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Atividade antioxidante de extratos de propolis em varios
solventes

Antioxidant activity of propolis extracts in various solvents

RESUMO

A presenga de compostos oxidantes em sistemas bioldgicos afeta varias moléculas, gerando
doencas cardiovasculares. Os antioxidantes sdo moléculas que podem diminuir o estresse
oxidativo. Esse trabalho objetivou a avaliacdo de antioxidantes em extratos de prdpolis
preparados com o acetato de etila, acetona, etanol, isopropanol e suas misturas. Os extratos
foram preparados utilizando prépolis e o solvente extrator na proporgdo 1:25 (m/v). O teor
de compostos fendlicos foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu e o teor de
flavonoides pela complexagdo com o cloreto de aluminio. A atividade antioxidante foi
determinada pelos métodos de ABTS e FRAP. Para a extragdo com a mistura de acetato de
etila:isopropanol 1:1 (v/v) foram obtidos teores elevados de flavonoides (47,6 mg de EQ
gl de prépolis) e teores intermedidrios de compostos fendlicos (80,9 mg de EAG g de
propolis), com esta mistura também apresentando os maiores niveis de atividade
antioxidante para os métodos ABTS e FRAP, respectivamente, 778,2 e 1463,6 mg de ET g'*
de propolis.

PALAVRAS-CHAVE: Flavonoides. Compostos fendlicos. Bioatividade.

ABSTRACT

Oxidant compounds in biological systems affects several molecules, causing cardiovascular
diseases. Antioxidants are molecules that can decrease oxidative stress. This work aimed to
evaluate antioxidants in propolis extracts prepared with ethyl acetate, acetone, ethanol,
isopropanol and their mixtures. The extracts were prepared with propolis and the extractor
solvent at 1:25 (w/v) ratio. The content of phenolic compounds was determined by the
Folin-Ciocalteu method and the content of flavonoids by complexation with aluminum
chloride. The antioxidant activity was determined by the ABTS and FRAP methods. For
extraction with the mixture of ethyl acetate: isopropanol 1: 1 (v/v) high levels of flavonoids
(47.6 mg of QE g propolis) and intermediate levels of phenolic compounds (80.9 mg of
GAE g propolis), with this mixture also showing the highest levels of antioxidant activity
for the ABTS and FRAP methods, respectively, 778,2 e 1463,6 mg de TE g* de propolis.

KEYWORDS: Flavonoids. Phenolic compounds. Bioactivity.
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INTRODUGAO

A prépolis € uma resina composta por uma mistura de substancias produzida
pelas abelhas, as quais utilizam-se de diversas partes das plantas para a producado
da mesma, como por exemplo: brotos, cascas, botdes florais e exsudatos resinosos
(FISCHER et al., 2008). Deste modo, as abelhas coletam substancias presentes nas
plantas e as modificam por meio de enzimas salivares gerando a formacdo de
novas substancias bioativas, garantindo assim diversas propriedades a propolis.
(FISCHER et al., 2008, MARCUCCI, 1995, MATOS, 2012).

A prépolis apresenta uma grande variedade de aplica¢des, que incluem sua
utilizacdo para a producdo de alimentos, farmacos e cosméticos. (COSTA et al.,,
2013). Dentre as principais propriedades da prépolis, destaca-se sua grande
atividade antioxidante (DE MELO et al., 2014), antibacteriana (BASTOS et al., 2011),
antifungica (LONGHINI et al., 2007), antiviral (FISCHER et al., 2005), cicatrizante
(ALMEIDA et al., 2013), e anti-inflamatéria (FISCHER et al., 2008).

A atividade antioxidante pode ser definida como sendo a capacidade de uma
ou mais substancias em evitar ou retardar a oxidacdo de substancias e células,
mediante mecanismos baseados na transferéncia de elétrons ou hidrogénios
(PRASNIEWSKI, 2015, URREA-VICTORIA et al., 2016).

Embora existam vdrios estudos sobre a prépolis em diversas regides do
Brasil, existem poucos estudos sobre o efeito da composicdo do solvente extrator
sobre a composicdo e atividade antioxidante da prépolis. Assim, este trabalho
objetivou avaliar o efeito do solvente extrator sobre atividade antioxidante, teor
de compostos fendlicos e flavonoides de extratos de prépolis.

