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Abstract. This work aimed to propolis study produced in Roraima by Apis
mellifera on basis of the chemical composition and antioxidant activity.
Samples were collected in forest areas (MJ) and savannah (BF) and
subsequent ethanolics extracts were obtained. Phenolics and flavonoids were
quantified and to antioxidant activity were measured by different methods. BF
presented high content of phenolics (40.89 mg gallic acid/g propolis) and
flavonoids (3.41 mg quercetin/g propolis, 4.75 mg pinocembrin/g propolis)
and antioxidant activity in DPPH assay (85.89 pmol trolox/g propolis).
However, p-carotene/linoleic acid the virtually no ranged between MJ
(85.88%) and BF (84.98%).

Resumo. Neste trabalho objetivou-se estudar prépolis produzidas em Roraima
por Apis mellifera com base na composi¢cao quimica e atividade antioxidante.
Coletou-se amostras em areas de floresta (MJ) e savana (BF) para posterior
obtencdo dos extratos etanolicos. Quantificou-se fenolicos e flavonoides, e
determinou-se a atividade antioxidante por diferentes métodos. BF apresentou
maior teor de fendlicos (40,89 mg acido galico/g propolis), flavonoides (3,41
mg quercetina/g; propolis 4,75 mg pinocembrina/g prépolis) e se destacou
com 85,89 pumol trolox/g propolis no ensaio com DPPH. No entanto, por f-
caroteno/acido linoleico o percentual praticamente ndo variou entre MJ
(85,88%) e BF (84,98%).

1. Introducéo

Segundo a Instrucdo Normativa nimero 3, de 19 de janeiro de 2001, propolis é o
produto oriundo de substancias resinosas, gomosas e balsdmicas colhidas pelas abelhas,
de brotos, flores e exsudados de plantas, nos quais os referidos insetos acrescentam
secrec¢Oes salivares, cera e polen para elaboracdo final do produto [Brasil 2001].

O material supracitado é o produto apicola mais estudado na atualidade em todo
mundo. A composicdo e atividade biologica sdo parédmetros utilizados para sua
caracterizagdo, englobando grupos quimicos. Ja foram identificados varias classes de
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compostos organicos como acidos graxos, aldeidos e terpenos [Torres et al. 2008],
compostos fenolicos [Miguel et al. 2014] e flavonoides [Marghitas et al. 2007].

A propolis também apresenta varias atividades farmacoldgicas dentre elas:
antibacteriana, antioxidante [Cabral et al. 2009], anticancerigena, anti-HIV [Park et al.
2000], antimutagénica, antifngica, anti-inflamatdria, antiviral, antiprotozoario [Pinto,
Prado e Carvalho 2011].

Artigos tém sido publicados acerca da composicdo desse material e os fatores
que interferem na sua qualidade e quantidade produzida, sendo um desses, o tipo de
vegetacdo [Souza et al. 2010]. Isso faz com que a importancia de estudos
individualizados dos locais dos apiarios mereca destaque.No  entanto, mesmo que
presentes em alguns tipos de propolis, 0s constituintes responsaveis por essas atividades
podem variar em seus teores

N&o s6 o Brasil, mas varios paises tém realizado estudos com a finalidade de
analisar os fatores que podem levar a diversificacdes da propolis. Poucos sdo os estudos
que avaliam composicao quimica e atividade bioldgica de propolis oriundas da regido
Norte do Brasil.

A apicultura no estado de Roraima é beneficiada com o bioma Amazénia, e de
acordo com o INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia), em sua composi¢ao
vegetal predominam basicamente areas de florestas Umidas e de savanas em suas mais
diversas fei¢des [Brasil 2008].

Diante da grande potencialidade de estudos com propolis e a falta de dados
sobre este produto em Roraima, este artigo tem como objetivo analisar a propolis
produzida nos municipios de Mucajai e Bonfim - RR provenientes de Apis mellifera em
areas de floresta e savana, respectivamente, com base na composicdo quimica e
atividade antioxidante.

2. Materiais e Métodos

2.1 Coleta das amostras

As amostras de prépolis foram coletadas entre abril de 2015 e janeiro de 2016 em dois
apiarios de Apis mellifera, localizados em duas regiGes do estado de Roraima, uma em
area de floresta (regido do Tamandaré - Mucajai, N 02°27°01.4” / W 060°54°27.9”) ¢
outra em area de savana (Regido do Confianca - Bonfim, N 02°56°00.0” / W
060°21°27.6”). Os quadros coletores de propolis utilizados foram do tipo cobertura,
medindo 50 x 30 cm e com duas aberturas de 0,5 cm nas laterais de maior comprimento.
Os coletores foram colocados de maneira aleatoria em cinco colmeias em cada apiario.
As coletas foram realizadas por meio de técnica de raspagem convencional. As amostras
das cinco colmeias foram maceradas e constituiram uma amostra composta que
representou cada apiario sendo decodificadas MJ (oriunda de Mucajai) e BF (oriunda de
Bonfim).

