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Avaliagdo da atividade antioxidante e perfil fitoquimico do extrato e
borra da propolis vermelha de Alagoas

A prépolis é um produto natural de composicdo quimica complexa, formada por material gomoso e balsamico. E um produto natural rico em compostos fendlicos, em especial flavonoides
que apresentam diversas atividades farmacoldgicas, como atividade antioxidante, cicatrizante e anti-inflamatdria. A prépolis vermelha foi classificada como o 132 grupo, sua principal origem
botéanica foi identificada como exsudato resinoso de Dalbergia ecastophyllum, podendo ser encontrada, principalmente na regido nordeste do Brasil. O extrato hidroalcodlico é a forma mais
comum de comercializagdo da prépolis. No processo de obtengdo do extrato, uma fragdo rica em cera (borra) é descartada e pouco explorada no desenvolvimento de produtos derivado da
propolis. Poucos estudos sdo realizados com a borra da prépolis vermelha e diferentes propriedades podem estar oculta neste material. Dessa maneira, realizar um estudo comparativo entre
o extrato hidroalcodlico e a borra da prépolis vermelha de Alagoas torna-se relevante, possibilitando atestar o perfil quimico. Nesse sentido, o objetivo central deste projeto visa avaliar a
atividade antioxidante e perfil fitoquimico do extrato e borra da prépolis vermelha de alagoas. A prépolis vermelha serd utilizada para obtengdo do extrato hidroalcodlico 30% (p/v) e seu
residuo (borra) sera utilizado para analises. O extrato e a borra, serdo utilizados para os ensaios fitoquimicos como obtengdo do espectro UV-vis e a determinagdo dos teores de fendis e
flavonoides totais pelo método de Folin-Ciocalteau e cloreto de aluminio respectivamente A caracterizagdo fisico-quimica como o potencial hidrogenionico e a determinagdo do conteddo
total de sélidos soltveis. A atividade antioxidante do extrato e borra sera determinada pelo método de DPPH. Todas as andlises serdo realizadas em triplicata e terdo como pardmetro
comparativo o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA). Foram encontrados respectivamente no extrato da prdpolis vermelha e borra, teores de compostos fendlicos de
123,2 e 40,32 mgEAG. g-1 e flavonoides totais de 28,3 e 1,97 mgEQ. g-1. A atividade antioxidante apresentou atividade elevada de 89,59 % (extrato da prépolis vermelha) e 39,59 (borra).
Apesar do teor reduzido dos compostos fendlicos da borra, ainda é possivel aplicar em desenvolvimento de produtos intermediarios.
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Evaluation of antioxidant activity and phytochemical profile of red
propolis extract and dregs from Alagoas

Propolis is a natural product of complex chemical composition, formed by gummy and balsamic material. It is a natural product rich in phenolic compounds, especially flavonoids that have
different pharmacological activities, such as antioxidant, healing and anti-inflammatory activity. Red propolis was classified as the 13th group, its main botanical origin was identified as
resinous exudate of Dalbergia ecastophyllum and can be found mainly in the northeast region of Brazil. The hydroalcoholic extract is the most common form of commercialization of propolis.
In the process of obtaining the extract, a fraction rich in wax (sludge) is discarded and little explored in the development of products derived from propolis. Few studies are carried out with
red propolis dregs and different properties may be hidden in this material. In this way, carrying out a comparative study between the hydroalcoholic extract and the red propolis dregs from
Alagoas becomes relevant, making it possible to certify the chemical profile. In this sense, the main objective of this project is to evaluate the antioxidant activity and phytochemical profile
of the extract and dregs of red propolis from Alagoas. Red propolis will be used to obtain the hydroalcoholic extract 30% (w/v) and its residue (sludge) will be used for analysis. The extract
and the dregs will be used for phytochemical tests, such as obtaining the UV-vis spectrum and determining the total phenol and flavonoid contents by the Folin-Ciocalteau method and
aluminum chloride, respectively. the determination of the total content of soluble solids. The antioxidant activity of the extract and dregs will be determined by the DPPH method. All analyzes
will be carried out in triplicate and will use the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA) as a comparative parameter. The levels of phenolic compounds of 123.2 and 40.32 mgEAG
were found respectively in red propolis and sludge extract. g-1 and total flavonoids of 28.3 and 1.97 mgEQ. g-1. The antioxidant activity showed high activity of 89.59% (red propolis extract)
and 39.59 (leaves). Despite the reduced content of phenolic compounds in the dregs, it is still possible to apply it in the development of intermediate products.
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Avaliagdo da atividade antioxidante e perfil fitoquimico do extrato e borra da propolis vermelha de Alagoas
SANTOS, F. F.; BEZERRA, M.; SILVA, W. P.; NASCIMENTO, T. A.; SILVA, V. C.

