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RESUMO

Neste trabalho foram determinadas algumas
caracteristicas fisico-quimicas de propolis de Santa
Maria- RS. Foram analisadas seis amostras comerciais
obtidas em farmacias e lojas de produtos naturais
na cidade citada. A composicdo quimica, quanto aos
fenolicos e flavonoides totais, assim como a atividade
antioxidante, foi testada e comparada. A alta atividade
antioxidante dos extratos puros (ou diluidos) foi
explicada pelo teor dos flavonoides e fenélicos totais,
confirmando a relacio desses compostos na acdo
preventiva contra radicais livres. As seis amostras
comerciais analisadas possuiram de fendlicos 70,60
mg a 539,10 mg (expresso em mg de acido galico/g de
extrato de propolis) e de flavonoides 48,95 mg a 114,50
mg (expresso em mg de quercetina/g de extrato de
propolis). A atividade antioxidante maior foi do extrato
aquoso, tanto pela inibicdo do radical DPPH quanto
pela atividade quelante. No extrato aquoso de prépolis
obteve-se resultados satisfatérios para uma futura
aplicacio em alimento.
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INTRODUCAO

Sabe-se que as abelhas Apis melifera produzem,
além do mel, outras substancias como geleia real e propolis,
que tém sido relatadas como substancias com propriedades
antimicrobianas e antioxidantes (Nagai et al., 2001; Nagai
& Inoue, 2007; Stocker et al., 2005; Weston, 2000).

A propolis ¢ uma mistura complexa, formada por
material resinoso ¢ balsamico coletado pelas abelhas
meliferas de ramos, flores, pdlen, brotos, botdes florais
¢ exsudados de plantas, a qual as abelhas adicionam
secregdes salivares, cera e podlen, para a elaboragdo do
produto final. Sendo utilizada pelas abelhas para eliminar
possiveis invasores e selar aberturas na colmeia (Crane,
1997; Pereira et al., 2002).
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O uso do extrato etandlico da propolis destaca-se
pelas propriedades farmacologicas em sprays antissépticos
bucais e nasais, assim como o uso do extrato puro no
combate a gripes e resfriados. As atividades antimicrobiana,
anti-inflamatoria, cicatrizante, anestésica, antioxidante e
estimuladora do sistema imunolégico vém proporcionando
a aplicabilidade pela industria farmacéutica e alimenticia,
na forma de alimentos funcionais (Park et al., 1998).

A prevengdo da oxidagao lipidica ¢ uma das buscas
na industria carnea, ja que seus produtos sdo indesejaveis
ndo somente pela producdo de odores e flavours ofensivos,
como resultado da decomposic¢do de lipidios e producdo
de compostos volateis, mas também, pela destrui¢ao de
constituintes essenciais, ocasionando o decréscimo do
valor nutricional dos alimentos e a formacao de compostos
toxicos durante o processamento (Frankel, 1996; Kahl &
Hildebrandt, 1986).

Os antioxidantes sintéticos amplamente utilizados
como o butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno
(BHT), t-butil-hidroquinona (TBHQ) e o galato de propila
(PG), tém sido questionados, ao passo que antioxidantes
naturais, como o tocoferol, polifenois da erva-mate e da
marcela e pigmentos carotenoides de frutas tropicais, tém
apresentado uma grande relevancia na prote¢do contra a
oxidagdo lipidica (Romero et al., 2007).

A necessidade de determinacdo das caracteristicas
dos extratos de propolis comercializados na cidade de Santa
Maria, no Rio Grande do Sul (RS), fez do objetivo deste
trabalho avaliar o teor de fendlicos e flavonoides totais e
a atividade antioxidante in vitro das amostras de extratos
de propolis utilizando como comparativos antioxidantes
sintéticos e as metodologias que seguem abaixo.

MATERIAIS E METODOS

Os extratos de propolis foram obtidos em farmacias
¢ lojas de produtos naturais de Santa Maria-RS. Foram
identificadas pelas letras A, B, C, D, E, os extratos
etanolicos, e F, o extrato aquoso. A concentragdo de extrato
seco descrita no rotulo de todas as amostras foi de 11,0%,
exceto a B que foi de 12,0%.

Os reagentes liquidos (Folin Ciocalteu, (+) - o —
Tocoferol e alcool metilico) e os solidos (carbonato de
sodio anidro, acido galico, cloreto de aluminio, quercetina,
2,2-difenil-1-picrilidrazila, utilizados foram das marcas
Sigma Chemical Co, Merck e Synth. As solugdes foram
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preparadas com os solventes adequados (agua destilada
e alcool metilico, por exemplo), visando-se minimizar a
contaminagdo das analises.

