividos em 6 classes: flavona, isoflavona, flavonol, flavanona, flavanol e antocianidina.
Isso ocorre devido as variagdes estruturais no anel C. Os mais encontrados na propolis sdo a

galangina e quercetina (SALGUEIRO, 2016).
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Figura 9- Estrutura de um flavonoide

Fonte: SALGUEIRO, 2016

4.3 METODOS PARA DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os compostos bioativos dos alimentos tém sua presenca indicada através da
capacidade antioxidante, que mede o potencial das moléculas de remover os radicais livres
presentes (FLOEGEL et al., 2011). Pode ser avaliada tanto in vivo como in vitro.
Metodologias in vitro ndo medem fatores como: estabilidade in vivo, biodisponibilidade,

retengdo dos antioxidantes pelos tecidos e reatividade (VASCONCELOS et al., 2007).

4.3.1 Captura de radicais livres

Nesta metodologia, ¢ determinada a habilidade dos antioxidantes em ‘“‘sequestrar”

radicais livres do meio. Os procedimentos mais utilizados sao o DPPH e ABTS.

4.3.1.1 DPPH

E um método espectrofotométrico que é muito usado por ser pratico, rapido e com
estabilidade. Se baseia na capacidade da amostra de “sequestrar” o radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH) e transforma-lo em hidrazina (Figura 10). O DPPH ¢ um radical estavel que
contém nitrogénio em sua estrutura, faixa de absor¢ao de 510-520 nm e possui coloragao
purpura, mas ao receber um hidrogénio radical ou elétron, se estabiliza, mudando sua cor para

amarelo (SUCUPIRA et al., 2012; FERNANDES, 2019).

Figura 10- DPPH na estrutura radicalar (1) e ndo radicalar (2)
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4.3.1.2 ABTS

Fundamentado na habilidade dos antioxidantes “capturar” o cation ABTS®", onde
causa declinio da absorbancia. Possui a vantagem de poder ser aplicado em amostras

lipossoluveis e hidrossoluveis e ¢ muito utilizado devido a rapidez e estabilidade dos testes
(SUCUPIRA et al., 2012).

Este radical ¢ feito a partir da reagdo de oxidacdo entre o acido 2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS) com o persulfato de potassio apos o periodo de 16
horas (Figura 11) e tem como caracteristicas ser estdvel ¢ maximo de absorbancia em 734 nm

(BORGES et al., 2011; SUCUPIRA et al., 2012; FERNANDES, 2019).

Figura 11- Estabiliza¢do do radical ABTS e sua formacao pelo persulfato de potassio
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Fonte: PANNALA et al., 2001

4.3.2 Poder de reducao

As metodologias normalmente envolvem a reducio do Fe®' para Fe?', sendo o

método Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) o mais utilizado.
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Este procedimento ¢ embasado na reducdo do complexo férrico-tripiridiltriazina
(Fe(IIT)-TPZ) para o complexo ferroso (Fe(I1)-TPZ), como mostra a Figura 12. Esta redugao
s0 ¢ possivel em um pH 4cido, visto que nessas condi¢des o antioxidante consegue realizar a
doagdo de um elétron. O ponto maximo de absor¢ao ¢ 593 nm e ao final, a reagdo obtera

coloragdo azul (SUCUPIRA et al., 2012).

Figura 12- Mecanismo de agao do método FRAP
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=
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Fonte: BENZIE, STRAIN, 1995
4.3.3 Determinacio de fenolicos totais

O método mais empregado para determinacdo dos compostos fendlicos totais ¢ o de
Folin-Ciocalteau, que consiste na oxida¢do do tungsténio e molibdénio presente no reagente
de Folin-Ciocalteau, composto pelos acidos de fosfotungsténio e fosfomolibdénio no estado
de oxidac¢dao VI. Quando este entra em contato com o agente redutor, no caso, os compostos
fenolicos, a medida que vai ocorrendo a reagdo, o reagente, que inicialmente possui coloracao

amarela, se torna azulada, como ilustra a Figura 13 (MARTINS, 2016).