2.2 Preparo dos Extratos Etanolicos Propolis (EEP)

Uma por¢ao de 2 g de propolis macerada de cada apidrio foi extraida com 100 mL de
etanol P.A. (96%) e submetida a extracdo sob agitagdo em incubadora Shaker (230
rpm/min) a 35°C, por seis horas. Ao término, foram mantidas ao abrigo da luz por
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quatro dias. Posteriormente, foram agitadas manualmente e filtradas. O volume de 100

mL foi completado com o etanol e as solugdes foram mantidas sobre refrigeracdo a -
18°C.

2.3 Fenolicos

A andlise de compostos fenolicos dos EEP foi realizada de acordo com o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau [Folin e Ciocalteu 1927], com adaptagdes
[Pontis et al. 2014], utilizando &cido galico em metanol como padrdo (1 mg/mL).
Misturou-se em balGes de 5 mL aliquotas dos EEP, 300 pL de Folin-Ciocalteu, 2 mL de
solucdo aquosa de carbonato de sddio (15%) e completou-se o volume final com agua
destilada. O branco foi constituido por 300 uL do reagente de Folin-Ciocalteu, 2 mL de
solucdo aquosa de carbonato de sédio (15%) e o volume do baldo completado com agua
destilada. As amostras foram mantidas ao abrigo da luz por duas horas, e em seguida,
centrifugadas. A absorbancia foi medida em espectrofotometro UV-visivel a 798 nm e
os resultados expressos em mg de acido galico/g de prépolis.

2.4 Flavonas e flavonois

O teor de flavonas e flavonois foi determinado pelo método espectrofotométrico com
cloreto de aluminio - AICl; a 5% [Dowd 1959; Pontis et al. 2014], e a curva de
calibracdo construida com o padréo quercetina em etanol (1 mg/mL). Em balGes de 5
mL pipetou-se aliquotas dos EEP, 2 mL de solucdo de AICl; (5%) e completou-se o
volume com etanol. O branco foi constituido de aliquotas dos extratos e o volume
completado com etanol. Ap6s 30 minutos ao abrigo da luz, as amostras foram
centrifugadas, suas absorbancias lidas a 441 nm em espectrofotdmetro UV-visivel e o
contetdo de flavonas e flavonois expressos em mg de quercetina/g de prépolis.

2.5 Flavanonas e diidroflavonois

Para quantificar flavanonas e diidroflavonois usou-se 0 método espectrofotométrico
usando o reagente 2,4-dinitrofenilidrazina (DNP) [Tylkowski et al. 2010], adaptado por
Pontis et al. (2014). A curva de calibracdo foi obtida com o padrdo pinocembrina. Em
baldo volumétrico de 50 mL misturou-se aliquotas dos EEP e 400 pL de solucdo de
DNP (preparada com 0,5 g de DNP seco a 60 °C em estufa, 1 mL de &cido sulfarico a
96%) e metanol para completar o volume. As misturas foram mantidas em banho-maria
por 50 minutos a 50°C. Em seguida foram acrescentados 1,4 mL de solucdo de KOH a
10% [metanol/agua (7:3)], e desta solucdo foram pipetadas aliquotas de 150 pL para
baldes de 5 mL que tiveram seus volumes completados com metanol. O branco sofreu
0s mesmos procedimentos das amostras e foi constituido do mesmo doseamento, com
excecdo da aliquota referente aos extratos. As absorbancias foram lidas em
espectrofotbmetro  UV-visivel a 493 nm e os resultados expressos em mg de
pinocembrina/g de propolis.