Métodos

O conteudo de fendlicos e flavonoides totais dos
produtos de abelha Apis melifera foi determinado conforme
as metodologias descritas a seguir.

Conteudos de fenolicos totais

Para a determinagédo de fenolicos totais foi utilizado
o método de Folin-Ciocalteu (Ahn et al., 2004; Singleton et
al., 1999). As amostras (0,5 mL) foram diluidas para 50 mL,
com agua destilada e filtradas em papel de filtro Wathman
n°l. Esta solugdo (0,5 mL) foi entdo misturada com 2,5 mL
de reagente de Folin-Ciocalteu 0,2 N por cinco minutos
e, por fim, adicionou-se 2 mL de solugdo de carbonato de
sodio (7,5%). Apos a incubagdo, a temperatura ambiente,
no escuro, por 2 horas, a absorbancia foi medida a 760 nm
contra o branco, que se consistiu de metanol e comparada
com a curva padrao de 4cido galico, em quatro pontos de
concentragoes (2, 4, 6 e 8 pg/mL). Y=0,0685x — 0,078,
onde y € a absorbancia e x é a concentra¢ao; R?=0,9996. O
conteudo total de fendlicos foi expresso em mg equivalente
de acido galico por grama de extrato de propolis,
considerando-se o teor de extrato seco das mesmas.

Conteudo de flavonoides totais

O contetdo total de flavonoides foi determinado
usando o método de Dowd adaptado (Arvouet-Grand et
al., 1994). Resumidamente, 500 pL de cloreto de aluminio
(AICL) a 2% em metanol foram misturados com o mesmo
volume da solugdo de amostra (100 pL de extrato para 50
mL de agua destilada). Quanto a absorbéncia, leu-se 425
nm apods dez minutos contra um branco, consistindo de
uma solucgdo de 500 pL de metanol com 500 pL de cloreto
de aluminio [(AICL)]. O conteudo total de flavonoides
foi determinado usando uma curva padrdo de quercetina
em quatro pontos de concentragdes (5, 10, 20 ¢ 40 pg/
mL). Y=0,0063x — 0,0048, onde y ¢ a absorbancia e x ¢ a
concentragdo; R?=10,9999). O contetdo total de flavonoides
foi expresso como mg de equivalentes de quercetina por
grama de extrato de propolis, considerando o teor de extrato
seco das mesmas.

Atividade antioxidante

Capacidade de sequestro de radical 2,2 difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH)

A medida da capacidade sequestrante foi realizada
de acordo com a metodologia descrita por Brand-Willians
et al. (1995). Preparou-se uma solucdo 0,1 mM de DPPH
em etanol e, 1,0 mL desta solugdo foram adicionadas a
250 pL das amostras diluidas (na proporcéo 1/10, em agua
destilada).

Apds 20 minutos, mediu-se a absorbancia a 525 nm.
A capacidade de sequestro de radical DPPH foi calculada
de acordo com a equagdo abaixo:
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Capacidade de sequestro de radical DPPH (%) =
[(4,—4,)/4,]100,

Onde: 4, foi a absorbancia do controle e 4, a
absorbancia na presenca do composto.

Atividade quelante de ion ferroso

A atividade quelante de metais foi determinada
de acordo com o método de Dinis et al. (1994). Para a
reacdo, foram utilizadas 50 pL de cada amostra sem diluir
previamente.

Os extratos foram adicionados numa solu¢do de
cloreto férrico 2 mM (0,05 mL). A reagdo iniciava através
da adigdo de 5 mM de ferrozina (0,2 mL), a mistura
agitada vigorosamente e mantida a temperatura ambiente
por dez minutos. A absorbancia da solu¢do foi medida
espectrofotometricamente a 562 nm. A percentagem de
inibi¢do da formagao do complexo ferrozina-Fe™? foi dada
pela formula:

Atividade quelante de ion ferroso =
4,1100,

Onde: 4, foi a absorbancia do controle € 4, a
absorbancia na presenca de amostras.

[(A() - A])/

Analise estatistica

Todas as medidas foram feitas em triplicata. Os
resultados foram analisados com o programa Statistica
6.0., usando ANOVA e Teste-f Student’s (valor de p<0,05)
quando adequado para a interpretacao.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os teores encontrados de
fendlicos totais e flavonoides totais das amostras de extratos
comerciais de propolis analisadas. Os teores encontrados
variaram de 70,60 £+ 0,07 a 539,10 + 1,51 mg equivalente
de 4cido galico por grama para fenoélicos totais e de 48,95
+ 0,13 a 114,50 £ 0,13 mg equivalente de quercetina por g
para flavonoides totais.

