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Resumo

A prépolis é uma substancia resinosa coletada pelas abelhas de brotos de folhas e flores principalmente, de diversas
plantas. E composta por 50% de resina, onde se encontram as principais substancias responsaveis pela acio terapéutica
da prépolis, como os flavonoides por exemplo (fracdo polifendlica), 30% de cera, 10% de 6leos essenciais, 5% de pdlen
e 5% de varios compostos organicos. A prépolis ndo pode ser utilizada como matéria-prima e deve ser extraida e
purificada com solventes. Esse processo deve remover o material inerte e preservar a fragdo polifendlica. Para garantir a
acdo benéfica da prépolis é importante que o controle de qualidade seja rigoroso, evitando assim a comercializagao e
consumo de extratos que ndo apresentem as quantidades de polifen6is minimas estabelecidas. Com isso, o presente
trabalho apresenta uma técnica para a detec¢do de flavonoides por espectroscopia UV-VIS e determinacdo do potencial
antioxidante pela reacdo com o radical 2,2-difenilpicrilhidrazila. Os resultados demonstraram que as técnicas sdo
capazes de emitir resultados precisos em relacdo a deteccdo de flavonoides e para a determinacdo do potencial
antioxidante. Todas as amostras utilizadas nos testes estavam de acordo com o que a legislac&o brasileira preconiza.

Palavras-chave: Propolis. Extratos. Controle de qualidade. Fendis. Flavonoides.

Abstract

Propolis is a resinous substance collected by bees from leaf and flower buds, mainly, from various plants. It consists of
50% resin, which includes the main substances responsible for its therapeutic action, such as flavonoids for example
(polyphenalic fraction), 30% wax, 10% organic oils, 5% pollen and 5 % of various organic compounds. Propolis can
not be used as a raw material and must be extracted and purified with solvents. This process should remove the inert
material and preserve the polyphenolic fraction. To ensure the beneficial action of propolis, it is important that the
quality control be strict, avoiding the commercialization and consumption of extracts that do not have the minimum
polyphenols concentrations required. Thus, the present work presents a technique for flavonoids detection by UV-VIS
spectroscopy and for the antioxidant potential determination through the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical reaction.
The results demonstrated that the techniques are capable of delivering accurate results in relation to the detection of
flavonoids and to determine the antioxidant potential. All samples used in the tests were in accordance what Brazilian
legislation recommends.

Keywords: Propolis. Extracts. Quality control. Phenols. Flavonoids.
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Introducéo

A proépolis € um produto elaborado pelas abelhas a partir de brotos e exsudatos de plantas. As
abelhas coletam esse material (Figura 1), misturam com saliva e cera e calafetam a colmeia, impedindo a
putrefacdo de insetos e pequenos animais, como camundongos, 0s quais ndo conseguem expulsar da colmeia,
mesmo que tenham conseguido mata-los. Esse mesmo material, resinoso e as vezes balsdmico, é utilizado
para vedar frestas na colmeia e para “esterilizar” 0s favos que estdo sendo preenchidos com mel (SAWAYA
et al., 2004; MARCUCCI, 2006). O proprio termo “propolis” quer dizer em defesa da cidade ou em defesa
da colmeia. A resina coletada pelas abelhas é constituida de metabdlitos secundarios produzidos pelas
plantas (Figura 2) os quais séo substancias que as mesmas produzem para a sua defesa contra predadores,
virus, bactérias e fungos. Devido a enorme biodiversidade existente no Brasil, varios tipos de propolis,
incluindo a verde, a vermelha e a marrom, s&o classificadas de acordo coma regido produtora (CARVALHO
etal., 2019).

Figura 1- Abelhas coletando resinas em plantas

R

Coleta de resina (corbicula) em A Baccharis dracunculifolia (alecrim do campo) para a elaboracdo da propolis
verde; B Populus sp (4lamo) para a elaboragdo da propolis marrom do sul do Brasil; C Dalbergia ecastaphyllum
(rabo de bugio) para a elaboracdo da propolis vermelha e D Mimosa hostilis Benth (jurema preta) da caatinga
para a elaboragdo da propolis silvestre (AL). (A) Natucentro, com permissdo. (B) (BREYER; BREYER;
CELLA, 2016) com permissdo. (C) (RODRIGUES, 2015) com permisséo (D) Abelha visitando a flor de jurema
preta (SILVA et al., 2015) com permissao.

