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RESUMO

A propolis € material resinoso e balsamico coletado pelas abelhas da espécie Apis mellifera, sendo utilizado
para cobrir aberturas existentes na colmeia, auxiliando na sua protecéo contra o ataque de microrganismos,
assim como para a mumificacdo de insetos. A sua composicdo quimica é complexa, tendo em vista que se
relaciona com a diversidade da flora e o periodo de coleta, sendo, portanto, de suma importancia o seu estudo
para determinar a sua aplicacédo industrial. Neste trabalho foram determinadas caracteristicas quimico-
bioldgicas de prépolis vermelha de Belmonte-BA visando correlacionar a sua composicao quimica com a sua
atividade antioxidante, no interesse de qualificar o material como composto ativo para a formulacéo de
biocurativos. A partir de analise de compostos fendlicos e flavonoides verificou-se que o seu perfil de bioativos
era condizente com aquele de uma amostra pertencente ao grupo 13, ao passo que também o resultado
guanto a atividade antioxidante se mostrou promissor.

PALAVRAS-CHAVE: Propolis, vermelha, caracterizagdo, quimica.
1. INTRODUCAO

A prépolis € uma mistura complexa, formada por material resinoso e balsamico coletado pelas
abelhas meliferas de ramos, flores, pdlen, brotos, botdes florais e exsudatos de plantas. Em virtude disso, a
composicao da propolis é dependente da biodiversidade da regido que as abelhas visitaram, motivo pelo qual
a propolis do Brasil apresenta uma vasta variedade com atualmente 13 grupos distintos reconhecidos, o0s
quais foram classificados conforme a sua composicéo quimica e atividade biol6gica.-?

Uma das descobertas mais recentes diz respeito a propolis vermelha, classificada como o 13° tipo de
prépolis brasileira existente (grupo 13), cujo interesse em seu estudo tem sido crescente nos Ultimos anos
devido as suas varias atividades bioldgicas, tais como a agdo antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria
etc., demonstradas em ensaios in vitro. Por exemplo, tem se conhecimento do uso do extrato etandlico de
propolis vermelha em sprays antissépticos bucais e nasais devido as suas propriedades farmacolégicas.3
De acordo com a literatura, o fracionamento € a etapa inicial quando se deseja avaliar a composi¢ao quimica
e atividades biolégicas de compostos ativos. Nesse aspecto, o presente trabalho teve como objetivo fracionar
e avaliar a composicdo quimica em fendlicos totais e flavonoides, assim como a atividade biologica
antioxidante através do sequestro do radical DPPH visando avaliar o seu uso futuro como composto bioativo
em formulagBes de biocurativos.

2. METODOLOGIA

O perfil de bioativos, especificamente fendlicos e flavonoides, na amostra de prépolis vermelha, assim
como a sua atividade antioxidante foram determinados conforme as metodologias descritas a seguir.

Obtengdo e processamento da propolis

Aproximadamente 1000g de amostra bruta de prépolis vermelha oriunda do municipio de Belmonte
(Bahia), seréo trituradas em um moinho (Cadence — Brasil) e peneiradas (60 mesh), a fim de obter uma
granulometria adequada (aproximadamente 0,250 mm), aumentando a &rea superficial e homogeneizando o
material de partida dos processos de extracdo. Pequenas quantidades (250g) de prépolis serdo mantidas no
freezer a -10 °C, em frascos protegidos com papel laminado em condi¢c8es atmosféricas inertes (N2), a fim de
evitar a degradacdo do material.

Obtengao do extrato etandlico

O extrato etandlico da propolis vermelha sera obtido a partir da adi¢cdo de 15 mL de etanol (80%) a
2 g de prépolis vermelha processada. A extragao foi realizada a 70°C por 30 minutos sob agitagao constante
em incubadora Shaker (MARCONI — modelo MA 420), a 710 rpm. Dessa etapa, o0 extrato sera centrifugado
(CENTRIFUGE - modelo SIGMA 2-16 KL) a 8800 rpm a 5°C durante 10 minutos e o sobrenadante sera
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transferido para tubos de ensaio de vidro (15x160 mm). 10 mL de etanol (80%) sera adicionado ao residuo
no tubo de centrifuga, e a centrifugacdo sera repetida. O extrato serd mantido em condigbes atmosféricas
inertes (N2) numa temperatura de 5°C para evitar a degradagao.®
Caracterizagdo do extrato de prdopolis vermelha
Determinagdo dos Compostos Fendlicos totais

O teor de fendlicos totais sera determinado usando o reagente de Folin Ciocalteau por meio da
metodologia proposta por Singleton et al.6 Sera preparada a reacéo contendo uma aliquota de 0,5 mL da
solucado etandlica da amostra (0,5 mg. mL-1), 2,5 mL de solucdo aquosa de Folin-Ciocalteau 10% e 2,0 mL
de carbonato de sédio 7,5%. A mistura ser4d mantida em banho-maria a 50 °C durante 5 minutos e entdo
realizada a leitura em espectrofotdmetro a uma absorbancia de 765 nm. A quantidade de fendlicos totais sera
expressa como grama equivalentes de acido gdlico por 100 gramas de amostra (QEAG.g1) através da
construcdo de uma curva de calibracao utilizando solucfes conhecidas do padrao acido galico nas mesmas
condi¢cdes (A = 765 nm).

