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Capacidade antioxidante da propolis!

Adriane Alexandre Machado De-Melo?, Adriana Hitomi Matsuda?,
Alex da Silva de Freitas®, Ortrud Monika Barth*, Ligia Bicudo de Almeida-Muradian®

ABSTRACT

Antioxidant activity of propolis

Propolis is a resinous substance collected by bees from
many parts of plants and mixed with wax, pollen and salivary
secretions. Its composition is complex and closely related to the
vegetation features of each region. Thirty-three propolis samples
were collected from four Brazilian regions (Northeast, Southeast,
South and Central-West) and had their antioxidant activity
analyzed by the connected oxidation of B-carotene/linoleic acid.
A significant variation was observed for the antioxidant activity
(51.33-92.70%), according to the region where the sample was
collected. The antioxidant activity of propolis samples collected
in the Northeast region was lower than those collected in the
Central-West, South and Southeast regions, respectively.

RESUMO

A propolis ¢ uma substancia resinosa coletada de
diversas partes das plantas por abelhas e misturada a cera,
polen e secregdes salivares. Sua composi¢do ¢ complexa e esta
relacionada, principalmente, as caracteristicas da vegetagdo de
cada regido. Trinta e trés amostras de propolis foram coletadas em
quatro regides brasileiras (Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste)
e analisadas quanto a sua capacidade antioxidante, pela oxidagao
acoplada do sistema [B-caroteno/acido linoleico. Variagdo
significativa na capacidade antioxidante (51,33-92,70%) foi
observada de acordo com a regido onde a amostra foi coletada.
A capacidade antioxidante das amostras de propolis da regido
Nordeste foi menor que a das amostras das regides Centro-Oeste,
Sul e Sudeste, respectivamente.

KEY-WORDS: Apis mellifera L.; B-carotene; linoleic acid.

INTRODUCAO

A propolis ¢ uma substancia resinosa, elabo-
rada por abelhas a partir de partes de plantas, com-
preendendo cera, pélen e resinas, além de secre¢des
das glandulas da cabega das abelhas. E destinada a
diferentes propositos, na colmeia, tais como selar
fissuras ou vedar espagos e embalsamar insetos in-
vasores, evitando sua decomposic¢do e o crescimento
de micro-organismos que possam infectar a colonia
(Bankova et al. 2000, Zunini et al. 2010).

Ha relatos de que a propolis vem sendo uti-
lizada ha séculos e por diferentes povos, como os
egipcios, para embalsamar seus mortos e evitar a
putrefacao dos corpos; pelos gregos e romanos, como
agente antisséptico e cicatrizante; e pelos incas, como

PALAVRAS-CHAVE: Apis mellifera L.; B-caroteno; acido
linoleico.

antipirético (Sforcin & Bankova 2011). No Brasil, in-
dios usavam a propolis elaborada por abelhas nativas
meliponas (geopropolis) na fabricag@o de ferramentas
e como dadiva em sepultamentos (Barth et al. 2009).

As propriedades bioldgicas da propolis estao
relacionadas a presenga de uma variedade de compos-
tos biologicamente ativos, cuja a¢ao tem sido ampla-
mente estudada. Pesquisas atribuem a esses compostos
acdo antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria,
anticarcinogénica e anti-HIV, entre outras (Ito et al.
2001, Montpied 2003, Alencar et al. 2007, Sawaya et
al. 2011). Essas propriedades variam de acordo com
as espécies de abelhas e plantas das quais ¢ coletada
a matéria-prima para sua elaboragao (Salatino et al.
2005), bem como fatores como sazonalidade e tipo de
coletor utilizado nas colmeias (Lima 2006).
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Antioxidantes sdo quaisquer substancias que,
quando presentes em baixas concentragdes, em
relagdo ao substrato oxidavel, retardam ou inibem,
consideravelmente, a sua oxidag¢ao (Thomas 2000).

Estudos sugerem que antioxidantes exdgenos,
quando presentes na dieta em quantidades significati-
vas, contribuem para a prevengao de doengas graves
e cronicas, como alguns tipos de cancer, cardiopatias,
disturbios metabolicos, doengas neurodegenerativas e
enfermidades inflamatdrias associadas a formacéo de
radicais, durante o processo de oxidagdo (Carratu &
Sanzini 2005, Horst & Lajolo 2011, Teerasripreecha
et al. 2012, Daleprane & Abdalla 2013).