A Tabela 2 mostra a atividade antioxidante das
amostras de extratos comerciais de propolis quanto a
atividade quelante de ferro e capacidade sequestrante de
DPPH. Quanto a atividade quelante, as amostras E e F,
embora sem diferenga estatisticamente significativa entre
clas, apresentaram os valores mais elevados de capacidade
complexante, 42,75% e 37,86%, respectivamente.

Tabela 1 - Conteudos totais de flavondides e dos fenodlicos totais
em amostras comerciais dos extratos de propolis de Santa Maria-
RS

Amostras z:meg%”g%?:ido galico/100g) (Fn'?g %géziq%%srceﬁnamoom
A 299,57 +1,19¢ 70,06 + 0,072

B 70,60 + 0,24a 48,95 + 0,13

c 123,52 + 0,40b 80,66 + 0,112

D 389,03 + 0,48¢c 81,37 + 0,042

E 345,74 £ 0,33c 110,61 £ 0,06b

F 539,10 + 1,51d 114,50 + 0,13b

Os resultados acima sdo a média + desvio padrdo (n=3).
Valores com a mesma letra nao diferem estatisticamente (p<0,05).
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Tabela 2 - Valores % atividade quelante de metal ¢ capacidade
sequestrante de DPPH em amostras comerciais de extratos de
propolis de Santa Maria-RS

Amostras % atividade quelante % sequestrante de DPPH
A 13,05 + 1,052 91,83 +0,08a
B 16,31 2,222 80,55 + 0,76b
Cc 12,38 £ 0,722 92,56 + 0,08a
D 1,01 £1,59 (*) 91,83 +0,80a
E 42,76 + 1,60b 89,68 +0,21b
F 37,86 + 3,06b 89,31 +0,60b

Os resultados acima sdo a média + desvio padrdo (n=3).

Valores com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05).

(*) A-amostra D ndo se comportou conforme o esperado na técnica, ficando os valores de atividade
quelante muito abaixo das demais.

DISCUSSAO

As variacdes nas concentracoes de fenolicos totais
e de flavonoides totais ocorre em funcdo de diferentes
fatores, tais como a ecologia da flora (Park et al., 2002),
pelo periodo da coleta da resina (Santos et al., 2003), pela
genética da abelha rainha (Park et al., 1998), pela flora local
e regido da coleta (Bankova, 2005; Sousa et al., 2007).

A amostra que apresentou o teor mais elevado de
fenodlicos totais foi a F (539,10 + 1,51 mg, equivalente de
acido galico por grama), que era um extrato aquoso, ao
contrario das demais que eram extratos etanolicos. Quanto
aos flavonoides totais, a amostra que apresentou o teor
mais elevado foi também a amostra F (114,50 + 0,13 mg,
equivalente de quercetina por grama), porém nao diferindo
estatisticamente da amostra E (110, 61 + 0,06 mg de
equivalente quercetina por grama).

Os valores encontrados nesse trabalho estdo dentro
dos padrdes encontrados por outros autores (Kalogeropoulos
et al., 2009; Moreira et al., 2008), sendo que os valores de
flavonoides totais sdo inferiores ao de fenolicos totais.

Os extratos etanolicos de propolis devem conter, no
minimo, 0,25% de flavonoides e 0,50% de fenolicos (Brasil,
2001). O contetido médio de compostos flavonoides e
fendlicos (dados ndo mostrados) foram 0,94 g% e 3,25 g%,
respectivamente, verificando que todas as amostras estao
dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacdo quanto a
esses dois parametros.

Como a composicdo quimica da propolis ¢
dependente da localizagdo geografica, a relagdo entre os
fenodlicos totais e flavonoides totais esta relacionada com a
flora e regido da coleta (Bankova, 2005; Park et al., 2002).
Em estudo realizado sobre a atividade antimicrobiana de
propolis (Castro et al., 2007) foram encontrados teores
de fenodlicos (22,03 + 0,01 a 39,38 £ 0,01 mg/mL) dez
vezes maiores do que o de flavonoides totais (2,47 + 0,15
a 4,41 + 0,02 mg/mL) para o extrato de propolis oriundo
da regido Nordeste do Brasil (Tipo 6); ja no extrato de
propolis oriundo da regido Sudeste (Tipo 12), os teores de
fenodlicos totais (59,98 + 2,25 a 94,98 + 3,23 mg/mL) foi
aproximadamente o dobro dos teores de flavonoides totais
(21,52 +£0,01 a47,31 = 0,06 mg/mL).

Outros autores (Cabral et al., 2008) demonstraram
também que os teores de compostos fenolicos totais podem
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variar de acordo com o solvente usado na obtengdo do
extrato de propolis, sendo que os valores encontrados
variaram de 154,83 mg a 295,29 mg/100 g de propolis e o
extrato etandlico foi o que apresentou o valor mais elevado.