Figura 13- Reducdo do molibdénio
COOH - SO0 CHR

i + 2 Mo™ - +2Mo™ 4+ 2H

HO oy HO OH 0 OH

Fonte: OLIVEIRA, ANDOLFATTO, 2014

4.3.4 Determinacio de flavonoides
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O método mais comum para quantificar o teor de flavonoides ¢ através de andlise
espectrofotométrica com cloreto de aluminio na regido do UV-Visivel, por conta das ligagdes
duplas existentes nos anéis aromaticos presentes. A metodologia se baseia na formagdo de

1") com as moléculas de flavonoides presentes na amostra,

complexos do cation aluminio (A
onde se forma um complexo estavel flavonédide-Al** (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2010).
Segundo Ribeiro (2014), depois que ocorre a complexagdo, “ocorre um deslocamento
batocromico, bem como, uma intensificacdo da absor¢do, o que permite sua identificacdo sem

interferéncia de outros compostos fendlicos presentes na amostra”.

4.4 SOLVENTES EXTRATORES

A extragdo € um processo que visa remover substidncias presentes na composicao
quimica do produto de interesse através de um solvente extrator adequado (SHIGIHARA et
al., 2022). No caso da propolis, os solventes mais comumente utilizados sdo etanoélicos, ja que
a propolis bruta possui em sua composicao substincias soluveis tanto em 6leo como em agua
(MARIANO, 2014).

Apesar da predominancia do uso de alcool etilico P.A ou 70% (v/v), diversos
trabalhos demonstram usos de diferentes solventes extratores, como acetato de etila, metanol,
cloroférmio, acetona e agua, ja que a propolis possui maior solubilidade com solventes

polares (MARCUCCI, CUSTODIO, 2018).



27

5. MATERIAL E METODOS

5.1 AMOSTRAGEM

Foram utilizadas trés amostras de propolis de abelhas Apis Mellifera européia. Duas
das amostras sao oriundas da cidade de Marechal Candido Rondon (PR), sendo classificadas
como MCR 1 e MCR 2 e coletadas através de raspagem. Ja a terceira amostra ¢ proveniente
da cidade de Cascavel (PR), que foi coletada via fita. A Figura 14 mostra a localiza¢ao
geografica das cidades. As amostras foram mantidas em refrigeracdo e protegidas da luz no

Laboratorio de Alimentos da UTFPR-Toledo.

Figura 14- Localizacdo geografica das cidades de Cascavel e Marechal Candido

Rondon, municipios da regido Oeste do Parana
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Fonte: FEIDEN, RAMOS, SCHWANKE (2020)
5.2 EXTRACAO DA PROPOLIS
Os extratos foram preparados a partir da mistura de acetato de etila/acetona (27:73),

etanol/isopropanol (50:50) e acetona/etanol (67:33). Tais proporgdes sdo provenientes de

estudos prévios realizados por Silva (2021).
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Para submeter as amostras no equipamento de agitagao orbital Shaker (Troth) a 40°C e
em 200 rpm durante 24 horas, as propolis foram trituradas, sendo adicionados 25 mL de
solvente extrator.

A polaridade ¢ um fator muito importante no processo extrativo. Sendo assim, a
polaridade resultante de cada mistura de solventes aplicadas foi calculada a partir da Equacao
1, onde P’ ¢ a polaridade resultante, Po ¢ a polaridade individual do solvente A e Da ¢ a

propor¢ao volumétrica (SNYDER, 1974).

P’=0APa+ s Ps (1)

Passado o periodo de incubagao, os extratos foram filtrados a vacuo e transferidos para
um baldo volumétrico de 25 mL, sendo o volume completado com o respectivo solvente de
cada amostra.

Feito isso, os extratos foram homogeneizados e transferidos para frasco ambar com
tampa para ser armazenado sob refrigeracdo no Laboratério Multiusuario Central Analitica da

UTFPR- Toledo.

5.3 METODOLOGIAS PARA ANALISE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Todas as analises foram feitas em triplicata e sob protegdo da luz. As curvas de
calibracdo foram feitas a partir das dilui¢des usadas na solucdo padrdo e as médias das
absorbancias obtidas através das andlises feitas com a solu¢do padrao. Com as curvas

realizadas, obteve-se a equacdo da reta e a partir dela, calculou-se a concentragao dos extratos.