As abelhas utilizam os mesmos metabolitos secundarios produzidos pelas plantas, para a elaboracao
da prdpolis, os quais apresentam na resina, as mesmas propriedades de defesa que nas plantas. Dados de
pesquisa ao longo de quase um século, em diferentes partes do mundo com diferentes tipos de prépolis,
evidenciaram a sua eficacia contra microrganismos, tumores e como reforcadora do sistema imunolégico
(MARCUCCI, 1995). Dependendo da fonte vegetal, a propolis terd diferentes constituintes quimicos,
apresentando cor, odor e sabores distintos (Figura 3) (MARCUCCI et al., 2008). As prépolis mais estudadas
e com melhores resultados, sdo a BRP (prépolis verde) e BRV (prépolis vermelha), além de outras, como a
BRG (marrom, originaria do alamo) (MARCUCCI et al., 2008).

A propolis verde é a mais conhecida entre elas e a que tem sido disseminada como a melhor de todas
pela exceléncia da qualidade. Atualmente, existem outros tipos de prépolis, praticamente ainda nao
estudados, como a mencionada no presente trabalho, denominada de silvestre originaria da planta jurema
preta (Mimosa hostilis Benth) que cresce em regiGes ao norte do pais (SILVA et al., 2015). Baseado no
exposto, a proposta do presente trabalho foi realizar, espectroscopia UV-Vis para a determinagédo do teor de
solidos sollveis e 0 método de descoloracdo do radical livre 2,2-difenil-picrilhidrazila (DPPH) para a
atividade antioxidante, andlises estas primordiais no controle de qualidade da propolis.
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Figura 2- Rota biossintética de compostos fendlicos* nas plantas

Glicalize [ Ciclo das pentose fosfato ]
Fosfoenolpiruvato + Eritrose 4-fosfato

' |
[ Taninos hidrolisiveis ]q— Acido di-hidroxichiquimico

i o e

Acido chiquimico

PN |
a o Fenilalanina

CUMARINAS Fenilalanina amémia liase

[ Via do acetato malonato ]
WH.

e Fay l

+ & =
= e - s
T /[_Amdo cramies e l—» p-cumaroil-CoA + 3 x malomil-CoA
............... L ! L J
r;‘i:‘-slcool p-cumarilico «l—-—— Acido p-cumérice W,;. ¢l
q_ Alcool coniferilico ..|_._ Acido ferilico D/%)\?

" }

“s  Alcool sinapilico 4 Acido sinaptico ™ l
.......................... LY
Q FENILPROPANOIDES ] / / \
" Izoflavonas ¢ Flavonas
c o ‘

Antocianidinas - Di-hidroflavonois —p  Flavonois

! | I J
v v
Antocianinas Leucoantocianidinas
['E:ninns Dnnde:ns:dns]

* Os compostos fendlicos fazem parte do grupo dos metabdlitos secundarios nas plantas. Adaptado de Rezende et al.
(2016).
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Figura 3- Diferentes aspectos de algumas prépolis brasileiras

D

A- Prépolis verde (BRP) de alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia); B- Propolis silvestre de jurema preta; C-
Propolis vermelha (BRV) de jacarandazinho de Maceié-AL. e D- Propolis marrom (BRG) de alamo do Parana.

A https://images.tcdn.com.br/img/img_prod/584955/propolis_bruta_in_natura_kg_201 1 20190502133407.jpg com
permissdo. B e C Instituto Beeva, com permissao e D Natucentro, com permissao.

Método

Preparo dos extratos

Os extratos foram preparados pelo método de maceracdo em etanol e agua na proporgédo de 70:30
(v/v). Pesou-se 50 g da matéria-prima de propolis para 100 mL da solucdo de alcool, que foram mantidos sob
agitacdo mecanica durante 5 horas. Apos esse periodo, a solucao foi mantida em repouso durante 72 horas e,
posteriormente, foi filtrada em funil de vidro com papel de filtro, obtendo assim, os extratos.

Identificacéo de flavonoides por absor¢éo no UV-Vis

Coletou-se uma gota de cada um dos extratos etandlicos de prépolis e transferiu-se para um aldo
volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com etanol. Em seguida, pipetou-se 300 uL dessa solucédo
para um novo baldo volumétrico completando-se o volume até 10 mL com etanol. Procedeu-se a
determinacgdo no espectrofotdmetro UV-Vis (Metash, UV-5100 — UV/VIS Spectrophotometer) entre 200 a
400 nm, fazendo-se a leitura de 5 em 5 nm. O espectro deve apresentar um ou mais picos entre 250 - 350
mm. Para a confec¢do dos graficos da regressao linear, foi utilizada planilha de célculos em Excel.

