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Extracao e atividade antioxidante de prdpolis: uma revisao
bibliografica

Extraction and antioxidant activity of propolis: a literature

review
RESUMO

Tania Tasca Magalhdes Mendoza Prépolis € uma mistura de substincias que as abelhas coletam e depositam em suas
tania.2018@alunos.utfpr.edu.br . . L
Universidade Tecnoldgica Federal colmeias e geralmente apresentam atividade antioxidante. Este trabalho teve como
do Parana. Toledo, Parana, Brasil objetivo identificar a importancia da otimizagdo do processo de extracdo de prépolis e os

. - métodos de avaliar a atividade antioxidante, que podem ser utilizados para acompanhar a
Dra. Tatiana Shioji Tiuman N o R X . . . L
tatianatiuman@utfpr.edu.br extragdo de substancias ativas. Para isso, foi realizado um levantamento bibliografico a
Universidade Tecnologica Federal partir de livros e trabalhos cientificos. Com o estudo, verificou-se que para um maior

do Parana. Toledo, Parana, Brasil . . } o . o
rendimento dos compostos ativos na prépolis é indicado utilizar solventes organicos e/ou

4gua e o planejamento experimental pode ser uma alternativa para auxiliar no processo de
extracdo. Além disso, observou-se que para determinar a atividade antioxidante in vitro em
substancias biologicamente ativas existem vdrias técnicas como DPPH, ABTS, FRAP,
determinagdo de compostos fendlicos totais e flavonoides. Desta forma, conclui-se que a
otimizagdo do processo de extragdao de propolis é importante para se obter compostos
fendlicos, que estdo intimamente relacionados com a atividade antioxidante.
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ABSTRACT

Direito autoral: Este trabalho esta

licenciado sob os termos da Licenca

Creative Commons-Atribuicao 4.0 Propolis is a mixture of substances that bees collect and deposit in their hives and generally

Internacional. have antioxidant activity. This work aimed to identify the importance of optimizing the
propolis extraction process and the methods of evaluating the antioxidant activity, which
can be used to accompany the extraction of active substances. For this, a bibliographic

survey was carried out from books and scientific works. With the study, it was found that
for a higher yield of the active compounds in propolis, it is recommended to use organic
solvents and / or water and experimental planning can be an alternative to assist in the
extraction process. In addition, it was observed that to determine the antioxidant activity in
vitro in biologically active substances there are several techniques such as DPPH, ABTS,
FRAP, determination of total phenolic compounds and flavonoids. Thus, it is concluded that
the optimization of the propolis extraction process is important to obtain phenolic
compounds, which are closely related to the antioxidant activity.
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INTRODUCAO

Prépolis é uma mistura de substancias que as abelhas coletam e depositam
em suas colmeias para sua vedagdo. Sua composicao “[...] contém 50 - 60% de
resinas e balsamos, 30 - 40% de ceras, 5 - 10% de dleos essenciais, 5% de grao de
polen, além de microelementos como aluminio, calcio, estroncio, ferro, cobre,
manganés e pequenas quantidades de vitaminas B1, B2, B6, Ce E” (LUSTOSA et al.,
2008, p. 447). Dentre as substancias de sua composicdo estdo os flavonoides que
sdo indicados por ter acOes anti-inflamatdria, antimicrobiana e antifungica
(LONGHINI et al., 2007).

Utiliza-se a prépolis na forma de extrato, principalmente para a medicina,
indUstria de alimentos e cosméticos. Vdérios solventes extratores podem ser
utilizados para a extracdo da prépolis e a escolha do solvente depende da
finalidade de uso e dos componentes que se deseja extrair. Isso porque a prépolis
é composta por uma complexa mistura de substancias com polaridades diferentes.
Entdo um Unico solvente ndo ird extrair todos os componentes. Sdo varios os
métodos que podem ser utilizados para extrair os componentes bioativos da
propolis, entre eles: maceracdo, extracdao Soxhlet, extracdo ultrassonica e por
micro-ondas (HOJO, 2017).

Antioxidantes sdao aquelas substancias que, quando em baixas concentracdes
comparadas a um substrato oxidavel, podem atrasar ou inibir a oxidacdo de forma
eficaz do substrato (TIVERON, 2010). A oxidagdo ocorre quando uma substancia
guimica perde um ou mais elétrons para outra substancia e a reducdo é o processo
inverso; esse processo de transferéncia de elétrons é um processo fundamental
para a sobrevivéncia de células (ALVES, 2010).