5.3.1 Método DPPH

O método utilizado foi elaborado por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) com
adaptacdes de BOROSKI et al. (2015).

A solucdo do radical DPPH" utilizada foi com concentragdo de 0,1192 mmol L,
sendo preparada somente no dia das andlises. Para preparar a solu¢do de DPPH’, dissolveu-se
3.8 mg de DPPH (SigmaAldrich) em metanol (P.A) para o volume de 100 mL do baldo

volumétrico.
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Para as andlises, foi utilizado o volume de 50 pL dos extratos com fatores dilui¢ao 4
e 10 para 3 mL da solugdo DPPHe em tubos, onde posteriormente estiveram sob repouso
durante 30 minutos. Em seguida, a absorbancia foi medida a partir de um espectrofotometro
UV-Vis (T80- UV-VIS SPECTROMETER) a 517 nm, considerando o metanol como branco.

Os resultados foram determinados através da curva de calibragdo a partir do padrao
Trolox sob concentragdo de 2000 pMol L' diluido entre 150 a 1500 uMol L™, sendo expresso

em ET g'! (equivalente Trolox por grama de amostra).

5.3.2 Método ABTS

O método utilizado ¢ o descrito no Comunicado Técnico 128 (2007), que foi
elaborado pelo Ministério da Agricultura, Pecudaria e Abastecimento (MAPA) com adaptagdes
de BOROSKI et al. (2015).

Para analise, foi utilizado 30 uL dos extratos com fatores dilui¢do 2 e 10 para 3 mL
de radical ABTS, onde a mistura foi deixada 6 minutos em repouso. A absorbancia foi medida
em um espectrofotometro UV-Vis (T80- UV-VIS SPECTROMETER) em 734 nm,
considerando o tampao fosfato como branco.

Para a preparacdo da solucdo radical ABTS™, foi utilizado 5 mL solugdo de ABTS 7
mmol L' (Sigma Aldrich) com 88 uL da solugdo de persulfato de potissio 140 mmol L
(P.A), sendo deixada sob repouso, a temperatura ambiente e abrigo da luz durante 16 horas.
Passada as 16 horas, a solucao foi diluida, sendo 1 mL da solu¢do contendo o radical para 55
mL de solugdo tampao fosfato (5 mM, pH 7,77) até a absorbancia atingir 0,700 em 734 nm.

A equagdo da reta foi determinada a partir da curva de calibragdo do padrdao Trolox.
Com isso, foram calculados os resultados da concentracdo dos extratos, sendo expressos em

umol ET g! de amostra. A faixa de concentracio foi de 0 a 1700 pMol L',

5.3.3 Método FRAP

O método utilizado foi elaborado por Benzie e Strain (1996) com adaptagdes de
BOROSKI et al. (2015).

Para analise, foram adicionados 100 pL da amostra com fator dilui¢ao 2 com 300 uL
de 4dgua destilada em 3 mL do reagente FRAP em banho maria com temperatura constante de

37° C para melhor estabilidade da rea¢do de complexagdo do reagente usado. A absorbancia
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foi lida no espectrofotometro UV-Vis (T80- UV-VIS SPECTROMETER) a 593 nm apds 40
minutos sob repouso e prote¢ao da luz, considerando o préprio reagente FRAP como branco.

Para a preparagdo da solugao do complexo FRAP, foi misturado 100 mL da solugdo
tampdo acetato de sodio 300 mmol L' (P.A) em pH 3,6 com 10 mL da solugio de TPTZ 10
mmol L (Sigma Aldrich) e 10 mL de solucdo de cloreto férrico 20 mmol L' (P.A) sob
temperatura constante de 37° C e protecao da luz. A solugdo foi preparada somente nos dias
das analises.

As concentragdes dos extratos foram expressas em pMol ET g'!, sendo os valores
obtidos através da curva de calibra¢do. A dilui¢do utilizada para a solugdo padrao variou de 0

a 730 uMol L.