Embora estudos indiquem a presenga de com-
postos de natureza antioxidante na propolis (Laskar
etal. 2010, Cabral et al. 2012, Daleprane & Abdalla
2013, Fabris et al. 2013), diferentes métodos anali-
ticos foram utilizados para determinar a capacidade
de agdo dessas substancias, de modo que a falta de
padronizagdo limita a comparagao entre os trabalhos
ja publicados.

Assim, este estudo objetivou identificar a
capacidade antioxidante de amostras de propolis
coletadas por abelhas Apis mellifera L., em quatro
regides brasileiras, e compara-las utilizando o mé-
todo de oxidagdo acoplada do sistema [-caroteno/
acido linoleico.

MATERIAL E METODOS

Foram adquiridas 33 amostras de propolis in
natura de abelha Apis melifera, entre os anos de 2003
e 2005, de apicultores ¢ entrepostos de 11 Estados
brasileiros (Bahia, Rio Grande do Norte, Maranhao,
Paraiba, Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro,
Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Mato
Grosso do Sul), de quatro regides do Pais (Nordeste,
Sudeste, Sul, Centro-Oeste).

As amostras foram coletadas por raspagem das
partes internas, bordas da melgueira, ninho e tampas
das colmeias, acondicionadas em sacos plasticos de
polietileno, identificadas e armazenadas ao abrigo da
luz, a 5°C, até o momento de envio, que ocorreu a
temperatura ambiente, para o Laboratorio de Analise
de Alimentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéu-
ticas da Universidade de Sao Paulo. Uma vez no
Laboratorio, todas as impurezas foram retiradas para,
em seguida, as amostras serem trituradas, peneiradas
em tamis de 18 malhas (“mesh” de 1.000 micras),
homogeneizadas, pesadas ¢ armazenadas ao abrigo

de luz, a 5°C. As amostras foram analisadas a medida
em que eram recebidas.

Os extratos foram preparados conforme
Matsuda (2006). Baldes de fundo chato contendo
0,4 g de propolis in natura triturada, previamente
desidratada em estufa a 60°C, por 2 horas, ¢ 20 mL
de metanol PA foram incubados a 60°C, em banho de
agua termostatizado, por 1 hora, sob agita¢do cons-
tante. Em seguida, os extratos foram centrifugados a
3.000 rpm, por 10 minutos, em centrifuga Hermle Z
320. Os sobrenadantes foram filtrados por papel filtro
(Advantec 5A, com 0,06 mg de cinzas/90 mm), para
tubos de ensaio. Uma segunda extragdo foi realizada
nas mesmas condig¢des, utilizando-se o residuo da
primeira extrag@o. Os sobrenadantes obtidos das duas
extragdes foram homogeneizados e armazenados em
frascos ambar, a 5°C.

A capacidade antioxidante foi determinada
pela oxidacdo acoplada do sistema [(-caroteno/
acido linoleico (Alencar 2002, Kumazawa et al.
2003, Matsuda 2006). Em um béquer, foram adi-
cionados 20 pL de B-caroteno, 40 pL de acido
linoleico e 300 mg de Tween 40, os quais foram
dissolvidos em 1 mL de cloroférmio, que foi eva-
porado, posteriormente, sob nitrogénio. O residuo
obtido da evaporagdo foi dissolvido em 100 mL
de agua deionizada oxigenada e 5 mL da solucdo
foram transferidos para tubos de ensaio contendo
uma aliquota do extrato de propolis equivalente a
concentragdo de 100 ppm (com base na quantidade
de solidos soluveis retirados na extragdo). Os tubos
foram incubados a 40°C, para a reagdo de oxidagao
¢ a manutencdo da cor alaranjada do 3-caroteno, ¢
a reacdo foi acompanhada em espectrofotometro,
pela medida de absorbancia a 470 nm, em intervalos
de 60 minutos, durante o periodo de 3 horas, sendo
que a primeira leitura foi realizada a temperatura
ambiente.