A atividade antioxidante de compostos pode ser
de dois tipos: primaria quando se liga a radicais livres ou
secundaria quando possui capacidade quelante de metais
de transicdo. O sinergismo aparece quando ocorrem os dois
mecanismos (Fennema, 2000).

Segundo Dinis etal. (1994) ao ligarem-se ao ion ferro
(metal catalisador de reacdes), as drogas acetominofeno
¢ salicilato inibem a continuidade da propagagdo da
peroxidagdo lipidica, efeito este que os extratos de propolis
também devem provocar ao se complexar com o ferro.

O metal de transicdo ferro estd naturalmente
presente em diferentes alimentos, como nas carnes e
pescados, ligado a mioglobina e a hemoglobina e, assim
como o cobre, sdo pro-oxidantes do processo de iniciagdo
da oxidagdo de lipidios (Shahidi & Hong, 1991). Assim,
a oxidagdo lipidica de carnes e pescados seria inibida na
auséncia de oxigénio, energia e metais (Santos et al., 2003).

A oxidacdo lipidica também estd intimamente
relacionada com a oxida¢do de cor. O fenomeno de
esverdeamento da linguiga ocorre devido a oxidagdo do
pigmento mioglobina; esta pode levar a oxidagdo lipidica,
a qual também pode ser induzida por outros componentes
que possuem ferro ou pelo ferro livre (Olivo et al., 2001).

Com relacdo capacidade sequestrante de DPPH
as amostras apresentaram valores entre 80,55 a 92,56%.
Os valores encontrados sdo superiores aos relatados
por outros autores, em que a capacidade sequestrante de
DPPH do extrato etanolico de propolis apresentou 61,26%
de atividade e o padrdo de a-tocoferol apresentou 86,7%
(Crane, 1997).

O DPPH ¢ sequestrado pelos compostos fenolicos
por dois mecanismos: (1) conforme a habilidade de doagdo
de hidrogénio aos compostos dareagdo em cadeia, tornando-
os produtos finais estaveis e (2) doagdo de elétrons do anion
fenoxido (ArOH) para o DPPH. A escolha dos mecanismos
depende do poder redox das espécies envolvidas e do
nimero de radicais hidroxil fendlico livres e as suas
biodisponibilidades de conjuga¢do (Fennema, 2000).

A atividade antioxidante forte na propolis pode vir
dos flavonoides, como quercetina, flavonas, isoflavonas,
flavononas, antocianinas, catequinas e isocatequinas. Porém
os fenolicos podem participar juntos com os flavonoides na
determinagao dessas atividades antioxidantes (Castro et al.,
2007; Silva et al., 2006).

A quercetina quando comparada ao acido ascorbico
¢ um bom quelante e sequestrador de radical livre, ndo
permitindo a acdo das espécies reativas de oxigénio. Ja o
acido ascorbico atua como pro-oxidante na presenca de
metal, gerando espécies reativas de oxigénio, causando
uma grande agressdo a camada lipidica (Figueiredo et al.,
2006).

Os 0dleos essenciais e o extrato da propolis possuem
cheiro caracteristico que podem limitar o seu uso, porém se
os niveis adicionados forem adequados os mesmos podem
apresentar atividade antioxidante sem afetar o odor do
alimento (Mariutti et al., 2007).

Sendo assim pode-se concluir que as amostras
de propolis possuem compostos fendlicos ¢ flavonoides
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nas quantidades exigidas pela legislagdo. A atividade
antioxidante foi comprovada por dois mecanismos
(quelante de metal e sequestrante de radical livre). Os
extratos que apresentaram melhor capacidade antioxidante
foram as amostras E (etanélico) e F (aquoso).

ABSTRACT

Phenolic and flavonoid content and antioxidant
activity of commercial propolis samples

In this study we determined some of the physical and
chemical characteristics of propolis from the district
of Santa Maria in southern Brazil. The samples were
obtained from pharmacies and health food stores in
that city. The chemical composition, with respect to
phenolics and flavonoids, and antioxidant activity were
tested and compared. The high antioxidant activity of
pure extracts (aqueous or ethanolic) was explained by
the phenolics and flavonoids content, confirming the
close relationship between these compounds and the
preventive action against free radicals. The six samples
analyzed possessed from 70.60 mg to 539.10 mg of
phenolics (expressed in mg gallic acid / g of propolis
extract) and from 48.95 mg to 114.50 mg of flavonoids
(expressed in mg quercetin / g of propolis extract).
The aqueous extract showed the highest contents of
flavonoids and phenolics and the highest antioxidant
activity, measured as chelating activity. The results
obtained with aqueous propolis extract were satisfactory
for future application in food.

Keywords: Phenolic compounds. Flavonoids. Propolis.
Antioxidant activity. Ethanol extract.
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