5.3.4 Determinacao dos fenoélicos totais

O método utilizado foi elaborado por Singleton ¢ Rossi (1965) com adaptacdes
de BOROSKI et al. (2015).

Em 250 pL dos extratos com fatores dilui¢ao 10 e 15, foi acrescido 250 puL do
reagente Folin-Ciocalteu diluido (1:1 v/v em agua destilada) com 500 pL de solucdo saturada
de carbonato de so6dio (P.A) e 4 mL de dgua destilada. As analises foram feitas depois das
amostras serem deixadas em repouso sob protecdo da luz por 10 minutos e centrifugadas a
3000 rpm durante 10 minutos.

A absorbancia foi medida no espectrofotometro UV-Vis (T80- UV-VIS
SPECTROMETER) a 725 nm, considerando a dgua destilada como branco.

O padrao utilizado foi o acido galico, sendo assim, os resultados das concentragdes
dos extratos expressos em miligrama equivalente de acido galico por grama de amostra (mg
EAG g). As concentragdes utilizadas para a realizacdo da curva de calibragdo variaram de 0

a90 mg L.

5.3.5 Determinacio dos flavonoides

O método utilizado foi elaborado por Dowd (1959) com adaptacdes de BOROSKI et
al. (2015).
Para 500 pL de extrato, foi acrescido 250 pL da solucdo de cloreto de aluminio 5%

m/v (P.A) com 4,25 mL de metanol (P.A). As amostras foram deixadas por 30 minutos em
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repouso sob protecao da luz. Posteriormente, a absorbancia foi lida no espectrofotometro UV-
Vis (T80- UV-VIS SPECTROMETER) a 425 nm, considerando o metanol como branco.

Os resultados foram apresentados por curva de calibragdo a partir da quercetina,
sendo as concentragdes dos extratos expressas em miligrama equivalente de quercetina por
grama de amostra (mg EQ g). As concentragdes utilizadas para a realizagdo da curva de

calibragdio variaram de 0 a 120 mg L.

5.4 ANALISE ESTATISTICA E DE CORRELACAO

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software Statistica 10, pela
metodologia de Tukey, com 0,05 de significancia. Os resultados foram expressos entre média

+ desvio padrao. A correlagdo foi realizada com o auxilio do software Excel 2019.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2, estdo expressos os valores das equagdes da reta das curvas de calibragdo
para cada metodologia aplicada neste estudo com o seu respectivo R?, mostrando que houve

bom ajuste linear.

Tabela 2- Equagdes da reta das curvas de calibragio para as analises de DPPHe, ABTS"",

FRAP, teor de fendlicos totais e flavonoides

Metodologia Equacio da reta R?
DPPHe y=3,0510"x + 0,956 0,984
ABTS™ y=2,84:10"*x + 0,700 0,997

FRAP y=1,0410"x + 0,0392 0,991
Fendlicos totais y=17,99-10"x + 0,0235 0,999
Flavonoides y=6,98107x + 0,0123 0,999

Fonte: elaborado pela autora (2022)

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados obtidos de atividade antioxidante dos
extratos feitos a partir de propolis oriunda de Cascavel, MCR 1 e de MCR 2 com diferentes
solventes extratores, enquanto na Tabela 4 mostra os valores determinados de fenolicos totais

e flavonoides.

Tabela 3- Atividade antioxidante dos extratos feitos a partir das amostras de Cascavel, MCR 1

e MCR 2
Solvente extrator DPPH- ABTS™ FRAP
(umol ET g) (umol ET g) (umol ET g)
Cascavel
Etanol com isopropanol 49,02 £ 1,032 96,49 + 0,902 223,08 + 0,482
Acetato de tila com 42,13 +0,08° 99,04 + 0,73° 201,58 + 433"

acetona

Acetona com etanol 41,91 +£0,21° 87,68 £0,77% 218,86 + 1,692
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MCR 1