INTRODUGAO

A prépolis vermelha classificada como o 132 grupo é um produto natural com elevado potencial
medicinal tanto na medicina humana quanto na medicina veterinaria. Nos ultimos anos, chamou a atencdo
do mercado nacional e internacional e tem sido amplamente utilizada na terapéutica, na forma de solucdo
principalmente pela via oral, ou, ainda, através de prepara¢des semissolidas. Os efeitos terapéuticos tém
sido atribuidos aos diversos compostos fendlicos que compde a prépolis. Destes, os flavonoides podem ser
considerados os principais compostos, encontrando-se ainda, alguns acidos fendlicos e seus ésteres, aldeidos
fendlicos, alcoois e cetonas (NASCIMENTO et al., 2019; SILVA et al., 2020).

A principal forma de preparo do extrato da propolis ocorre por maceracdo, utilizando solventes como
etanol e dgua ou apenas 4dgua, obtendo o extrato hidroalcdolico e extrato aquoso respectivamente. Posterior
obtencdo do extrato hidroalcéolico, um subproduto deste processamento é formado e denominado como
‘borra’ ou residuo da extracdo hidroalcdolica da prépolis. Atualmente, a borra ainda ndo possui valor
comercial e normalmente é descartada, ndo sendo utilizada para aplicagdo bioldgica ou desenvolvimento de
produtos. Dessa forma, acredita-se que a borra ainda pode conter os principios ativos da parte resinosa da
propolis vermelha estando associado com os constituintes da borra, tornando o material rico em diferentes
compostos.

Diante do exposto, esse projeto busca avaliar e comparar a atividade antioxidante e perfil fitoquimico
do extrato e borra da prépolis vermelha de Alagoas. Dessa forma, permitird qualificar e quantificar
compostos com atividades bioldgicas, possibilitando o reaproveitamento da matéria prima, assim como gerar

valor de comercializagdo, uma vez que possiveis aplicacdes biolégicas e tecnoldgicas poderao ser realizadas.
METODOLOGIA

Coleta da propolis

A propolis subtipo 13 (propolis vermelha), foi obtida do apiario localizado na regido de mangue do
municipio de Marechal Deodoro-AL (59942°10.2924” e W35954’21.5316”). As amostras serdo coletadas e
acondicionadas sob refrigeracdao por 24 horas. Para a obtencdo do extrato serdo trituradas em liquidificador

industrial, acondicionadas em sacos plasticos hermeticamente fechados e armazenadas em freezer (-20 °C).

Obtencao do extrato hidroalcéolico da borra — (EBPV)

Preparou-se extrato hidroalcdolico de prépolis a 30% (p/v). Pesou-se 85,5 g de prépolis bruta e
devidamente limpa e submeteu-se a um processo de maceragao com alcool etilico comercial 99 °GL (0,2 L) a
temperatura ambiente, com troca do solvente de 48 em 48 horas. O extrato foi filtrado, acondicionado em

frasco de vidro ambar e identificado para conservacéo.

Quantificagdo do contetido de sélidos totais

A concentracdo de soélidos totais sera determinada em balanca de secagem por infravermelho da
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Shimadzu (Téquio, Japdo) a uma temperatura de 120 °C. A andlise sera realizada em triplicata e os valores
serdao expressos em percentual de teor de sélidos soluveis (25,08%, porcentagem de sdlidos soltveis), de

acordo com a Equacdo (1): %SS = [(mi— mf) / mi] x 10.

Determinagao de flavonoides totais

A determinacdo do teor de flavonoides sera realizada através do método colorimétrico de cloreto de
aluminio (AICl3) descrito por Woisky (1996), onde se adiciona solu¢do metandlica de AlCls 2% a solugao do
extrato em quantidades adequadas. Homogeneizar-se e deixa-se reagir a temperatura ambiente no escuro.
Apds uma hora, a absorbancia é medida a 420 nm. Os teores de flavonoides totais sdo obtidos a partir de

curva de calibragdo realizada com quercetina (mg/ml).