Entre as propriedades desejaveis dos antioxidantes estdo a eficacia quando
entre 0,001 a 0,01% (baixas concentracbes), ndo ha efeitos indesejaveis de cor,
odor, sabor quando em alimentos, sdo estdveis quando processados e
armazenados e seus produtos de oxida¢do ndo sdo toéxicos (TIVERON, 2010).

Os antioxidantes naturais, compostos fendlicos, estdo presentes nos vegetais
e sdo de grande variedade. S3o compostos organicos que ndo parecem ter
importancia direta relacionada ao crescimento e desenvolvimento de plantas, mas
que protegem a mesma de ataques herbivoros e microrganismos patogénicos;
além disso podem atrair polinizadores ou dispersar frutos, proteger da radiacdo
ultravioleta e reduzir o crescimento de plantas competidoras (TIVERON, 2010).

Considerando o assunto exposto, este trabalho teve como objetivo identificar
a importancia da otimizagdo do processo de extragao de propolis e os métodos de
avaliar a atividade antioxidante, que podem ser utilizados para acompanhar a
extracdo de substancias ativas.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho utilizou como metodologia uma revisdo de literatura sobre
processo de extracdo de compostos antioxidantes de prdpolis e métodos que
podem ser empregados para avaliar esta atividade. Para isso foram pesquisados
dados em artigos, livros, dissertagdes e teses sendo organizados sobre os temas
abordados.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Quando se trabalha com andlises antioxidantes, uma das etapas fundamentais
€ a preparacao das amostras. Com amostras sélidas primeiramente sao trituradas
possibilitando assim uma maior drea de contato do solvente com a amostra
(BOROSKI et al., 2015). Importante observar durante o processo de extracdo qual
a natureza do solvente, se o solvente consegue penetrar nas células, se as
substancias que sdo extraiveis se dissolvem, se ha difusdo da solugdo para fora da
célula, a busca do equilibrio da saturacdo do solvente, para que assim haja a maior
eficiéncia. Importante observar também a temperatura, pH, tempo necessario
para extracdo, presenca de agentes como metal ou luz e se hd interacdo de outras
moléculas com as espécies que sao antioxidantes (BOROSKI et al., 2015).

No caso da prdpolis o solvente a ser utilizado depende da substancia que se
deseja extrair. Observa-se a presenca de substancias que sdo solUveis em dleo,
agua e aquelas que sdo sollveis tanto em éleo como em agua. No caso da extracao
da prépolis para a area de alimentos, medicinal ou da cosmética o solvente mais
utilizado é o etanol (MARIANO, 2014)

Quando se trata de extragdao convencional a técnica mais empregada utiliza
um solvente orgdnico e/ou agua para obter extratos com alto teor de compostos
fendlicos. A polaridade do solvente empregado influencia diretamente na
solubilidade dos compostos. Agua, metanol, etanol e acetona s3o os solventes que
mais se utiliza (SANTOS, 2013). Os compostos fendlicos sem moléculas de agtcar
sdo solluveis em alcoois. Utiliza-se acetona, solvente menos polar, para obter-se
componentes com baixa polaridade e os solventes mais polares sdo extraidos
utilizando-se dgua. Quando se combina solventes com diferentes polaridades
acaba-se tendo um aumento da eficiéncia do processo de extragdo (SANTOS,
2013).

Quando se utiliza o planejamento fatorial conjuntamente a andlise das
superficies das respostas é possivel se fundamentar na estatistica para que as
informacbGes sejam mais confidveis. Este método consiste na avaliacdo de
diferentes entradas que afetam as respostas fornecendo informacdes que auxiliam
na melhoria das performances de produtos e processos. Dentre suas vantagens
estdo a reducdo de repeticOes, analisar simultaneamente os fatores, otimizar mais
de uma resposta ao mesmo tempo, verificacdo e calculo do erro experimental e
depende da competéncia do profissional e ndo dos seus conhecimentos em
estatistica (OLIVEIRA; ANDOLFATTO, 2016).

Existem diferentes técnicas para se determinar a atividade antioxidantes in
vitro de substancias biologicamente ativas. Em func¢do dos diferentes tipos de
radicais livres e suas formas de atuagdo, ndo hd um método simples e universal
para se quantificar a atividade antioxidante. Por isso os resultados precisam ser
interpretados com base no método que foi utilizado (OLIVEIRA; ANDOLFATTO,
2016).