Etanol com isopropanol

Acetato de etila com
acetona

Acetona com etanol

200,07 + 6,42°
201,33 £4,15°

226,23 £0,57¢

391,33 £3,32°
500,97 £3,97°

488,85 +1,83¢

121,68 + 1,90¢

24725 + 1,734

179,38 £ 0,83¢

MCR 2

Etanol com isopropanol

Acetato de etila com
acetona

Acetona com etanol

436,61 + 8,53°
387,32 +2,954

424,68 +9,00°

1672,53 + 15,354

802,08 £ 18,61°

1438,17 +26,81F

307,60 + 3,63"
199,54 + 1,69°

274,70 £ 0,758

As letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5%

Fonte: elaborado pela autora (2022)

Tabela 4- Determinacdo de fendlicos totais e flavonoides dos extratos feitos a partir das

amostras de Cascavel, MCR 1 e MCR 2

Solvente extrator Fendlicos totais Flavonoides
(mg EAG g™) (mg EQ g™)
Cascavel
Etanol com isopropanol 17,38 £ 0,08%f 0,48 £0,01*
Acetato de etila com acetona 11,22 +£0,082 0,40 +0,01°
Acetona com etanol 14,08 = 0,132 0,42 +0,02°
MCR 1
Etanol com isopropanol 31,56 £ 0,32beh 3,53 +0,04°
Acetato de etila com acetona 23,30 + 0,12¢ik 2,31+0,014
Acetona com etanol 28,64 £ 0,19b¢! 3,49+ 0.,01°
MCR 2
Etanol com isopropanol 25,91 + 0,074l 1,38 +0,03¢
Acetato de etila com acetona 20,69 + 0,214k 1,08 £0,01°
Acetona com etanol 33,07 +0,07¢ 1,81 + 0,008

As letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5%

Fonte: elaborado pela autora (2022)
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Nos Graficos 1 e 2 sdo apresentados os comparativos dos resultados obtidos de cada
extrato para o solvente extrator etanol/isopropanol. J4 nos Graficos 3 e 4 para a mistura

acetato de etila/acetona e 5 ¢ 6 o comparativo para o solvente acetona/etanol.

Grafico 1- Comparativo entre os resultados obtidos de cada extrato para a mistura de solvente

etanol/isopropanol para as atividades antioxidantes
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Fonte: elaborado pela autora (2022)

Gréafico 2- Comparativo entre os resultados obtidos de cada extrato para a mistura de solvente
etanol/isopropanol para os fendlicos totais e flavonoides
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Fonte: elaborado pela autora (2022)

Grafico 3- Comparativo entre os resultados obtidos de cada extrato para a mistura de solvente

acetato de etila/acetona para as atividades antioxidantes
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Fonte: elaborado pela autora (2022)

Grafico 4- Comparativo entre os resultados obtidos de cada extrato para a mistura de solvente

acetato de etila/acetona para os fenolicos totais e flavonoides

25

20

15

10

[}

Cascavel MCR 1 MCR 2

m Fendlicos totais (mg EAG g-1) m Flavonoides (mg EQ g-1)

Fonte: elaborado pela autora (2022)

Grafico 5- Comparativo entre os resultados obtidos de cada extrato para a mistura de solvente

acetona/etanol para as atividades antioxidantes
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Fonte: elaborado pela autora (2022)

Grafico 6- Comparativo entre os resultados obtidos de cada extrato para a mistura de solvente
acetona/etanol para os fendlicos totais e flavonoides
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Fonte: elaborado pela autora (2022)

E visto que a propolis de Cascavel, coletada via fita, possui niveis menores de
atividade antioxidante em comparagdo as outras, mesmo havendo menos impurezas. O que
pode justificar ¢ o aumento da concentragdo de antioxidantes quando se coleta via raspagem,
Jja& que essa técnica leva em consideragdao mais de uma florada e ¢ coletada com intervalo
maior em comparagao ao método de fita.

