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AVALIAGAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS DE UMA AMOSTRA DE
PROPOLIS VERDE DA ZONA DA MATA MINEIRA

Nicolas Ripari
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Marco Aurélio Sivero Mayworm

Centro Universitario Adventista de Sao Paulo
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi fracionar uma amostra de prépolis verde em
solventes de diferentes polaridades e avaliar o potencial antioxidante de cada
fracdo. Assim, uma amostra de propolis verde (70g) foi congelada e pulverizada
utilizando-se gral e pistilo. O fracionamento foi realizado através de extracoes
desenvolvidas sob aquecimento, em refluxo, utilizando n-hexano, diclorometano,
etanol e agua destilada por seis horas (trés repeticoes). Outra amostra (20g) foi
submetida a extracOoes usando-se apenas etanol, a fim de compor um extrato
etandlico bruto. As concentracoes das fracdes obtidas foram acertadas em 2% e a
atividade antioxidante foi avaliada utilizando-se solucao padrao etanélica de DPPH
a 0,004% em cada fragcao nas concentracoes 2; 1; 0,5; 0,25 e 0,1%. As leituras
foram feitas em espectrofotometro e os valores de absorbancia foram interpretados
em percentuais de atividade antioxidante (AA%). As fracdes hexanica (FH) e
diclorometanica (FD) apresentaram potencial antioxidante de forma dependente de
dose sendo a maior porcentagem em 2% (AA%FH= 88 e AA%FD =91) e a menor, em
0,1% (AA%FH= 19 e AA%FD = 22). As fracoes etandlica (FE) e aquosa (FA)
apresentaram alto potencial antioxidante em 0,5%; 1% e 2% (AA%FE = 80,2; 92 e
92,4, respectivamente) e (AA%FA = 89; 91,6 e 92, respectivamente). O mesmo foi
observado no extrato etanélico bruto a 0,5% (86,9%), 1% (93,8%) e 2% (94,3%). A
alta atividade antioxidante observada em extratos obtidos com solventes de
diferentes polaridades sugere a presenca de diferentes compostos com atividade
antioxidante nesta amostra de propolis.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidante, DPPH, propolis verde.

1. INTRODUGAO

Radicais livres sao constantemente produzidos por atividade metabdlica
normal em diversas espécies de animais, incluindo o ser humano. Estes radicais
reagem com moléculas oxidaveis e sdo apontados como promotores de doencas
degenerativas (por exemplo, cancer, aterosclerose e artrite reumatica) (MELO,
2006). A ciéncia também hoje é unanime em afirmar que uma alimentacao
saudavel, rica em componentes vegetais, pode amenizar a acao dos radicais livres
no organismo. Muitos estudos comprovam que as plantas contém metabdlitos com
atividade antioxidante, entre os quais se destacam os compostos fendlicos. Por
este motivo, muito se tem estudado sobre a atividade antioxidante de alimentos
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vegetais ou de origem vegetal, e a propolis se destaca nesses estudos.

Prépolis € uma mistura complexa proveniente de substancias gomosas,
resinosas e balsamicas coletada por abelhas, a partir de ramos, gemas e flores de
muitas plantas. As abelhas ainda acrescentam cera, pdlen e secrecoes salivares
para elaborar o produto final (EL-BASSUONY, 2009). A palavra propolis tem origem
grega e significa em defesa da cidade (pro - em prol de, polis -cidade) (MARCUCCI,
1996). Nas colméias, dentre as suas diversas finalidades, € utilizada para vedar
aberturas e envolver invasores mortos que sao grandes demais para serem
transportados e eliminados, impossibilitando assim, a putrefacdo do invasor e
consequentemente, a disseminacao de infeccoes no interior do conjunto
(GHISALBERTI, 1979). E uma das misturas naturais mais heterogéneas, com mais
de 300 componentes identificados em diferentes amostras (BARBOSA, 2009).
Dentre estes constituintes, podemos destacar os flavonéides e outros compostos
fendlicos como os principais responsaveis pelos efeitos benéficos, atuando em
diversos processos fisiologicos (SFORCIN, 2000), como na atividade antioxidante
(ALENCAR, 2007; MENEZES, 2005; KUREK-GORECKA A. 2013). Os principais
compostos da propolis responsaveis por esta atividade antioxidante sao os
derivados do acido cafeoilquinico que apresenta maior potencial antioxidante
quando comparado com a vitamina C ou E (BANSKOTA A.H. 2000). Esta ampla
atividade biolégica da propolis € maior em areas tropicais por conta da diversidade
vegetal nestas regioes (BANKOVA, 2005). Segundo Melo et al (2006), o teor dos
fitoquimicos nos vegetais, bem como a estrutura destes fitoquimicos, € influenciado
por fatores genéticos, fatores ambientais, grau de maturacao e variedade da
planta. No caso da propolis, estes fatores estao relacionados as espécies vegetais
com as quais as abelhas retiram matéria prima para produzi-la.