2.6 Atividade antioxidante

2.6.1 Metodo do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

RCT v.2n.3 (2016) ISSN 2447-7028




RCT - REVISTA DE CIENCIA ETECNOLOGIA

www.revista.ufrr.brfrct

A atividade antioxidante pela reducdo do radical livre DPPH (2,2-difenil-picril-
hidrazila) foi quantificada a partir da curva de calibragéo utilizando o trolox como
padrdo de antioxidante [Brand-Willians, Cuvelier e Berset 1995; Nenadis et al. 2004;
Rufino et al. 2015]. A solucdo de DPPH foi preparada a uma concentracdo de 0,06 mM
em etanol, e sua absorbancia ajustada para ficar entre 0,5 e 0,6 a A 515 nm através da
adicéo de solvente. A solucdo de trolox foi preparada em etano na concentracdo de 5
pUM. Em balGes de 5 mL pipetou-se 4 mL da solugédo preparada de DPPH e acrescentou-
se diferentes aliquotas dos EEP. Preparou-se uma amostra controle contendo 4 mL da
solucdo de DPPH e etanol para completar o volume do baldo de 5 mL. O branco foi
constituido apenas de etanol. Ap6s 30 minutos de reacdo ao abrigo da luz, as
absorbancias de todas as solu¢bes foram medidas em espectrofotémetro UV-visivel a
515 nm e os resultados expressos em pmol equivalente de trolox/g de propolis.

2.6.2 Método da auto oxidacao do sistema g-caroteno/acido linoleico

A capacidade dos EEP em prevenir a oxidagdo do p-caroteno foi avaliada de acordo
com metodologia descrita por Emmons, Peterson e Paul (1999), com algumas
adaptacGes [Rockenbach et al. 2008]. Foram misturadas aliquotas de 40 pL de &cido
linoleico, 265 pL de Tween 80, 50 pL de solucdo S-caroteno (10 mg/mL) e 1 mL de
cloroférmio. Apds, o cloroférmio foi removido com a utilizacdo de corrente de gas
nitrogénio e o residuo obtido foi redissolvido em aproximadamente 100 mL de &gua
aerada. A emulsdo formada (sistema g-caroteno/acido linoleico) teve sua absorbancia
ajustada entre 0,7 e 0,6 nm a 470 nm. Para o controle foi utilizado o sistema de emulsdo
S-caroteno/acido linoleico (sem antioxidante). Para o controle positivo preparou-se uma
solucdo de trolox (1 mg/mL) em metanol e, desta solucdo pipetou-se 50 L para um
baldo de 5 mL e completou-se até o menisco com emulsdo. A atividade antioxidante
(AA) foi expressa como percentual de inibicdo relativa comparada ao controle depois de
120 minutos, de acordo com a expressao a seguir [Emmons, Peterson e Paul 1999].

A% — (DRc — DRs)
Yo = T x100

Onde:

DRc = Taxa de degradacdo do controle (sistema) [(In (a/b)/120)];

DRs = Taxa de degradacdo na presenca do padrdo ou extrato [(In (a/b)/120)];

In = Logaritmo natural;

“a” e ‘b” sdo as absorbancias no tempo inicial (0 min) e no tempo final (120
min).

2.7 Espectrofotometria de absorc¢éo na regido UV-visivel

As analises relacionadas ao teor de fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante
foram realizadas em um espectrofotdmetro UV-visivel da Shimadzu, modelo UV-mini
1240.

2.8 Andlise estatistica

Todas as analises de compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante foram
realizados em triplicatas e os dados expressos em média * desvio padréo.

RCT v.2n.3 (2016) ISSN 2447-7028




RCT - REVISTA DE CIENCIA ETECNOLOGIA

www.revista.ufrr.brfrct

3. Resultados e Discussao

3.1 Teor de fendlicos, Flavonas e flavonois, e Flavanonas e diidroflavonois

As medidas das absorbancias e as concentracdes das solucdes do padrdo de acido galico
permitiram a obtencdo de uma curva de calibragdo, possibilitando calcular a
concentracdo de fenolicos nas amostras de prépolis (Figura 1).

1

o

A e 08 B
<«T
o)
S

COOH g 0.6
w 04 y = 101,9x - 0,0966
3 R? = 0,9744
8 02
B °

RO OR N

2 o0

OH 0 0002 0004 0006 0008 001 0,012

Concentragio Final (mg/mL)

Figura 1. Estrutura quimica (A) e curva de calibracdo do acido galico (B)

Os flavonoides (flavonas e flavonois, favanonas e diidroflavonois) séo
compostos bioativos do grupo dos polifendis encontrados no reino vegetal. Os dados
das absorbancias e concentragdes das solucdes dos padrbes de quercetina e
pinocembrina permitiram a construcdo das respectivas curvas de calibracdo (Figuras 2 e
3), e consequentemente a realizacdo do calculo de concentracdo das sub classes flavonas
e flavonois, e flavanonas e diidroflavonois.
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Figura 2. Estrutura quimica (A) e curva de calibracéo quercetina (B)
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Figura 3. Estrutura quimica (A) e curva de calibragdo da pinocembrina (B)

Na tabela 1 observam-se os resultados obtidos para a quantificacdo das classes
de compostos realizadas neste estudo.