Todas as determina¢des foram feitas em
triplicata ¢ acompanhadas por um controle sem
antioxidantes e outro com solucdo de butilhidro-
xitolueno (BHT). A capacidade antioxidante foi
calculada por meio da seguinte formula: %CA =
100 - DAA/DAC x 100, em que CA = capacidade
antioxidante, DAA = decaimento de absorbancia
da amostra e DAC = decaimento de absorbancia
do controle.

A analise polinica das amostras brutas de
propolis foi realizada de acordo com a metodologia
de Barth (1998) ¢ Barth et al. (1999). Amostras de
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0,5 g de propolis triturada foram transferidas para
tubos de centrifuga, ¢ a eles adicionados 15 mL de
alcool etilico absoluto. Os tubos foram mantidos a
temperatura ambiente por, no minimo, 24 horas, com
agitagdo ocasional. O alcool etilico foi removido
por centrifugacdo (2.500 rpm; 15 minutos), sendo
0 processo repetido quando visualmente notava-se
elevada concentracdo de cera.

Apo6s a centrifugag@o, o sobrenadante foi
dividido em dois tubos de centrifuga e, a cada tubo,
foram adicionados 13 mL de alcool etilico absoluto,
para nova centrifugacdo. A cada residuo, foram adi-
cionados 12 mL de solugdo de hidréxido de potassio
a 10% e os tubos submetidos a aquecimento em
banho-maria, por 3 minutos, a 90°C.

Para evitar a formagdo de grumos e facilitar
a liberagdo do poélen, foi aplicado aos tubos, ime-
diatamente apos a etapa de aquecimento, ultrassom,
por 5 minutos. Apos sonificagdo, os tubos foram
centrifugados (2.500 rpm; 15 minutos) e o sedimento
lavado com 13 mL de agua destilada, filtrado em tela
de malha (0,3 mm de abertura) e novamente centri-
fugado (2.500 rpm; 15 minutos). Foram preparadas
duas laminas de microscopia, para visualizagao dos
pelos vegetais.

A seguir, foram adicionados 5 mL de acido
acético glacial aos tubos contendo o sedimento,
permanecendo por uma noite. Apds nova centri-
fugacdo (2.500 rpm; 15 minutos), foi realizada a
acetolise, ou seja, a oxidagdo do sedimento com
5 mL de uma mistura de anidrido acético e acido
sulftrico (9:1; v/v), em banho-maria, até alcancar a
temperatura de 80°C, por cerca de 3 minutos. Apos
cuidadosa lavagem em agua destilada (2x) e em
agua-glicerinada (1:1; v/v) (por 30 minutos), foram
montadas duas laminas de microscopia, utilizando-
-se gelatina glicerinada, uma com e outra sem co-
rante (fucsina basica), vedando-se com parafina.
Para a observagdo de pelos vegetais, preparou-se
uma lamina do sedimento, antes da aplicacdo da
mistura de acetodlise.

A identificagdo dos graos de polen e respec-
tivas interpretagdes relacionadas a vegetagao foram
fundamentadas em dados da literatura (Barth 1989,
Roubik & Moreno 1991), sendo os mesmos designa-
dos pelo nome da familia botanica, género ou espécie
ao qual se assemelhavam.

A capacidade antioxidante das amostras de
propolis foi comparada com base na regido de coleta,
pelo teste de Mood, a 5% (Costa-Neto 1977).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de determinacdo da capacidade
antioxidante dos extratos de propolis, em estudo no
sistema P-caroteno/acido linoleico, estdo apresen-
tados na Tabela 1. A determinagdo por esse sistema
¢ muito utilizada, uma vez que o B-caroteno ¢ alta-
mente suscetivel a acdo de radicais. A descoloragdo
(oxidagdo) do caroteno ¢ induzida pelos produtos da
degradacao oxidativa do acido linoleico (Kumazawa
etal. 2003, Matsuda 2006) ¢ o sistema avalia a capa-
cidade de a amostra evitar a oxidagao de substratos
lipidicos (Duarte-Almeida et al. 2006).