MATERIAIS E METODOS

As amostras de prépolis de Apis mellifera, matéria-prima utilizada, foram
gentilmente doadas pela empresa Apis Global Prods Alternativos Ltda, sendo
classificada como proépolis verde, conforme o laudo fornecido pela empresa
PROBee. O armazenamento da prépolis até a realizacdo das extracdes foi em
ultrafreezer, a -50 °C.

Os extratos foram obtidos utilizando-se diferentes misturas de solventes
extratores na proporgdo 1:1 (v/v) e 1:1:1 (v/v), sendo elas: etanol/isopropanol (e:i),
acetato de etila/isopropanol (ace:i), acetato de etila/etanol/isopropanol (ace:e:i),
acetona/etanol (a:e), acetona/isopropanol (a:i) e acetato de etila/acetona (ace:a).
Inicialmente, adicionou-se 25 mL de solvente extrator em erlenmeyer contendo 1
g de propolis, a qual foi incubado em shaker (THOTH), por 24 horas, a 40 °C e 200
rpm. O extrato foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo (MA 120). Por
fim, padronizou-se o extrato em baldo de 10 mL completando-se o volume com o
respectivo solvente extrator. Os solventes foram de grau PA e as extragdes foram
realizadas em triplicata.

A analise do teor de flavonoides foi realizada conforme método descrito por
Boroski et al., (2015). Os extratos foram diluidos a propor¢do de 1:25 (v/v) para a
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realizacdo da analise. Os resultados foram expressos em equivalente de quercetina
por grama de prépolis (mg EQ g de prépolis).

O teor de compostos fendlicos foi determinado conforme Boroski et al.,
(2015), utilizando extratos diluidos na razdo de 1:25 (v/v). Os resultados foram
expressos em termos de equivalente de acido galico (mg EAG g de prdpolis).

A atividade antioxidante foi determinada por métodos baseados na captura
radicalar e no poder de reduc3o do Fe3* (FRAP - Ferric Reducing Antioxidant Power).
O método envolvendo o radical 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(ABTS) foi realizado segundo metodologia descrita por Almeida & Benassi (2011),
mas utilizando-se comprimento de onda de 734 nm ao invés de 730 nm. O método
FRAP que utiliza o complexo formado entre o 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina e o Fe®*,
foram realizados conforme descrito por Boroski et al., (2015). Os extratos foram
diluidos na proporcdo de 1:50 (v/v) para a realizagdo das analises e os resultados
foram expressos em termos de equivalente de trolox (umol de ET g de prépolis).
Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e quando
observadas diferencas significativas entre as médias, ao teste de Tukey. Em todas
as analises foi utilizado o nivel de significancia de 0,05. As diferencas foram
consideradas significativas quando p < 0,05. Para a realizacdo das analises foi
utilizado o software R version 3.5.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo de flavonoides variou de 24,60 a 47,60 mg EQ g de prépolis
(Tabela 1), com os teores dos extratos ace:i, ace:a, a:i e e:i ndo diferindo
significativamente entre si (p > 0,05). A extragdo com a mistura terndria ace:e:i
resultou no menor teor de flavonoides, cujo resultado ndo apresentou diferenca
significativa com o obtido para a extracdo a:e. Ao estudar a prdépolis tipo 12,
produzida no estado de Minas Gerais, Castro et al., (2007), obtiveram teores de
flavonoides variando de 43,0 a47,3 mgde EQ g™ de prdpolis. A comparacdo destes
resultados com os obtidos no presente estudo indica a presen¢a de teores
semelhantes aos obtidos para as extragGes ace:i e ace:a.

Tabela 1 — Concentragdo de flavonoides e compostos fendélicos em prépolis

Solvente Extrator Flavonoides Compostos Fendlicos
(mg EQ. g de propolis) (mg de EAG g: de prépolis)
acetato de etila:isopropanol 47,60 + 5,80 at 80,94+7,20b
acetato de etila:acetona 45,11 +5,60 a 80,95+5,82b
acetona:isopropanol 38,81 +2,36 ab 82,16 +0,39b
etanol:isopropanol 39,11 +2,38 ab 107,99 + 6,67 a
acetona:etanol 33,39 + 4,01 bc 101,16 +5,71 a
acetato de etila:etanol:isopropanol 24,60+2,41 c 69,40+2,04b