A técnica da ABTS (acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzoatizolina-6-sulfénico)
captura um cdtion radical sendo utilizada para medir a capacidade antioxidante de
matrizes hidrofilicas e lipofilicas. E muito utilizada para analise de vegetais, frutas,
plantas medicinais etc. Mede-se a atividade antioxidante utilizando a capacidade
de estabilizagcdo do cation radicalar ABTS que retorna a ABTS neutro; com isso ha
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a descoloracdo da solugdo e a absorbancia diminui para 734 nm (BOROSKI et al,
2015).

Com base a literatura pesquisada para se preparar as solucdes para a técnica
ABTS deve-se observar os passos: a) Preparo da solucdo de metanol a 50%; b)
Preparo da solucdo de acetona a 70%; c) Preparo da solu¢do estoque ABTS 7mM,;
d) Preparo da solucdo de persulfato de potadssio 140mM; e) Preparo do radical
ABTS + e; f) Preparo da solugdo padrao de Trolox 2,0 mM (RUFINO, 2007).

Para a determinacdo da curva padrdo é necessdrio transferir, em ambiente
escuro, 30 plL de cada solucdo trolox (100 uM, 500 uM, 1000 puM, 1500 uM e 2000
M) para tubos de ensaio. Agregar a solucdo do radical ABTS e agitar os tubos para
homogeneizar. Passados 6 minutos, realizar a leitura em 734 nm utilizando o
branco como calibrador do espectrofotémetro. Plotar as concentracées de trolox
no eixo X e suas absorbancias no eixo Y e calcular a equacgdo da reta.

A técnica DPPH é um método que envolve a captura do radical livre 2,2-difenil-
1-picrilhidrazila (DPPH) sendo uma determinacgdo in vitro do potencial antioxidante
de diferentes matrizes alimentares (BOROSKI et al., 2015). E um radical estavel e
organico de nitrogénio comercialmente disponivel. Possui em sua estrutura no
atomo de nitrogénio um elétron desemparelhado. O radical de cor purpura é
reduzido através dos compostos antioxidantes se tornando amarelo palido. Para a
atividade antioxidante é necessario etanol ou metanol e se observa a diminuicao
da absorbancia a 515-528 nm. A transferéncia de elétrons depende do solvente e
do pH do meio reacional (RODRIGUES, 2009).

Para se preparar a solucdo de DPPH 0,1192 mmol L-1 utiliza-se um baldo
volumeétrico de 100 mL; acrescenta-se 4,70 mg de DPPH e completa-se o baldo com
metanol, dissolvendo e homogeneizando. Apds transfere-se para um frasco
ambar. Deve ser utilizado no mesmo dia do preparo; importante proteger da luz
tanto no preparo como na andlise. Para o preparo da amostra a ser analisada
utilizar 10 mL de metanol e dissolver 20 mg do extrato (BOROSKI et al., 2015).

A andlise é feita da seguinte forma: nas cubetas pipetar a solucédo do extrato.
Em protecdo contra a luz, acrescentar a solucdo metanoica do radical DPPH e
esperar 30 minutos para a leitura da absorbancia a 517 nm contra o branco. Pode-
se determinar o IC50, ou seja, a concentracdo de antioxidante necessario para
inibir 50% do radical DPPH ou IAA (indice de Atividade Antioxidante). Os resultados
de IAA sdo avaliados de acordo as seguintes informacbes: < 0,5 — capacidade
antioxidante fraca; entre 0,5 e 1 — capacidade antioxidante moderada; entre 1 e 2
— capacidade antioxidante forte; < 2 - capacidade antioxidante muito forte
(BOROSKI et al., 2015).

Na técnica de FRAP as reacles de oxidacdo e reducdo (reacdo redox)
favorecem agdes antioxidantes. Existem substancias que sdo doadoras de elétrons
e que reagem com espécies reativas de oxigénio e nitrogénio convertendo-as em
compostos mais estaveis finalizando as reagdes radicalares. E importante
identificar o poder de redugdo de substancias antioxidantes pois assim identifica-
se atividade antioxidante alta (BOROSKI et al., 2015).

A técnica de FRAP utiliza o complexo férrico 2,4,6-tripiril-1,3,4-triazina
([Fe3+(TPTZ)2]3+) para identificar o poder de reducdo. “Na presenca de uma
substancia antioxidante redutora e em meio acido (pH 3,6), o complexo
([Fe3+(TPTZ)2]3+) recebe um elétron é reduzido a foram ([Fe2+(TPTZ)2]2+), que
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apresenta intensa coloragdo azul com maximo de absorgdo em 593 nm” (BOROSKI
et al.,2015, p. 95). Esta técnica tem como limitagdo ser utilizada somente em meio
aquoso (BOROSKI et al., 2015).