Com a aplicagdo do teste de Mood, pode-se
verificar que as amostras de propolis das quatro re-
gides brasileiras ndo apresentaram niveis iguais de
capacidade antioxidante (p < 0,001) (Figura 1). As
amostras de propolis da regido Sudeste apresentaram-
-se superiores as das regides Sul e Centro-Oeste, sen-
do as amostras dessas duas regides estatisticamente
semelhantes. Observou-se que as amostras das regi-
Oes Nordeste e Sudeste apresentaram maior € menor
variabilidade nos niveis de capacidade antioxidante,
respectivamente.

Ikegaki (2001) avaliou a capacidade antioxi-
dante de amostras de propolis da regido Sul do Brasil
e encontrou valores entre 65,50% e 95,10%, de modo
que a média observada para essa regido, no presente
estudo (77,79%), encontra-se nessa faixa. Na regidao
Sul, uma grande diversidade vegetal esta a disposi¢ao
das abelhas para coleta, o que resulta na ocorréncia
de variados tipos de propolis (Park et al. 2002).

Silva (2008), ao avaliar quatro amostras de
propolis do Estado de Minas Gerais, observou valo-

Boxplot: At. Antioxidante x Regido
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Figura 1. Relagdo entre a capacidade antioxidante das amostras
de propolis, em fun¢do das quatro regides brasileiras.
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Tabela 1. Capacidade antioxidante dos extratos metandlicos das amostras brutas de propolis coletadas em quatro regides do Brasil.

Capacidade antioxidante £ DP(%)

Regido Estado Municipio Extratos - 100 ppm
Mucuri 90,28 £ 0,48
Bahia Irecé _ 77,02 £ 0,45
Palmeiras 80,33 £ 0,58
d Lengois 69,74 + 0,48
Nordeste Rio Grande do Norte Jodo Camara 57,85+ 0,43
Maranhao Sao Luiz 51,33 £ 0,49
Paraiba Santa Terezinha 91,61 £0,43
Jodo Pessoa 92,70 +£ 0,37
Barbacena 83,73 £ 0,45
Itabira 88,40 £ 0,55
Minas Gerais Lavras 90,55+ 0,54
Patrocinio 89,48 + 0,49
Juiz de Fora 89,40 + 0,52
Salesopolis 86,59 + 0,55
Sudeste Barra do Chapéu 88,46 = 0,65
Sao Paulo Paraibuna 83,67 + 0,65
Cajamar 88,58 + 0,58
Pilar do Sul 86,97 £ 0,60
Rio de Janeiro Itaborai 90,35 + 0,80
Paraiba do Sul 88,38 £ 0,78
Sao José da Boa Vista 70,43 £ 0,76
Parand Sado Mateus do Sul 85,64 + 0,54
Wenceslau Bras 78,20 £ 0,71
Ivai 81,70 £ 0,75
Sul Iga.ra . 84,83 + 0,50
Santa Catarina An}tépOllS 65,92 £ 0,53
Itajai 88,55+ 0,76
Ararangua 76,57 0,53
. Pelotas 71,43 + 0,66
Rio Grande do Sul Taquara 7467+ 0.61
Campo Grande 86,52 + 0,58
Centro-Oeste Mato Grosso do Sul Mundo Novo 86,38 + 0,75
Anggélica 76,24 + 0,66

res de até 84,11%, abaixo do maximo observado no
presente estudo (90,55%), para a amostra de Lavras,
também no Estado de Minas Gerais. Cabral et al.
(2009) avaliaram uma amostra de propolis do Estado
de Alagoas e observaram capacidade antioxidante de
até 64,84%, apos o fracionamento do extrato com
cloroformio. Ukulo et al. (2013) avaliaram amostras
de propolis coletadas em quatro distritos do Quénia
¢ observaram capacidade antioxidante de 54,49-
68,84%, enquanto Choi et al. (2013) constataram
indice de, no maximo, 50,00%, em 18 amostras de
propolis coletadas em diferentes regides da Coreia
do Sul.