Propolis verde brasileira refere-se a Gnica integrante dos tipos de propolis do
grupo 12 no pais, e sua origem botanica foi descrita como sendo resina proveniente
de Baccharis dracunculifolia D.C. (Alecrim do campo) (PARK, Y, 2002).B.
dracunculifoliaé uma espécie arbustiva nativa do Brasil. Frizzoet al(2010)
mostraram queB. dracunculifoliado sudeste do Brasil apresentam (E)-nerolidol e -
pinene como 0s principais constituintes (24,9% e 18,3%, respectivamente) e
Parreira et al (2010) suportouNerolidol como constituinte principal das partes
aéreas de Alecrim do Campo também do sudeste do Brasil. Contudo, os
constituintes caracteristicos de propolis proveniente de B. dracunculifoliaforam
encontrados como sendo potassios fenilpropandides, acidos cafeilquinicos e os
acidos diterpendides (SALATINO, 2005). Assim, um estudocomparando a atividade
antioxidante de propolis vede e Alecrim do Campo mostrou um potencial
antioxidante de extratos da propolis significantemente maior que os extratos de
B.dracunculifolia D.C. Isto talvez se dé por causa do efeito sinérgico de Artepicilina
C com outros componentes da propolis verde (VEIGA, 2017).

De fato, muitos resultados com diversos tipos de propolis mostram um
provavel efeito sinérgico dos seus constituintes sobre as diversas atividades deste
apiterapico. Sendo assim, € importante estudar o potencial antioxidante de extratos
de prépolis obtidos com solventes de polaridades crescentes para avaliar o
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potencial antioxidante relativo de seus diferentes compostos no sequestro de
radicais livres.

2. OBJETIVO

Objetivou-se avaliar o potencial antioxidante de uma amostra de propolis
verde brasileira usando extratos obtidos com solventes de diferentes polaridades.

3. METODOLOGIA

3.1. PROPOLIS

A amostra de propolis verde foi coletada na zona da mata mineira em
Janeiro de 2016 e fornecida pela empresa Apiario Seiva das Flores, localizada em
Ribeirao Preto - SP.

3.2. OBTENGAO DOS EXTRATOS

Uma amostra da propolis verde (70g) foi congelada e pulverizada usando
gral e pistilo. O fracionamento foi realizado através de extracoes desenvolvidas sob
aquecimento, em refluxo, sobre placa aquecedora com agitacao magnética e cada
extracao feita com 500mL de hexano, diclorometano, etanol e agua destilada,
respectivamente, por seis horas (trés repeticoes). Outra amostra da mesma
propolis (20g) foi extraida usando apenas etanol PA a fim de compor um extrato
etandlico bruto. Todos os extratos foram mantidos em freezer, por alguns dias, para
precipitacao e eliminacao de cera, componente comum da préopolis, porém sem
atividade antioxidante.

Para acertar a concentragcao dos extratos obtidos em cada solvente, 2mL de
cada fracao foram colocados em frascos previamente pesados, em triplicatas. Apos
isso, estes fracos foram colocados em banho-maria até a completa evaporacao dos
solventes e entao, colocados em uma camara de secagem com silica. Trés dias
apos, os frascos com a massa seca dos extratos foram novamente pesados em
balanca de precisdo até peso constante. A média da massa seca obtida em cada
frasco foi utilizada para se calcular a massa seca total de cada fracao.