Tabela 1. Teor de compostos fendlicos e flavonoides em amostras de prépolis
das areas de floresta e savana em Roraima

AMOSTRA Fendlicos Flavonas e flavonois Flavanonas e

(mg AGE/q) (mg QE/g) diidroflavonois (mg PE/Q)
MJ (Floresta) 6,39 £ 0,54 0,37 £0,02 1,93 £ 0,27
BF (Savana) 40,89 + 4,45 3,41+0,17 4,75+ 0,10

AG: Equivalente &cido gélico; QE: Equivalente quercetina; PE: Equivalente
pinocembrina.

A amostra que apresentou ser mais rica tanto em teor de fendlicos (40,89 mg
AGE/qg) quanto de flavonoides (3,41 mg QE/qg; 4,75 mg PE/g) foi a BF, proveniente de
area de savana. Pesquisas referentes a quantificacdo desses compostos em propolis, nas
fitofisionomias aqui abordadas, ndo sdo encontrada na literatura.

Melo, Matsuda e Almeida-Muradian (2012) analisaram os teores de fenolicos e
flavonas e flavondis em amostras de propolis de diferentes municipios de quatro regides
do Brasil: nordeste, sudeste, sul e centro-oeste. Nao realizaram comparacGes ou
descricdo da vegetacdo dos locais onde as amostras foram coletadas. Encontraram
variacdes na composicdo tanto de fendlicos quanto de flavonas e flavondis, mesmo
dentro da mesma regido. Quanto aos fendlicos, obtiveram valores que variaram entre
9,5 a 295,2 mg/g, muito superior ao que foi obtido dos apiarios MJ e BF. Os teores de
flavonas e flavondis foram determinados e os teores variaram entre 1,30 a 52,7 mg/g. A
média entre as amostras variaram entre as regides, para as amostras da regido sudeste
obtiveram média de 43,66 mg/g, para o nordeste (14,64 mg/g), no sul (21,74 mg/g) e no
centro-oeste (20,41 mg/g), sendo que a maior parte das amostras apresentou teores de
flavonas e flavonois menores que as obtidas em MJ e BF.

Castro et al. (2007) analisando extratos de propolis do tipo 12 (Brumadinho —
MG), verificaram teores de fenolicos elevados (81,70 e 94,98 mg/g). Alves e Kubota
(2013) determinaram fendlicos e flavonas e flavondis em extratos etandlicos de propolis
comercializados em Santa Maria - RS, e verificaram que o teor fendlicos variou de
70,60 a 539,10 mg/g e o teor de flavonas e flavonois nas entre 48,95 a 110,61 mg/g.
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Nascimento et al. (2007) estudando propolis provenientes de regides do estado de Minas
Gerais constataram, que houve variagdo um pouco menor do que os relatados acima da
referida sub classe de flavonoides (5,0 a 31,3 mg/g). Todos os resultados aqui expostos
para as classes em questdo foram superiores aos verificados no presente estudo.

Lacerda (2012) estudando sobre o teor de flavonoides em amostras de propolis
em diferentes localidades dos estados do Parand e Santa Catarina pertencentes ao bioma
Mata Atlantica, constatou que os teores de flavonoides variaram de 0,0 a 2,31 mg/g. O
teor méximo de flavonas e flavondis observado pelo autor foi inferior ao encontrado
nesta pesquisa (0,37 a 3,41 mg/g). Além disso, os teores variaram a partir de zero (0,0
mg/g), enquanto neste estudo nenhuma das amostras exibiu auséncia dos referidos
compostos, demonstrando que apesar de baixos teores eles estdo presentes.

Para a sub classe flavanonas e diidroflavonois, Trusheva, Trunkova e Bankova
(2007), ao analisarem a propolis de Bolonha — Italia através de diferentes métodos de
extracdo de componentes biologicamente ativos, verificaram teores entre 18 e 19%.
Marghitas et al. (2007), também avaliaram a quantidade total de flavonoides totais por
diferentes métodos em 14 amostras de prépolis da Roménia, e o teor de flavanonas e
diidroflavonois observados variaram de 4,84 a 7,54%. Os teores da sub classe de
flavonoides encontrados pelos autores supracitados foram superiores aos verificados nas
amostras de prépolis roraimense: 0,19 a 0,47% (1,93 a 4,75 mg PE/qQ).