Determinacé&o da atividade antioxidante

Primeiramente foi preparada uma solucdo de DPPH (Sigma, EUA) na concentracdo de 30 pM.
Preparou-se em seguida, uma solucdo de cada extrato etandlico de prdpolis a 0,01% v/v. Foram organizados
11 tubos, enumerando-os de 0 até 10. Adicionou-se o volume de etanol e em seguida a solucdo de prépolis
diluida nas proporgdes: 2,0; 4,0; 6,0; ... 20,0 ug/mL. O tubo zero foi o controle, ou seja, 100% de DPPH sem
prépolis. Adicionou-se o0 volume de DPPH no primeiro tubo e ligou-se o cronémetro. Desligou-se depois de
um minuto. Adicionou-se 0 DPPH nos outros tubos a cada um minuto. Agitou-se os tubos de tempos em
tempos. Fez-se a leitura do branco (etanol) no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 517 nm. A
leitura de absorbéncia de cada ponto foi feita ap6s 30 minutos da adicdo do DPPH no primeiro tubo. Com os
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resultados obtidos, foram confeccionados gréaficos da % de DPPH restante em funcéo da concentragdo de
propolis (ug/mL). A CEso (concentragdo que elimina 50% dos radicais livres) foi calculada pelo método dos
minimos quadrados (VEIGA et al., 2017). A Figura 4 mostra 0 mecanismo de rea¢do do DPPH com um dos
marcadores da propolis de Baccharis dracunculifolia, o acido p-cumérico.

Figura 4- Esquema de reagdo do DPPH com um dos componentes da propolis de Baccharis dracunculifolia,
0 &cido p-cumarico*
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A- Mecanismo de rea¢do; B- Resumo da reacdo, mostrando a mudanca de cor do DPPH. Adaptado de Brand-Williams;
Cuvelier; Berset (1995)

A reacdo do DPPH com a prdpolis, transforma a solucdo de cor violeta em quase incolor, medindo-
se a cinética da reacdo no comprimento de onda de 517 nm.

Resultados

Cor dos extratos

A Figura 5 apresenta os resultados da cor dos diferentes extratos de prépolis avaliados no presente
trabalho.
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Figura 5- Aspectos dos extratos etanélicos de propolis em diferentes concentragoes

1% ' 11% 21%
Legenda: (1) vermelha, (2) ultra (jungdo do extrato de trés propolis diferentes: a vermelha, a silvestre e a verde), (3)
silvestre e (4) verde.

Identificacdo de flavonoides por absor¢do no UV-Vis
A Figura 6 mostra os espectros UV-Vis dos quatro extratos avaliados no presente estudo, numa

concentracdo de 50 mg/mL.

Figura 6- Espectros UV dos extratos da prépolis vermelha, ultra, silvestre e verde.
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Determinacé&o da atividade antioxidante
A Tabela 1 mostra os valores da CEs (dose que elimina 50% dos radicais livres) em pg/mL, através do
método do DPPH.
Tabela 1- Valores de CEso para as amostras de propolis analisadas*

Amostra
Vermelha Ultra Silvestre Verde
CEso (Mg/mL) 4,82 8,39 12,38 12,80

*Para uma solucéo estoque de prépolis de 0,01%

Discussao

Cor dos extratos

A Figura 5 mostra as diferentes cores dos mesmos extratos de prépolis na concentragdo de 50
mg/mL. Pode-se observar que quanto maior a concentragdo de solidos sollveis, mais escura € a amostra.
Existem empresas produtoras de extratos de propolis que operam com 0 extrato no teor de 11%, que é 0
minimo preconizado pela IN 3 do MAPA (BRASIL, 2001). Entretanto, sabe-se que quanto maior a
concentracdo do extrato, maior o teor de polifendis (incluindo os flavonoides). Consequentemente, maiores
teores de polifendis implicam em maior atividade antioxidante e melhor efeito antimicrobiano e
farmacoldgico. Por outro lado, a resina bruta de propolis (como se pode ver na Figura 5) é extraida
parcialmente em etanol ou misturas etanol:agua. Isto porque praticamente 50% da resina € insollvel nestes
solventes. Portanto, muitas vezes, quando é declarado, no rétulo de um extrato de propolis, que esta a 30%,
isso quer dizer que, no processo produtivo, foi utilizada a razdo 30g de propolis para 100 mL do solvente. O
produto final, considerando a eficiéncia de extracdo de 50%, tera uma concentracao final dos bioativos de no
maximo 15%, dependendo do tipo de prépolis, hunca mais do que isso. Extratos que possuem maiores teores
que o preconizado pela legislacdo brasileira, possuem teor de bioativos com mais alta concentragéo,
consequentemente, maior atividade antioxidante e melhores efeitos para a salude humana, considerando que
esta é a concentracéo real do extrato informada ao consumidor (CUNHA et al., 2004).