A porcentagem de rendimento de fracdo foi calculada de acordo com a
formula abaixo:

% Rendimento de Fracéo = (m seca do extrato/P- F. amostra)X 100
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3.3. TESTES DE ATIVIDADE SEQUESTRADORA DO RADICAL LIVRE DPPH (ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE)

Para avaliar o potencial antioxidante, utilizou-se uma solucao padrao de
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) a 0,004% em cada fracao nas concentragdes 2; 1;
0,5; 0,25 e 0,1%, em triplicatas, utilizando tubos de ensaio. Para cada amostra
foram utilizados dois tubos (A e B). No tubo A (amostra) foram colocados 2mL de
solucao DPPH e 20uL de cada fracao. No tubo B (Branco) foram colocados 2mL de
etanol e 20uL de cada fracdo, € no tubo C (controle) foram colocados 2mL de
solucao DPPH. Os tubos permaneceram em repouso € protegidos da luz por meia
hora. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 517 nm e a atividade
antioxidante de cada extrato foi determinada pela equacao abaixo, segundo Mensor
(2001).

AA% = 100 - {[ (Abs A - Abs B) x 100] / Abs C}

4. RESULTADOS

4.1. PORCENTAGEM DE RENDIMENTO DE FRAGAO

A tabela 1 apresenta a porcentagem de rendimento de fracao de acordo
com o calculo descrito acima:

Porcentagem de Rendimento de Fragdo

s MesSeaTonl | Quntiiede 1o
FH 6,39 70 9,12
FD 15 70 21,42
FE 11,3 70 16,14
FA 2,82 70 4,02
Eeb 9,43 20 47,15

Tabela 1. Porcentagem de rendimento de fracao dos diferentes extratos de propolis verde calculada
dividindo-se a massa seca total sem cera de cada fragao pela quantidade de prépolis utilizada
multiplicando por cem. FH- Fracao Hexanica, FD- Fracao Diclorometénica, FE- Fracao Etandllica, FA-
fragcdo aquosa, EEb- Extrato Etanélico bruto.

A tabela 1 apresenta o rendimento de massa seca, sem cera, de cada fracao
obtida em solventes de polaridade crescente. A fracao hexanica, apresentou 9% de
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rendimento de massa seca, ja a fracao diclorometanica apresentou o maior
rendimento observado, seguido da fracao etandlica. A fracao aquosa apresentou o
menor rendimento de massa seca extraida. O extrato etandlico bruto teve um
rendimento de massa seca extraida préoximo a 50%.

4.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O radical livre DPPH é reduzido na presenca de substancias antioxidantes. A
solucao etandlica inicialmente da cor violeta torna-se amarelada e este grau de
descoramento lido no espectrofotdmetro e aplicado a formula, indica a capacidade,
em porcentagem, do antioxidante de sequestrar este radical.

100
gEn )
80
70 1
] e
60
50
I
40
-
30
X
20 T
10
0
0,10% 0,25% 0,50% 1,00% 2,00%

FH "FD» mFE OFA WEeb

Figura 1.Porcentual antioxidante de fragoes de prépolis verde obtidas em solventes de diferentes
polaridades. Valores representativos sao Média+ Desvio Padrao de analises feitas em triplicatas. FH-
Fracao Hexanica, FD- Fracao Diclorometanica, FE- Fracao Etandlica, FA- Fracao Aquosa, Eeb- Extrato
etandlico bruto.

A figura 1 apresenta a atividade antioxidante das fracOoes obtidas em
diferentes solventes de uma amostra de propolis verde. As fracoes hexanica e
diclorometanicaapresentaram potencial antioxidante de forma dependente de dose,
tendo atividade moderada a 0,5% (%AA FH = 45,46 e AA% FD = 62,73) e alta
atividade nas concentracoes 1% (%AA FH = 71,18 AA% FD = 78,91) e 2% (%AA FH =
88,13 e AA% FD = 92,05).

