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RESUMO

BARBOSA, Valquiria Sehnem. Avaliacdo da atividade antioxidante de mel,
propolis e polen de abelhas Jatai. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso
Superior de Tecnologia em processos Quimicos, Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana, UTFPR. Toledo, 2021.

Com o aumento de diversas doengas causadas pela acido de radicais livres torna-se
necessario o conhecimento das propriedades antioxidantes da dieta da populagéo,
visando o combate e/ou amenizacdo dos efeitos causados por esses radicais.
Conforme estudos realizados, o mel, a prépolis e o polen de abelhas de varias
espécies possui um grande potencial antioxidante, no entanto, os da espécie de
abelha Jatai ndao sdo muito realizados. O presente trabalho visa avaliar a atividade
antioxidante de mel, propolis e pdlen de abelhas Jatai através dos métodos de
Captura do radical livre ABTS, DPPH, e também pelos métodos de compostos
fendlicos totais e teor de flavonoides. Os resultados obtidos no presente trabalho
apresentam para o polen e para a propolis uma grande atividade antioxidante, ja o
mel apresentou resultados menores, o que era esperado de acordo com a literatura.
Com isso, espera-se que o consumo e uso desses produtos aumentem, devido aos
grandes beneficios que oferecem a saude.

Palavras-chave: produtos apicolas, abelha sem ferrdo, compostos bioativos.



ABSTRACT

BARBOSA, Valquiria Sehnem. Evaluation of the antioxidant activity of honey,
propolis and pollen from Jatai bees. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso
Superior de Tecnologia em processos Quimicos, Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana, UTFPR. Toledo, 2021.

With the increase in various diseases caused by the action of free radicals, it is
necessary to know the antioxidant properties of the population's diet, aiming at
combating and/or mitigating the effects caused by these radicals. According to
studies, honey, propolis and bee pollen from various species have a great antioxidant
potential, however, those from the bee specie named Jatai are not widely used. The
present work aims to evaluate the antioxidant activity of honey, propolis and pollen
from Jatai bees through the ABTS free radical capture methods, DPPH, and also
through the methods of total phenolic compounds and flavonoid content. The results
obtained in the present work showed that pollen and propolis have a great
antioxidant activity, whereas honey presented lower results, which was expected
according to the literature. Thus, it is expected that the consumption and use of these
products increase, due to the great benefits they offer to health.

Keywords: Bee products, stingless bees, bioactive compounds.
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1 INTRODUGAO

No Brasil a criagdo de abelhas € dividida em duas formas diferentes, a
Apicultura e a Meliponicultura. Na Apicultura ocorre 0 manejo das abelhas com
ferrdo, onde os padrdes de producado sdo bem definidos. Na Meliponicultura ocorre o
manejo de abelhas sem ferrdo que ndo possuem um padrdo pré-definido
(NOGUEIRA NETO, 1997).

A abelha (Tetragonisca angustula Latreille) conhecida popularmente como
Jatai é uma espécie de pequeno porte, pertencente a espécie dos meliponideos
(abelhas sem ferrdo), com distribuicdo geografica uniforme, ocorrendo naturalmente
em varios estados brasileiros, sendo a mais criada no estado de Sao Paulo. A
producao de mel desta espécie em uma colbnia forte pode chegar até 1,5 L de
mel/ano (NOGUEIRA NETO, 1997).

O mel é um alimento que vem sendo utilizado ha milhares de anos com uma
composi¢cdo de acgucares de facil digestdo que auxilia no equilibrio do processo
biolédgico do organismo humano, além de ser uma importante fonte de energia. E
produzido por abelhas produtoras a partir da desidratacao e transformagao do néctar
de flores nativas (NOGUEIRA NETO, 1997).

O ninho dessa espécie de abelha é composto por uma unica entrada, formada
por resinas em forma de funil. As fendas e frestas existentes no ninho sdo cobertas
por uma substancia resinosa, denominada propolis (NOGUEIRA NETO, 1997).

Segundo a legislagao brasileira (BRASIL, 2001), o pdlen apicola é o resultado
da aglutinagdo do pdlen das flores, realizado pelas abelhas operarias, mediante
néctar e suas substancias salivares.