ILetras diferentes na mesma coluna correspondem a diferencas significativas (p < 0,05)
pelo teste de Tukey. Fonte: Autoria prépria (2020).
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Os teores de compostos fendlicos variaram de 69,40 a 107,99 EAG g* de
propolis (Tabela 1), sendo que para os extratos e:i e a:e os teores foram
significativamente maiores (p < 0,05) que para os observados para os demais
extratos. No estudo realizado por Castro et al., (2007), foram encontrados teores
de compostos fendlicos que variaram de 81,7 a 95,0 mg de EAG g de prépolis.
Estes resultados quando comparados aos teores obtidos no presente estudo
indicam niveis de compostos fendlicos ligeiramente superiores (6,1 a 32,2 %) em
relacdo as extracdes e:i e a:e.

A atividade antioxidante pelo método FRAP variou de 576,74 a 778,23 pmol
de ET g* de prdpolis (Tabela 2), com os maiores teores sendo observados para os
extratos ace:i, ace:e:i, a:i e a:e, cujos teores nao diferiram significativamente entre
si (p > 0,05). Por outro lado, a extracdo com a mistura e:i apresentou o valor de
576,74 umol de ET g de prépolis, que n3o apresentou diferenca significativa entre
os valores obtidos para os extratos a:e e a:ace. Em estudos realizados por Andrade
etal., (2017) utilizando prdpolis da regido nordeste do Brasil, encontrou-se valores
de atividade antioxidante pelo método FRAP de 604,20, 471,51 e 633,18 umol de
ET g* de prdpolis, para a prépolis verde, marrom e vermelha, respectivamente.
Estes resultados quando comparados aos obtidos no presente estudo indicam uma
atividade antioxidante inferior quando comparada aos extratos ace:e:i, a:e, a:i e
ace:i.

Os resultados obtidos para a atividade antioxidante pelo método ABTS
variaram de 1112,17 a 1463,64 pmol de ET g de prépolis (Tabela 2), ndo havendo
diferenca significativa entre os teores obtidos (p > 0,05). Ao estudar extratos
etandlicos de propolis verde produzida no estado de Sdo Paulo, Stadniki &
Arenhart, (2017), obtiveram uma atividade antioxidante pelo método ABTS que
variou de 273,63 a 690,57 umol de ET g de prdpolis, valores muito inferiores aos
obtidos neste estudo utilizando diferentes solventes extratores, sendo que todos
apresentaram uma maior atividade antioxidante, o que evidencia a importancia da
utilizacdo de misturas de solventes extratores no preparo da extragao.

Tabela 2 — Resultado da andlise de determinacdo do poder de reducdo e de atividade
antioxidante pelo método ABTS

Atividade Antioxidante

Solvente Extrator (umol de ET g de propolis)
FRAP ABTS
acetato de etila:isopropanol 778,23 + 45,09 al 1463,64 + 171,17 a
acetato de etila:acetona 647,47 + 46,53 bc 1150,61 + 118,87 a
acetona:isopropanol 712,93 +29,13 ab 1179,88 + 166,60 a
etanol:isopropanol 576,74 £8,83 c 1112,17 +36,41 a
acetona:etanol 673,47 + 75,06 abc 1169,21 + 344,19 a
acetato de etila:etanol:isopropanol 761,46 £42,15 ab 1198,13 + 236,33 a

ILetras diferentes na mesma coluna correspondem a diferencas significativas (p < 0,05)
pelo teste de Tukey. Fonte: Autoria prépria (2020)
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CONCLUSAO

A extracdo com a mistura terndria ace:e:i resultou em baixos teores de
flavonoides e compostos fendlicos, ndo sendo recomendado utiliza-la para o
preparo de extratos com a prépolis estudada. Para a extracdo com os solventes
ace:i foram obtidos teores elevados de flavonoides e teores intermediarios de
compostos fendlicos. Com a mistura extratora ace:i também foram obtidos
elevados niveis de atividade antioxidante pelos métodos FRAP e ABTS.
Considerando que é importante utilizar como extrator um solvente ou uma
mistura de solventes que resultem simultaneamente nos maiores niveis de
flavonoides, compostos fendlicos e atividade antioxidante (FRAP e ABTS), o
emprego da mistura ace:i foi mais adequado para o preparo de extratos para o tipo
de proépolis estudado.
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