A influéncia fitogeografica sobre as carac-
teristicas da propolis poderia explicar variacdes
observadas entre as amostras (Barth et al. 2013). Na

busca pela caracterizagdo geografica da procedéncia
da propolis, bem como da sua origem vegetal, ana-
lises qualitativas e quantitativas dos graos de polen
presentes na propolis podem servir como indicativo
(Barth et al. 1999). Na Tabela 2, sdo apresentados
os resultados da analise qualitativa das 33 amostras
de propolis, com a identificagdo dos graos de pdlen
mais frequentes.

Bastos (2001), analisando espectro polinico e
fragmentos de epiderme, tricomas tectores e tricomas
glandulares de Baccharis dracunculifolia, em amos-
tras de propolis do Estado de Minas Gerais, observou
polen caracteristico de Eucalyptus, como no presente
estudo, além de Vernonia, Astronium ¢ Hyptis.

Graos de poélen do tipo Mimosa, Arecaceae,
Borreria densiflora, B. latifolia, B. verticillata,
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Tabela 2. Resultados da analise qualitativa dos graos de polen mais frequentes das amostras de propolis bruta coletadas em quatro

regides do Brasil.

Regido Estado Municipio Graos de polen Polen mais frequente
Mucuri ++++ Solanaceae, Borreria verticillata, Arecaceae,
Bahia Sapindaceae
Irecé ++++ Mimosa verrucosa
Palmeiras + Mimosa
Nordeste Lengois ++ Arecaceae
Rio Grande do Norte Joao Camara () SDA
Maranhao Sdo Luiz NA NA
Paraiba Santa Terezinha - SDA
Jodo Pessoa ++ Eucalyptus
Barbacena ++ Eucalyptus
Itabira + Asteraceae
Minas Gerais Lavras ++ SDA
Patrocinio ++ Eucalyptus
Juiz de Fora ++ Eucalyptus, Asteraceae
Sudeste Salesopolis ' + Eucalyptus, Asteraceae
Barra do Chapéu + Asteraceae, Solanaceae
Sao Paulo Paraibuna ++ Eucalyptus
Cajamar ++ Eucalyptus
Pilar do Sul ++ Eucalyptus, Asteraceae
. . Itaborai +) SDA
Rio de Janciro Paraiba do Sul +) SDA
Sao José da Boa Vista ++ SDA
Parand Sao Mateus do Sul + Asteraceae
Wenceslau Bras + SDA
Ivai ++ Asteraceae
S Icara ++++ Eucalyptus
ul o
Santa Catarina An}tapohs -+ Eucalyptus
Itajai ++ Eucalyptus
Ararangua ++ SDA
. Pelotas +++ SDA
Rio Grande do Sul Taquara ++ Eucalyptus, Asteraceae
Campo Grande ) SDA
Centro-Oeste  Mato Grosso do Sul ~ Mundo Novo ) SDA
Angélica +) SDA

(+): muito raro; +: raro; ++: pouco; +++: médio; ++++: muito; NA: ndo avaliado;
45%; polen acessorio: frequéncia entre 15% e 45%).

Mpyrcia e Schinus aff- terebinthifolius foram observa-
dos em amostras de propolis vermelha provenientes
da regido Nordeste (Alagoas e Bahia) (Barth & Luz
2009). Resultados semelhantes foram encontrados
no presente estudo, para amostras de propolis pro-
venientes da Bahia.

Chama a atengdo a ocorréncia de pdlen carac-
teristico de Eucalyptus, principalmente nas regides
Sudeste e Sul, fato que parece relacionado ao cultivo
de varias espécies de eucalipto, nessas regides (Frei-
tas et al. 2010 ¢ 2011).

Além de Eucalyptus, polen de Asteraceae
foi observado, com certa frequéncia, nas amostras
de propolis das regides Sudeste e Sul (Barth et al.

S.D.A.: sem polen dominante ou acessorio (polen dominante: frequéncia superior a

2013), enquanto, na regido Nordeste, foi identificada
variedade maior de fontes vegetais.

Estudos indicam que, no Brasil, algumas das
principais fontes vegetais para elaboracao de propo-
lis s@o as espécies Dalbergia ecastophyllum (rabo-
-de-bugio), Baccharis dracunculifolia (alecrim do
campo), Araucaria angustifolia (pinheiro brasileiro)
e Eucalyptus citriodora (eucalipto), com outras espé-
cies visitadas em menor propor¢do (Bankova 2005,
Alencar et al. 2007, Silva et al. 2007). Os resultados
obtidos pelo presente estudo mostram que outras fon-
tes de exsudados vegetais também sdo importantes.