O conhecimento da composi¢cdo dos alimentos em compostos antioxidantes
facilita a identificacdo da relagdo entre a dieta e a prevaléncia de enfermidades
cronicas. Viabiliza a definicdo da magnitude das inadequagdes dietéticas e oferece
subsidios para a educacgao alimentar e para o estabelecimento de metas e guias
alimentares que promovam estilos de vida mais saudaveis. Além disso, substancias
que possuem capacidade antioxidante podem ser empregadas na produgao de

alimentos, cosméticos ou até mesmo nutracéuticas (RIBEIRO, 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Determinar a atividade antioxidante de amostras de mel, prépolis e polen de

abelhas Jatai.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Determinar a atividade antioxidante de mel, propolis e pdlen de abelhas Jatai
pelos métodos:
o Capacidade de captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH);
o Captura do radical livre ABTS * [2,2-azinobis - (3-etilbenzotiazolin-
6-acido-sulfénico) |;
o Compostos Fendlicos totais;
o Determinar o teor de flavonadides.
e Comparar a atividade antioxidante dos produtos apicolas através de analise

estatistica.
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3 JUSTIFICATIVA

O mel de abelha tem apresentado uma crescente demanda de mercado nos
ultimos anos (LOPES, 2019). Apesar de ndo serem muito estudadas as
propriedades de atividade antioxidante de mel, propolis e pdlen de abelhas da
espécie Tetragonisca angustula Latreille (Jatai), ha artigos que demonstram através
de resultados positivos a atividade antioxidante de mel e propolis de abelhas Jatai
(ROOS et al., 2018; LOPES, 2019; BILIBIU et al., 2021).

A producao de mel dessa espécie de abelha é menor quando comparado com
abelhas africanizadas. No entanto, as mesmas sao de facil manejo, pois néo
possuem ferrdo, e adapta-se em diferentes ambientes, o que se torna importante e
viavel um estudo de suas bioatividades, se tratando de produtos naturais, de facil

acesso e que ja estdo introduzidos na alimentagao de muitas familias.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 ESPECIE TETRAGONISCA ANGUSTULA LATREILLE (JATAI)

A espécie de abelha Tetragonisca angustula € denominada abelha sem
ferrdo. Pertence a familia dos meliponideos que ocupam regides de clima tropical e
temperado subtropical do planeta. Constituem um grupo de abelhas com
aproximadamente 400 espécies pertencentes a cerca de 50 géneros (NOGUEIRA
NETO, 1997).

A abelha (Tetragonisca angustula Latreille) conhecida popularmente como
Jatai € uma espécie de pequeno porte, com distribuicdo geografica uniforme,
ocorrendo naturalmente em varios estados brasileiros, com maior incidéncia no
estado de S&o Paulo. E uma espécie que se adapta muito bem em relacdo ao habito
de formar ninhos, pois conseguem ninharem em varios locais diferentes e
desenvolvem-se em ambientes desde cidades grandes a florestas virgens
(NOGUEIRA NETO, 1997).

4.1.1 Mel

A legislagéo brasileira (BRASIL, 2000) define o mel como um produto
alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir do néctar das flores ou das
secrecgdes procedentes de partes vivas das plantas ou de excreg¢des de insetos
sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, que as abelhas
recolhem, transforma, combinam com substancias especificas préprias, armazenam
e deixam madurar nos favos da colmeia. O mel é caracterizado como um produto
viscoso, com um otimo sabor, adocicado, com alto valor nutricional e medicinal,
atribuindo-lhe caracteristicas como: resisténcia imunolégica, antibacteriano, anti-
inflamatdrio, acao antioxidante, analgésico, sedativo e expectorante (AROUCHA et
al.,2008).