Para a avaliacdo da capacidade sequestrante em proépolis, por exemplo, o
DPPH é o método mais utilizado. O método ABTS também é uma dos mais
utilizados para avaliar a atividade antioxidante em funcdo de sua simplicidade e
rapidez sendo de facil aplicacdo nas rotinas dos laboratérios. O terceiro método
mais utilizado é o FRAP (OLIVEIRA, ANDOLFATTO, 2016). Quando se utiliza o radical
ABTS, que é sollvel tanto em dgua quanto em solventes organicos, pode-se
trabalhar com amostras hidrofilicas e lipofilicas; por isso que com esse método
utiliza-se extratos aquosos quantos extratos produzidos com etanol e dagua.
Utilizando o método DPPH ha a vantagem de que o resultado ndo sofre influéncia
da polaridade do substrato (SALGUEIRO, 2016).

O principal reagente utilizado no método de determinacdo de Fendlicos Totais
é o Folin-Ciocalteu, que é um liquido de coloracdo amarela. Quando na presenca
de espécies redutoras hd a reducdo dos sais e formacao de espécies reduzidas que
desenvolvem uma coloracdo azul, e sua intensidade depende do numero de
hidroxilas ou grupos que sdao potencialmente oxidaveis nos compostos fendlicos
(BOROSKI et al., 2015).

Para a determinacao de Fendlicos Totais as solucGes das amostras devem ser
preparadas com metanol ou outro solvente, sendo opcional o uso do ultrassom
para auxiliar na solubilizacdo, sobre protecao da luz com uma concentracdo final
de 2,5 mg mL-1. A solucdo padrdo de dacido galico é preparada com de 3agua
destilada. Utiliza-se a dissolucdo da solug¢do para concentracdo de 0-200 mg L-1
para a curva de calibragdo. Utiliza-se a solugdo do extrato da amostra adicionando
o reagente Folin-Ciocalteu, a solugdo saturada de carbonato de sédio e agua
destilada. Agita-se os tubos, mantem-se em temperatura ambiente protegido da
luz por 25 minutos. Passado este tempo, centrifugar por 10 minutos a 3000 rpm.
Realizar a leitura a 725 nm (BOROSKI et al.,2015).

No caso da determinacdo de flavonoides, utiliza-se a reacdao de complexacdo
com o aluminio. Leva-se em consideracdo a disponibilidade do grupo ligante nos
flavonoides, pH e solvente. O método original utiliza quercetina e sal cloreto de
aluminio em meio acido, que forma um complexo amarelo utilizando a agua
destilada como solvente. Algumas modificacGes foram realizadas substituindo a
agua destilada por alcool como etanol e metanol. Outra modificagdo é a
acidificagdo do metanol. Algumas metodologias incluem o nitrito de sédio antes
do metanol, seguido da adi¢do de hidréxido de sddio. Hd o deslocamento do
comprimento de onda para 510 nm (BOROSKI et al.,2015).

No método em questdo prepara-se os reagentes com a solugdo de cloreto de
alumino a 5% onde adiciona-se 5 g do sal em 100 mL de metanol, agitando-se
magneticamente (BOROSKI et al.,2015).

Para o preparo das amostras adiciona-se metanol, sob a protecdao da luz,
tendo uma concentragdo final de metanol de 2,5 mg mL-1. Para a solugdo do
padrdo utiliza-se 10 mg de quercetina em um baldo volumétrico, sob protecdo da
luz, com 5mL de metanol, perfazendo 2000 mg L-1. Apds sdo feitas diluicGes em
metanol para obter solu¢gdes com concentracdes entre 0-100 mg L-1, para a
construcgdo da curva de calibragdo (BOROSKI et al.,2015).
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O procedimento é feito da seguinte forma: em 500 pL da solucdo do extrato
adicional 250 plL da solugdo de cloreto de aluminio a 5% e 4,25 mL de metano.
Agitar os tubos e manter em temperatura ambiente por 30 minutos. Apds realizar
a leitura a 425 nm (BOROSKI et al.,2015).

CONCLUSOES

Com este estudo verificou-se a importancia de se otimizar o processo de
extracdo de amostras de prdpolis e métodos utilizados para avaliar a atividade
antioxidante, os quais podem ser utilizados para o acompanhamento da extracao
de substancias bioativas. Com isso, compostos fendlicos, que estdo intimamente
relacionados com a atividade antioxidante poderdo ser extraidos com maior
eficacia e estes extratos poderdo ser aplicados em produtos, desempenhando
assim uma melhor atividade.
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