Espectro UV-vis

Os espectros de absor¢do molecular dos extratos de prépolis vermelha serdo obtidos utilizando
solucdes etandlicas dos extratos e borra diluidas a uma concentracdo de 60 a 80 pg/ml. Os espectros de
absorc¢do na regidao UV-Vis das amostras serdo obtidos em triplicata na faixa de 200 a 500 nm, utilizando-se

cubeta de vidro (com capacidade para 3 ml) e espectrofotometro UV-vis.

Atividade antioxidante

A atividade sequestrante do radical DPPH foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por
Sales 2012, com modifica¢bes. Preparou-se uma solugdo 0,12 mg/ml de radical DPPH (Sigma Aldrich) em
etanol absoluto e foi armazenada em vidro dmbar. Com a solucdo de DPPH em temperatura ambiente,
adicionou-se 2 ml em baldes volumétricos dmbar, em seguida adicionou-se aliquotas do EBPV (20 pg/ml a
40ug/ml), posteriormente aguardou a reacdo no escuro durante 30 minutos.

Pés reacdo, fez-se a leitura das amostras em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 517
nm. O branco das amostras foi feito com uma pequena aliquota de etanol absoluto + DPPH e do etanol
sozinho. A porcentagem de radical DPPHe remanescente, no tempo de 30 minutos, foi calculada de acordo
com a seguinte formula:

% de DPPHeRemanescente = [(Aamostra-Abranco)/(Acontrole-Abranco)] x 100
Onde:
Aamostra = absorbancia da reacdo entre a solucdo do radical DPPHe e a amostra antioxidante;

Abranco = absorbancia da solucdo de solvente utilizado para preparar a amostra antioxidante;

Acontrole = absorbancia do radical DPPHe com uma pequena aliquota do solvente utilizado para preparar a amostra,
em substituicdo a solugdo da prépria amostra em estudo.

Apds a determinagdo do radical DPPH remanescente, determinou a porcentagem de inibicdo do
radical DPPHe através da seguinte formula:

% de inibicdo do radical DPPHe = 100 - % DPPHe Remanescente
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Obtencdo do extrato hidroalcdolico e borra da propolis vermelha de Alagoas

O extrato da propolis vermelha foi obtido e apresentou caracteristica organoléptica condizente com
a proépolis bruta, com cor caracteristica avermelhada e aroma resinoso balsamico. O teor de sélidos soltveis
totais recuperado foi de 27,5% do total de material bruta utilizada (Figura 1). O resultado obtido corrobora
com a literatura (SILVA et al., 2020). A borra do extrato de prépolis vermelha de Alagoas (BPV) foi obtida com
éxito e apresentou coloracdo marrom avermelhado, e aspecto pegajoso. O rendimento da borra foi de 72,5

% do extrato, e com percentual de umidade de 25,8%.

L R
- !

Figura 1: Extrato hidroalcdolico e borra da prépolis vermelha de Alagoas.
Curva de calibragdo e flavonoides totais

Para se obter os dados quantitativos de flavonoides totais do extrato da borra da prépolis vermelha
(EBPV) em estudo, foi construida uma curva de calibragcdo padrdo de quercetina com R? maior que 0,99,

figura 2. A tabela 1 apresenta os teores de flavonoides totais quantificados nas amostras de EBPV e EHPV.
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Figura 2: Curva padrdo para flavonoides (quercetina).

Tabela 1: Conteudo total de flavonoides em amostras de borra da prépolis vermelha (BPV).

e Amostra
Classe quantificada EHPV EBPV
1Flavonoides Totais 28,3+1,78* 1,97 +£0,96*
2Fenois Totais 123,2+0,12% 40,32 + 3,48*

*Média *, CV = Coeficiente de Variacdo*;
!-mg EQ. g Expressos como equivalente de quercetina, por g de prépolis vermelha.
2 -mg EAG. g 'Expressos como equivalente de 4cido galico por g de prépolis vermelha);
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No trabalho descrito em 2008, foi quantificado no extrato etandlico os teores de compostos fendlicos
totais (%) e flavonoides totais (%) de diversos subtipos de prdpolis, destacou a prdpolis do subtipo 13,
encontrando teores em maior quantidade para fendis totais (41,63%) e para flavonoides totais o terceiro
maior (3,29%). Por outro lado, Silva et al. (2020) apresenta valores que variam entre 8,51 e 10,11 % m/m, o
que indica uma menor concentrac¢do de fendlicos quando comparada com a obtida neste trabalho. Com isso,
observa-se enorme variabilidade do teor de fendlicos totais, assim como flavonoides totais registrados na
literatura, correlacionando com a complexa composicdo quimica da propolis, sendo estd dependente
principalmente da flora e da sazonalidade.