Determinacé&o do teor de Flavonoides

O teor total de flavonoides serd determinado de acordo com o método proposto por Meda et al.”,
com adaptacdes. Inicialmente, 2,0 mL do extrato (0,5 mg. mL"1) serdo transferidos para o tubo de ensaio e
adicionados 2,0 mL de solugdo metandlica de cloreto de aluminio (AICIs) a 2%. As amostras serédo
homogeneizadas em um vértex (IKA - modelo Lab Dancer) e deixadas sob o abrigo da luz por um periodo de
30 minutos. A leitura sera em espectrofotdbmetro a 415 nm. O mesmo procedimento sera realizado utilizando
solugbes conhecidas de quercetina (de 5 a 105 pg.mL-1) para elaborar uma curva padréo. A quantidade de
flavonoides totais sera expressa como equivalentes de quercetina por grama de amostra (mgEQ.g™?).

Determinacéo da Atividade Antioxidante in vitro por meio do sequestro do radical DPPH (1,1-diphenil-
2-picrilhidrazil)

A atividade antioxidante in vitro do extrato serd avaliada utilizando o reativo 1,1-diphenil-2-
picrilhidrazil (também chamado de capacidade de sequestrar o radical DPPH).8 Serdo preparadas 5 diluicdes
(20 a 400pg.mL1) do extrato, em triplicata. Uma aliquota de 1 ml de cada diluicdo do extrato sera transferida
para tubos de ensaio com 3,0 ml da solugéo etandlica do radical DPPH (0,004%). Ap6s 30min de incubacéo
no escuro e a temperatura ambiente, a reducdo do radical livre DPPH ser4 mensurada pela leitura da
absorbancia em 517 nm. O mesmo procedimento serd adotado com etanol no lugar da amostra, sendo
considerado como branco. A capacidade de sequestrar radicais livres serd expressa como percentual de
inibicdo de oxidacéo do radical e calculado conforme a equacéo 1. O valor de CE50 (concentracéo de extrato
necessaria para sequestrar 50% do radical DPPH) seré& calculado através da equacéo da reta feita com base
nas concentracdes dos extratos e suas respectivas porcentagens de sequestro do radical DPPH.

% sequestro = 100 - [(absorbancia final da amostra * 100) / absorbéncia branco] (1)
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas as andlises em triplicata para quantificar os compostos fendlicos,
flavonoides, e atividade antioxidante (DPPH) no extrato de propolis vermelha. A Tabela 01 apresenta os
resultados referentes a quantificacdo de cada uma das caracterizacbes mencionadas anteriormente.
Constata-se que o teor de flavonoides (47,66 mg EAG/g) é inferior a média dos valores encontrados por
Daugsh et al. (2007),° referente as analises de prépolis pertencentes ao grupo 13 (65,76 mg EAG/g + 35,07),
mas compreendido no intervalo do desvio padrdo. De acordo com o autor essa variacdo se deve ao fato que
algumas amostras foram coletadas em regifes onde a resina D. ecastophyllum era escassa.’

De semelhante modo, a quantidade de compostos flavonoides na amostra de propolis vermelha
analisada apresentou um resultado abaixo do esperado (4,85 mg EQ/g) quando comparado ao identificado
em amostras do grupo 13 originarias da regido Nordeste analisadas por Daugsh et al.(2007) (15,73 mg EQ/g
+ 8,01).° Ressalta-se que, apesar da atividade antioxidante da prépolis ser atribuida principalmente aos
flavonoides, a quantidade de &cidos fendlicos pode apresentar um carater relevante, portanto sua
identificacao e quantificacao é de extrema importancia. 4910

Contudo, a determinacgéo da atividade antirradical livre (DPPH) mostrou um percentual de inibigdo
(PI) de 88,91%, percentual este superior ao identificado na referéncia (71,4% + 6,8) e que permite inferir que
a amostra possui uma elevada capacidade de sequestrar radicais livres portanto, uma atividade
antimicrobiana relevante. Deve-se ressaltar que a quantidade de flavonoides possui uma relacdo diretamente
proporcional com o PI, pois quanto maior o teor de flavonoides, maior sera a atividade antimicrobiana.®
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Tabela 01 — Resultados preliminares das andlises de caracterizacéo quimico-bioldgica do extrato de
propolis vermelha oriunda de Belmonte (BA)

Analises
Fendlicos (mg EAG/Qg) Flavonoides (mg EQ/q) DPPH (% inibicdo)
47,66 4,85 88,91%

Fonte: Prépria
4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados das andlises para identificac@o do perfil de bioativos e atividade antioxidante do extrato
de propolis vermelha apresentaram resultados satisfatorios, tendo em vista que os teores de fendlicos e
flavonoides se mostraram condizentes com o retratado na literatura, enquanto que a sua atividade
antioxidante obteve uma resposta além do esperado, em virtude do alto percentual de inibicdo da oxidagao
do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (88,91%), resultado este superior aquele encontrado na bibliografia
utilizada para esse trabalho. De modo que o material em questdo possui um potencial para atuagdo como
composto bioativo, 0 que corrobora para um futuro crescimento dos estudos por parte do SENAI CIMATEC a
acerca dos beneficios advindos do uso da propolis vermelha em aplicagfes biomédicas, tendo em vista que
esse trabalho faz parte de um projeto a longo prazo que visa desenvolver formulacdes de biomateriais
capazes de atuar como biocurativos em queimaduras de maneira a acelerar a recuperacdo do paciente.
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