As fracOes estandlica e aquosa apresentaram alta atividade antioxidante a
0,5% (AA% FE = 80,23 e AA% FA = 89,18), 1% (AA% FE = 92,05 e AA% FA = 91,68) e
2% (AA% FE = 92,41 e AA% FA = 92,12) e atividade moderada a 0,25% (AA% FE =
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54,46 e AA% FA = 62,51). O mesmo foi observado com extrato etandlico bruto a
0,25% (AA% = 61,25), 0,5% (AA% = 86,90), 1% (AA% = 93,88) e 2% (AA% = 94,34).
Todas as amostras apresentaram baixa atividade antioxidante a 0,1%.

5. DISCUSSAO

Os resultados acima mostram uma alta atividade antioxidante desta
amostra de propolis verde. Zhang et al (2017) mostraram que extratos hidralcélicos
de diferentes amostras de propolis verde apresentam alta atividade antioxidante
diminuindo drasticamente a quantidade de Acido-3,4,5-tricafeioquinico, Acido-3,5,-
dicafeioquinico, Acido-4,5,-dicafeioquinico e Artepicilina C apos reagir com o radical
DPPH, mostrando estes compostos como 0s principais antioxidantes de suas
amostras. Os resultados de alta atividade antioxidante dos extratos em etanol e
extratos em agua de diversas amostras de prépolis do continente europeu foram
mostrados em dados recentes (Al-ani, 2018). Curiosamente, o presente estudo
mostra que houve alta reagcdo com o DPPH nao apenas nos extratos alcodlico e
aquoso, mas também no extrato hexanico e diclorometanico, indicando que além
dos compostos fendlicos, outros compostos também sao capazes de sequestrar
radicais livres nesta amostra de propolis verde.

Em um estudo de seis anos, Figueiredo et al (2017) concluiram que propolis
verde brasileira nao apresenta diferengas sazonais abruptas. Assim, provavelmente
existe pouca interferéncia da época do ano em que a amostra é coletada, mas as
diferencas geograficas sao mostradas na maioria dos estudos.

E necessario ainda investigar a atividade antioxidante de compostos menos
polares de prépolis verde coletadas em diferentes regidoes, bem como identifica-los
para um desenvolvimento futuro de tratamentos profilaticos contra doencas
degenerativas.

6. CONCLUSAO

Conclui-se que esta amostra de propolis verde brasileira apresenta
compostos de diferentes polaridades com alta atividade antioxidante, mas as
fracoes mais polares apresentaram maior potencial antioxidante.
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ABSTRACT: The aim of this work was to fractionate a sample of propolis in different
solvents polarities and evaluate the antioxidant potential of each fraction. Thus, a
sample of green propolis (70 g) was frozen and pulverized using pistil. Fractionation
was carried out using extractions developed under heating at reflux using n-hexane,
dichloromethane, ethanol and distilled water for six hours (n=3). Another sample
(20 g) was subjected to extraction using only ethanol, in order to compose a crude
ethanolic extract. The concentrations of the obtained fractions were set at 2%. The
antioxidant activity was evaluated using 0.004% ethanolic solution of DPPH in each
fraction at concentrations 2; 1; 0.5; 0.25 and 0.1%. The readings were made in a
spectrophotometer and the absorbance values were interpreted as percentages of
antioxidant activity (AA%). The hexane (HF) and dichloromethane (DF) fractions
presented antioxidant potential in a dose-dependent manner, with the highest
percentage being 2% (AA% HF = 88 and AA% DF = 91) and lowest, 0.1% (AA% HF =
19 and AA% DF = 22). The ethanolic (EF) and aqueous (AF) fractions presented high
antioxidant potential in 0.5%; 1% and 2% (AA% EF = 80.2, 92 and 92.4,
respectively) and (AA% AF = 89, 91.6 and 92, respectively). The same was observed
in the crude ethanolic extract at 0.5% (86.9%), 1% (93.8%) and 2% (94.3%). The
high antioxidant activity observed in extracts obtained with different solvents
polarities suggests the presence of different compounds with antioxidant activity in
this propolis sample.
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