Levando-se em consideragdo as polaridades dos solventes envolvidos nas extragdes
para a acetona (0,355), etanol (0,654), acetato de etila (0,228) e isopropanol (0,586)
(REICHARDT, 2003), calculou-se que para a mistura etanol/isopropanol (50:50) obteve-se
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polaridade relativa de 0,620, enquanto para acetato de etila/acetona (27:73) obteve-se 0,321 e
para acetona/etanol (67:33) obteve-se 0,454 de polaridade relativa. Com esses resultados,
torna-se evidente a influéncia da polaridade nos métodos de extracao. Neste estudo, o solvente
extrator que obteve melhores resultados para a amostra de Cascavel foi a combinag¢dao de
etanol/isopropanol. Por outro lado, para as amostras de MCR 1, a melhor mistura de solventes
para fenolicos totais e flavonoides foi etanol/isopropanol, mas houve variagao para a atividade
antioxidante; ja para a amostra de MCR 2, os melhores resultados para a atividade
antioxidante foi utilizando a mistura etanol/isopropanol, enquanto que para fenolicos totais e
flavonoides os melhores valores foi utilizando a combinagdo acetona/etanol. Segundo Lima et
al. (2019), solventes com caracteristicas anfifilicas apresentam maior eficiéncia em sua
extracdo. Para Liu, Ang e Springer (2000), solventes com polaridades muito altas ou muito
baixas (como a acetona) nao caracterizam bons extratores.

Silva et al. (2021) realizaram seus estudos utilizando os mesmos solventes extratores e
método de extragdo que o feito neste estudo. Os autores obtiveram resultados que variaram de
99,41 + 19,20 a 1525, 38 + 87,50 umol ET g! para as atividades antioxidantes, enquanto que
para os fenolicos totais o melhor resultado foi 97,86 + 2,68 mg EAG g'!'; para flavonoides, o
melhor resultado foi 44,77 + 2,42 mg EQ g'!'. Ao realizar o comparativo com este estudo, é
visto que os resultados obtidos pelos autores foram superiores, sendo associado a flora do
local de coleta da propolis utilizada por Silva e seus colaboradores, no caso, a propolis verde.

Oldoni (2007) fez seus extratos com 100 gramas de propolis de abelha Apis mellifera
com 450 mL de etanol 80% a 70° C e em seus estudos, obteve em média 43 mg g para
flavonoides e 231,4 mg g de compostos fendlicos. O que pode justificar estes valores ¢ a
forma em que foi feito o extrato, ja que, segundo Nakajima ef al. (2007), ¢ esperado melhores
resultados quando se € feito os extratos com solventes etandlicos.

Salgueiro, Castro (2016) apresentaram valores de 19,36 a 32,98 mmol ET 100 mg’!
para o método de DPPH em seus melhores resultados de atividade antirradicalar. Os extratos
foram feitos durante 48h, sendo as amostras oriundas do Rio de Janeiro ¢ Sdo Paulo. Os
extratos presentes neste trabalho apresentaram grande capacidade antioxidante, com um
menor tempo de extragdo (24h).

Oliveira, Andolfatto (2014) obtiveram 40,33 = 3,61 pmol ET g e 52,08 + 2,89 pmol
ET g'! para DPPH e ABTS ao fazer analises de propolis produzidas por abelhas Apis mellifera
modificadas na cidade de Dois Vizinhos (PR), respectivamente. Ao comparar com as analises

feitas neste estudo, ¢ visto que os resultados obtidos foram superiores, mesmo as autoras
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utilizando extrato etandlico. O que pode justificar ¢ o tempo de extracdo aplicado pelas
autoras, que foi de 45 minutos.

Palomino et al. (2009) encontrou valores que variaram de 455,5 £ 7,8 a 1091 = 17,3
umol de ET g! com a analise com ABTS. Os autores realizaram os estudos com propolis de
diversas regides, sendo as extracdes feitas com etanol 80% durante 48h. Sendo assim, obteve-
se maiores niveis de atividade antioxidante por conta do tempo elevado de extragdo.

Pires (2019) obteve em suas analises por FRAP um valor médio de 107,34 +13,38
mmol ET 100 mg!. Em comparagio ao autor, as propolis avaliadas neste estudo possuem
grande capacidade de reducdo de ferro, j4 que o autor utilizou maiores quantidades de
propolis triturada e solvente totalmente etanolico.