Identificacéo de flavonoides por absor¢éo no UV-Vis

A Figura 6 apresenta os espectros UV-Vis para os extratos mostrados na Figura 5. Neste caso, as
medidas analiticas foram feitas com as amostras na mesma concentracao. Todos os espectros atendem a IN 3
(BRASIL, 2001) que preconiza que os picos de absor¢do devem estar entre 250 a 350 nm. Entretanto, cada
extrato de prépolis apresenta a sua peculiaridade, isto &, perfis espectrofotométricos distintos. Esse perfil esta
diretamente ligado a absorcdo dos diferentes compostos presentes no extrato. No caso da prépolis ultra, que é
a juncdo do extrato de trés propolis diferentes, a vermelha, a silvestre e a verde, observa-se que o espectro é
uma mescla dos perfis dos extratos em separado, indicando que neste se encontram 0s compostos extraidos
nos trés extratos em separado.

Atividade antioxidante

Os dados apresentados para os espectros UV-Vis sdo confirmados pela atividade antioxidante
utilizando-se o DPPH, mostrada na Tabela 1. Os resultados sdo interpretados da seguinte maneira: quanto
menor o valor da CEsp, maior a atividade antioxidante. Observa-se que os valores da CEsp (ug/mL) para os
extratos separados é de 4,82 (vermelha), 12,38 (silvestre) e 12,80 (verde). Quando se junta os trés extratos
para se produzir a prépolis ultra, observa-se uma melhora na atividade antioxidante, em relacéo a silvestre e
a verde, o valor baixa para 8,39 pg/mL. A prépolis silvestre obtida da jurema preta é ainda muito pouco
conhecida, o valor da sua atividade antioxidante indica o potencial que a mesma apresenta sob o ponto de
vista de apresentar possiveis atividades bioldgicas. Existem varios métodos na literatura sobre a avaliacéo da
atividade antioxidante, utilizando varios reagentes distintos, ficando as vezes dificil realizar uma comparacédo
entre esses valores e os relatados no presente trabalho. O emprego da regressao linear é praticamente ndo
relatado na literatura para o céalculo da CEsy pelo método do DPPH (VEIGA et al., 2017). Kumazawa e
colaboradores em 2004 encontraram valores de CEso para a propolis verde brasileira ao redor de 25 pg/mL e
para o acido p-cumarico, ao redor de 7 pg/mL. Foram relatados os valores da CEso para a propolis vermelha
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de Alagoas, variando ao longo do ano e em trés apiérios diferentes, variando de 1,95 a 51,03 pg/mL
(KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004).

Os resultados apresentados neste trabalho para a propolis vermelha, estdo condizentes com 0s
relatados por esses autores. Ccana-Ccapatinta e colaboradores mostraram que, ao contrario do que se sabia
sobre a origem boténica da prépolis vermelha, esta é originaria ndo s6 de Dalbergia ecastaphyllum, mas de
Symphonia globulifera, que possuem na sua composic¢do isoflavonoides e benzofenonas polipreniladas,
sendo totalmente distinta da propolis verde, que possui principalmente acidos prenilados derivados do p-
cumarico. Estes compostos da propolis vermelha podem promover a melhor atividade antioxidante
(CCANA-CCAPATINTA et al., 2020), conforme descrito no presente trabalho.

Conclusoes

Foram apresentados no trabalho alguns resultados que remetem & importancia do controle de
qualidade da prépolis em extrato. Foi mostrado que diferentes concentracfes dos extratos apresentam cores
diferentes, levando a conclusdo de que um maior teor de substancias fenolicas esteja presente nos mesmos.
Os espectros UV-Vis mostraram perfis de absorcdo entre 250 a 350 nm, confirmando o preconizado nas
normas brasileiras para o controle de qualidade de extratos de prdpolis. Todos o0s extratos apresentaram
atividade antioxidante, confirmando essa acéo da propolis, seja de que origem botéanica for. Para a propolis
de jurema preta, foi encontrada uma excelente atividade antioxidante, demonstrando ser um produto natural
com grande potencial bioldgico.
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