A analise dos graos de pdlen presentes na
propolis, embora sugestiva, ndo pode ser utilizada
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para afirmar sua origem vegetal, somente a sua
procedéncia fitogeografica. Embora as amostras
tenham apresentado grdos de polen dominante ou
acessorio da mesma procedéncia, em sua compo-
si¢d0, ndo se sabe se esse pdlen resulta da visita de
abelhas destinada a coleta de matéria-prima, para a
elaboragdo exclusivamente de propolis, ou se € re-
sultante de contaminagdo da amostra pelas abelhas,
durante a execuc¢do de outras atividades. Tanto na
amostra de propolis de Jodao Pessoa (PB) quanto na
amostra de Barbacena (MG), o polen de Eucalyptus
foi observado como dominante, mas a capacidade
antioxidante nas amostras foi de 92,70% e 83,73%,
respectivamente. Certos componentes quimicos da
propolis podem advir de fontes botanicas cujo polen
ndo foi incorporado a amostra, ou mesmo das proprias
abelhas, influenciando no perfil quimico (Teixeira et
al. 2003).

A literatura existente aponta correlagdo po-
sitiva entre a capacidade antioxidante e o teor de
compostos fendlicos na propolis (Cabral et al. 2009,
Cottica etal. 2011), principalmente com flavonoides
(Alencar et al. 2007), fenilpropanoides prenilados
(Salatino et al. 2005) e compostos especificos, como
o acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (Artepillin C)
(Matsuda & Almeida-Muradian 2008) e o acido ca-
feico (Gregoris & Stevanato 2010).

A capacidade antioxidante de flavonoides
e polifendis parece estar relacionada ao niimero e
a disposi¢ao dos grupos hidroxila nas moléculas
(Gregoris & Stevanato 2010, Pietta 2000). De-Melo
et al. (2012) observaram quantidades variaveis de
fenolicos totais e, especificamente, de flavonoides
totais, em amostras de propolis coletadas nas regides
Nordeste, Sul, Sudeste ¢ Centro-Oeste do Brasil.
Cabral et al. (2012) apontam que outros compostos,
além dos fenolicos, podem ser responsaveis pela
capacidade antioxidante da propolis.

Os métodos quimicos sdo excelentes indi-
cadores de capacidade antioxidante (Heirich et al.
2008), ou seja, sdo utilizados como screening para
que, em seguida, as melhores amostras tenham sua
capacidade antioxidante avaliada em ambientes
biologicos (Zunini et al. 2010) e, por fim, ensaios
clinicos (Sforcin & Bankova 2011).

Zunini et al. (2010) avaliaram 19 amostras
de propolis da regido Centro-Sul do Uruguai, pelo
método do DPPH e por ensaio de peroxidacao lipi-
dica microssomal, utilizando microssomas de figado
isolados de ratos Wistar. Nesse ultimo, a atuacdo

dos compostos antioxidantes ocorreu em ambiente
bioldgico, um cenario mais complexo que o do teste
quimico do método do DPPH. Os autores observaram
que certos compostos estdo mais ou menos potentes,
de acordo com o0 ambiente de teste, e que sua atuagao
esta relacionada a fatores como a estrutura quimica
do antioxidante, que pode, em alguns casos, dificultar
0 acesso do composto a estruturas complexas, como
microssomas.

CONCLUSOES

1. Das amostras de propolis coletadas e analisadas
pela oxidagdo acoplada do sistema P-caroteno/
acido linoleico, somente duas apresentaram ca-
pacidade antioxidante abaixo de 60%, ambas da
regido Nordeste. As amostras da regido Sudeste
apresentaram a maior capacidade antioxidante,
seguidas das provenientes das regides Centro-
-Oeste, Sul e Nordeste.

2. A analise polinica revelou presenga predominante
de polen de Eucalyptus, principalmente nas regides
Sudeste e Sul, e maior variedade de tipos polinicos
nas amostras do Nordeste.
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