A quantidade de flavonoides encontradas por Calazans (2020) atingiu valores
maximos de 155,56 + 0,64 mg EQ g'!. No presente trabalho, os teores em unidades de mg EQ
L1, variaram de 0,40 a 3,53. Tais divergéncias se ddo pelo método de extragdo, j4 que as
amostras da autora foram submetidas a infusdo com etanol a 80% por sete dias.

De forma geral, ao realizar a comparagdo com a literatura, ¢ observado que se pode
abranger diversos resultados para o desempenho da atividade antioxidantes da propolis. Tais
diferencas sdo diretamente relacionadas a fatores como a origem geografica e diferenca
genética das abelhas.

A Tabela 5 apresenta as correlagdes entre as técnicas, tornando possivel a verificagdo
de concordancia dos valores encontrados. As analises das interacdes foram feitas seguindo os
critérios descrito por Figueiredo Filho e Silva Junior (2009), sendo: (r = 1,00) perfeita, (0,80 <
r < 1,00) forte, (0,50 <r < 0,80) moderada e (0,10 <r <0,50) fraca.

Tabela 5- Correlacao das analises realizadas e R obtidos

Tipo de correlacao R
DPPH x ABTS 0,937
DPPH x FRAP 0,440

DPPH x Fenolicos totais 0,685
DPPH x Flavonoides 0,301

ABTS x FRAP 0,658
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ABTS x Fenolicos totais 0,614
ABTS x Flavonoides 0,158
FRAP x Fenolicos totais 0,000
FRAP x Flavonoides -0,418

Flavonoides x Fenolicos totais 0,806

Fonte: elaborado pela autora (2022)

As técnicas que seguiram o mesmo principio possuiram uma forte correlagdo.
Segundo os autores Silva, Vendruscolo e Toralles (2011), com o indicativo de
proporcionalidade de dois métodos que utilizam do mesmo principio, ¢ possivel se utilizar
apenas um deles.

O método FRAP houve baixas correlacdes com as demais técnicas, em especial, com
fenolicos totais e flavonoides, sendo a técnica de ABTS a com melhor resultado. Uma das
possibilidades de se explicar o ocorrido segundo Reis (2016), ¢ que provavelmente os
antioxidantes presentes nas amostras atuam por transferéncia de hidrogénio, mecanismo este
diferente do ocorrido da reacdo de redug¢do do ferro. Isso justifica o R moderado com o
método ABTS, ja que esta metodologia atua majoritariamente por transferéncia de elétron.

De forma geral, as correlagdes entre as atividades antioxidantes com os compostos
fenodlicos e flavonoides foram de moderadas a baixas. Mas a correlagao entre fenolicos e
flavonoides foi forte, indicando que provavelmente a maioria dos compostos fenolicos sao

flavonoides.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

E visto que diversos fatores afetam diretamente a quantidade de antioxidantes
presentes nos extratos, sendo eles a forma de coleta, localidade, tempo de extragao e tipo de
solvente extrator.

Os resultados obtidos com os extratos possuem valores significativos de suas
capacidades antioxidantes, variando de 41,91 + 0,21 a 1672,53 + 15,35 uMol ET g™ para as
atividades antioxidantes, enquanto para os fenolicos totais foi encontrado valores de 11,22 + 0,08
a 33,07 £ 0,07 mg EAG g e para flavonoides obteve-se resultados de 0,40 = 0,01 a 3,53 + 0,04
mg EQ g'. Apesar de niveis altos em comparagdo com a literatura, ndo hé correlagdo entre as
atividades antioxidantes com as quantidades de flavonoides e compostos fenolicos presentes,
como ¢ possivel ver nos resultados obtidos para as amostras MCR 1 e MCR 2. Isso evidencia
que, apesar de o teor de compostos fendlicos totais ser frequentemente usado para explicar a
atividade antioxidante, o seu significado ¢ diferente de capacidade antioxidante.

Apesar de ser necessario padronizar os estudos da propolis devido a extensa
variabilidade que ela pode ser encontrada, ¢ esperado que ocorra investimento no estudo da

aplicabilidade da prépolis.
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