Os achados deste trabalho mostram que a BPV apresenta flavonoides remanescente posterior
obtencdo do extrato. Neste sentido, o material da borra que é descartado apds a obtencdo do extrato, podera
ser utilizado como um produto intermediario para obtencdo de produtos a base da borra por ainda possui
teores de flavonoides totais representativos, uma vez que o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) preconiza teor minimo de 0,25% (m/m) de flavonoides contido no extrato para

comercializacdo.

Espectro UV-vis da borra (contetido remanescente da parte resinosa da proépolis)

O espectro de absorgdo na regido do UV-Visivel (Ver fig. 9) foi realizado na regido de absorg¢do entre
as regides de 200 a 500 nm. O perfil de absorcao entre os comprimentos de onda de 270 - 330 sdo atribuidos
aos flavonoides, logo, os picos correspondentes aos respectivos extratos podem estar relacionados aos
compostos dihidroflavondis, flavononas, uma vez que o ombro formado foi em fun¢dao do comprimento de
onda 295 (Figura 3).

1,2 BPV
104
084

0,6

Absorbancia

0,4

0,2

2(I)0 2%0 3(l)0 3&0 4(I)0 4l50 5(l)0
Comprimento de onda (nm))
Figura 3: Espectro UV-vis da borra da propolis vermelha.

Atividade Antioxidante

A tabela 2 mostra os resultados da avaliacdo da atividade antioxidante para o extrato da propolis
vermelha. As concentracdes minimas e maximas do extrato (20ug e 40 pg) apresentaram percentual de
inibicdo do radical DPPH de (21,8% e 29,6%). Nao foi encontrado na literatura a avaliagdo da atividade
antioxidante relizada com a borra da propolis. Os resultados obtidos relevam que a borra apresenta baixa
atividade antioxidante, devido o teor de compostos fendlis estar bastante reduzido. No entanto, ainda esta

presente baixa atividade antioxidante, que podera agregar propriedade bioldgica a produtos obtidos a base
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da BPV.

Tabela 2: Avaliagdo da atividade antioxidante do Extrato da Borra da prépolis vermelha (EBPV) (% inibi¢cdo do radical

DPPH).
Amostras pg/mL EHPV EEBV
20 81,82 +0,85 31,82 + 0,55
Concentragao 30 88,51 £0,26 38,51 +0,96
40 89,59+1,73 39,59 + 1,03

*Média %, CV = Coeficiente de variagdo*

Correlagdo entre compostos fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante

Realizaram-se andlises estatisticas quanto a correlagdo dos teores dos compostos fendlicos totais e

flavonoides totais e atividade antioxidantes do EHPV. As analises da correlagdo dos compostos fendlicos

revelaram-se positiva e forte (figura 4A), assim como, a correlacdo entre o percentual de flavonoides totais

e a atividade antioxidante, mostrou-se ser positiva e forte (3B).

Segundo Oldoni (2007), grupos de compostos fendlicos (fendis simples e acidos fendlicos) possui

importante funcdo na atividade antioxidante, assim como os flavonoides.

Tabela 3: Correlagdo entre compostos fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante.

Correlagao
Atividade antioxidante

DPPH x /compostos fendlicos

DPPH x / flavonoides totais
ar— Coeficiente de correlagdo
br2 - Coeficiente de determinagdo

12,45
124 R? =0,9948
12,35

12,3

12,25 4A

12,2

% Fendis totais

12,15
80 82 84 86 88

% Atividade antioxidante

% Flavonoides totais
ol el o R
NN X ® 0 cod
oo <] N a [°5] o

~
~
5

90

ar bp2

0,99 0,99

0,92 0,84

*
R2=0,84
L 4
4B
L
80 82 84 86 88 90

% Atividade antioidante

Figura 4: Correlagdo da atividade antioxidante em fun¢do dos teores de compostos fendlicos totais (3A) e flavonoides

CONCLUSOES

totais (3B).

A prépolis vermelha se apresenta como um importante produto natural rico em compostos fendlicos

e atividade antioxidante. Os ensaios realizados inferem aplicagdo da borra da prépolis vermelha, para o

desenvolvimento de produtos intermediarios voltados para a industria alimenticia e cosmética, visto que

apresenta uma consideravel atividade antioxidante.
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