De maneira geral, embora as prépolis que analisamos e as dos autores
supracitados tenham sido elaboradas por abelhas Apis mellifera, as variacdes referentes
as concentragcdes dos compostos era esperada, visto que esta pode ocorrer em fungédo de
diferentes fatores, como por exemplo, pela flora local e regido da coleta [Sousa et al.
2007; Marghitas et al. 2007].

3.2 Atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada através da reducdo do radical
livre DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazila) pelos antioxidantes presentes nas amostras. Ja a
auto oxidacdo do sistema p-caroteno/acido linoleico foi utilizada para verificar a
capacidade dos EEP em prevenir a oxidacéo do f-caroteno.

Na tabela 2 observam-se os valores para a atividade antioxidante por dois
métodos das amostras analisadas.

Tabela 2. Atividade antioxidante pelo método DPPH e g-caroteno/acido linoleico em
amostras de propolis das areas de floresta e savana em Roraima

AMOSTRA AA por DPPH AA por g-caroteno/acido linoleico
(umol TE/g de propolis) (%0)

MJ (Floresta) 27,01 85,88

BF (Savana) 85,89 84,98

AA: atividade antioxidante; TE: Equivalente trolox.

Nota-se que para quantificacdo de atividade antioxidante pelo método DPPH, a
amostra de area de savana (BF) apresentou-se superior (85,89 umol TE/g) a amostra
MJ, referente a area de floresta (27,01 pumol TE/g). Oldini et al. (2015), estudando o
potencial antioxidante de prépolis produzidas por Apis mellifera na cidade de Dois
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Vizinhos, no Parana, verificaram atividade nos extratos etanélicos variando de 0,000126
a 0,000350 pmol trolox/g.

Estudos com prépolis em outros paises também evidenciaram variacdes de
potencial antioxidante entre as amostras. Mihai et al. (2011), analisando a atividade
antioxidante em propolis coletadas em diferentes localidades da Transilvania —
Romeénia, observaram que mesmo em baixos teores, houve grande variagdo do potencial
antioxidante entre as amostras (0,00029 a 0,00123 pumol trolox/g).

De acordo com 0 exposto acima, os resultados exibidos para a propolis
roraimense sdo bastante superiores quando comparados aos encontrados por Mihai et al.
(2011) e Oldini et al. (2015). Essa notéavel diferenca pode estar relacionada ndo apenas
as regides geograficas, mas também a composicdo quimica das plantas de onde as
abelhas coletaram as resinas, presumindo assim que a vegetacdo dos locais de coleta em
Roraima apresentam plantas que produzem compostos secundarios com notavel
atividade antioxidante.

O percentual de atividade antioxidante pelo método fS-caroteno/acido linoleico
entre as areas de floresta (MJ) e savana (BF) praticamente ndo variaram, 85,88 e
84,98%, respectivamente. Estudos de Cabral et al. (2009) com propolis vermelha
produzida por Apis mellifera no estado de Alagoas demostraram que, a atividade
antioxidante do extrato etandlico apresentou elevada acdo antioxidante (61,26%). No
entanto, esse percentual é inferior quando comparado aos verificados para as amostras
de propolis roraimenses.

Ikegaki (2001), avaliando a capacidade antioxidante de amostras de propolis da
regido sul do Brasil encontrou valores com grande variacdo entre as amostras coletadas
em diferentes localidades (65,50% e 95,10%), corroborando com o0s encontrados neste
estudo, pois as amostras roraimenses das diferentes areas também foram elevadas. 1sso
pode ser explicado pela influéncia fitogeografica e climética dos locais de coleta sobre
as caracteristicas das propolis. A diversidade vegetal dos locais esta a disposi¢do das
abelhas para a coleta, o que resulta na ocorréncia de variados tipos de propolis, com
consequentes diferencas em suas composicdes quimicas [Barth et al. 2013; Park et al.
2002].

4. Conclusoes

Os teores de fendlicos e flavonoides, em geral foram abaixo dos encontrados na
literatura, sendo a amostra referente a area de savana a que apresentou as maiores
concentracdes dos compostos citados. Entretanto esses dados séo pioneiros no que tange
aos estudos com propolis em fitofisionomias de floresta e savana. A atividade
antioxidante por ambos os métodos utilizados foi significativa, apresentando valores
elevados quando comparados a outros trabalhos realizados com prépolis.
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