Ele é classificado de acordo com a forma que o favo é extraido. Pode ser um
mel escorrido, prensado ou centrifugado, além do estado de apresentagdo podendo
ser liquido, cristalizado ou semi-cristalizado, mel em favos, mel em pedacgos de favo
ou mel filtrado (BRASIL, 2000).
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O mel produzido pelas abelhas jatai € considerado de 6tima qualidade por se
tratar de um mel fino, suave, com um sabor levemente azedo (GODOI, 1989). Sua
composi¢cao depende das caracteristicas do néctar da espécie vegetal de onde é
retirado o podlen, e da espécie da abelha produtora (WHITE JUNIOR, 1978). E
composto de uma solugdo concentrada de agucares como glicose e frutose.
Contendo uma mistura complexa de hidratos de carbono, enzimas, aminoacidos,
acidos organicos, minerais, substancias aromaticas, pigmentos, graos de podlen e,
ocasionalmente, a cera de abelhas. A coloragcéao pode variar de quase incolor a
parda-escura, e 0 sabor e aroma variam de acordo com as condigdes regionais onde
esse mel foi produzido (BRASIL, 2000).

O mel derivado da Meliponicultura ndo possui um padrao pré-definido de
qualidade em relagdo a composicao, o que dificulta a comparagao de resultados
obtida para a atividade antioxidante desse produto (NOGUEIRA NETO, 1997).

De acordo com estudos realizados, o mel apresenta também atividade
antioxidante, ja que possue em sua composi¢ao alguns compostos, como acidos
fendlicos, flavonoides, acido ascorbico, acidos organicos (GHELDOF, WANG e
ENGESETH, 2002).

A composigao fisica e quimica desse produto varia de acordo com os fatores
climaticos, estagio de maturagéo, tipo de flora e a espécie da abelha produtora
(SILVA, QUEIROZ, e FIGUEIREDO, 2004). Em geral, o mel € composto por agua,
inumeros minerais como K, Na, Ca, Mg, Fe, Zn, e agucares como frutose, glicose,
sacarose e maltose (WHITER JUNIOR,1978).

4.1.2 Prépolis

A prépolis € formada pela mistura de secrecbes de arvores e plantas
coletadas por abelhas com podlen e enzimas, com sua composicdo definida pela
origem geografica e botanica, estagdo de coleta e condigcbes climaticas.
Basicamente € composta por 50 % de resinas de plantas, 30 % de ceras, 10 % de
Oleos essenciais € 5 % de grao de pdlen, além de minerais como Mn, Cu, Ca, Al, Na,
Fe, Zn, Mg e K e algumas vitaminas como A, B1, B2, B6, C e E. (VASILAKI et
al.,2019).

A prépolis vem sendo utilizada ha milhares de anos por possuir atividades

biolégicas, e também na medicina tradicional desde a antiguidade, atuando como
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antioxidante, antiinflamatério, antibacteriana, antiviral, antifungico, fungéo
anestésica, tratamento de problemas de pele, antiulceroso e estimuladora do
sistema imunoldgico (LIMA et al.,2009).

Estudos realizados por Bilibiu et al., (2021), a prépolis de abelha Jatai
apresenta um grande poténcial antioxidante. Na composi¢cédo da propolis destacam-
se os flavonoides e acidos fendlicos, responsaveis por atribuirem efeitos
terapéuticos (KUMAZAWA, HAMASAKA, e NAKAYAMA, 2004).

4.1.3 Pdlen apicola

O pdlen é o elemento masculino das flores e, quando maduras, abrem-se
para permitirem o acesso aos orgaos de polen que sao recolhidos e transportados
pelas abelhas (LENGLER, 1999).

Segundo a legislagao brasileira (BRASIL, 2001), o pdlen apicola é o resultado
da aglutinagdo do polen das flores realizada pelas abelhas operarias, mediante
néctar e suas substancias salivares. No pdlen sdo encontradas proteinas formadas
por aminoacidos essenciais, carboidratos, lipideos, sais minerais, vitaminas B, C, D,
E, H e varias enzimas (SILVA, 1998).

4.2 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes podem ser definidos como moléculas capazes de prevenir ou
retardar a oxidagcdo de outras moléculas, comumente substratos bioldégicos como
lipidios, proteinas ou acidos nucléicos. A oxidacao destes substratos pode acontecer
por meio de duas espécies reativas: os radicais livres e aqueles, sem radicais livres,
cuja reatividade é suficiente para induzir o processo oxidativo sobre o substrato
(PEREZ e AGUILAR, 2013).

Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com suas caracteristicas
bioquimicas, fungdes e também o local onde desenvolvem sua atividade. De acordo
com Pérez e Aguiar (2013) os antioxidantes sao classificados em trés tipos:

Primario: evita a formacdo de novos radicais livres, convertendo-os assim em
moléculas menos nocivas e danosas as células, antes que elas possam reagir ou
impedir a formagao de radicais livres de outras moléculas (por exemplo, proteinas
que se ligam a metais, ferritina, transferrina e ceruloplasmina), limitando a

disponibilidade de ferro necessario para formar o radical ‘OH".
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Secundario: sao aqueles que capturam os radicais livres, prevenindo reacdes em
cadeia (vitamina E ou a-tocoferol, vitamina C ou acido ascorbico, B-caroteno, acido
urico, bilirrubina, albumina, ubiquinol-10, metionina).

Terciario: estes, por sua vez, reparam os danos causados por radicais livres das
biomoléculas (por exemplo, enzimas de reparo de DNA e metionina sulfoxido
redutase).

Mesmo possuindo alto valor benéfico ao corpo humano, a maioria dos
organismos possui uma complexa rede de metabdlitos antioxidantes e enzimas que
trabalham juntas para prevenir o dano oxidativo sobre os componentes das células,
como o DNA, proteinas e lipidios (DEVASAGAYAM et al., 2004).

A avaliagao da atividade antioxidante pode ocorrer pela utilizagdo de diversos
métodos e técnicas instrumentais (SANCHEZ, 2002). Dificiimente existira um método
simples e unico para avaliar essa atividade de forma precisa e quantitativamente, ja
que ha diferentes tipos de radicais livres e formas variadas de atuacdo nos

organismos vivos (DAVID et al., 2010).

4.3 CAPTURA DO RADICAL LIVRE ABTS [2,2’-AZINOBIS-(3-
ETILBENZOTIAZOLIN-6-ACIDO SULFONICO) ]

O radical ABTS*" é produzido a partir de um percursor, o acido 2,2-azino-bis
(3-etilbenzotiazolin-6-acido-sulfénico). O radical ABTS* é um composto croméforo
estavel, soluvel em agua. (MILLER et al., 1993).

No método descrito por Re et al., 1999, a determinacdo da atividade
antioxidante é realizada pela descoloragdo do radical ABTS® ao reagir com os
antioxidantes presentes na amostra, com uma reducdo do radical, podendo ser
medida a uma absorbancia maxima em 734 nm (Figura 1). A comparagao da
absorbancia do radical ABTS® e a absorbancia de um antioxidante é realizada
através da atividade de um antioxidante sintético Trolox, onde os resultados sao
expressos em pMol de Trolox TEAC.g'1 (atividade antioxidante equivalente Trolox
(VEDANA,2008).



19

Figura 1 — Formacao do radical ABTS™ estavel com o Persulfato de potassio e reagdo com um

antioxidante.

503\[ J\ e 4< j j +antondarte s°3\ J\ >_N ={ Ij/

Cz“s

(Cor verde-escura) (Cor verde-clara)

Fonte: Huang, Ou e Prior (2005)

4.4 CAPACIDADE DE CAPTURA DO RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRIL-HIDRAZILA
(DPPH")

O DPPH é um método quimico, utilizado para a determinacao da capacidade
antioxidante de um composto em sequestrar radicais livres. E considerado um
meétodo rapido, pratico e estavel, sendo um dos mais utilizados (SUCUPIRA et al.,
2012).

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) € um radical de nitrogénio organico,
estavel quimicamente, de coloracao violeta, com absor¢ao na faixa de 515-520 nm.
Na presenca de um doador de hidrogénio ou elétron ocorre o decréscimo da
absorbancia e ha uma descoloragédo da solugao com o radical, tornando-se amarela
(Figura 2) (BRAND-WILLIANS, CUVELIER, e BERSET, 1995).

Figura 2 — Estrutura quimica do radical DPPH e reac&o de estabilizagdo com um

antioxidante.
Q mmmuinm..':. NO: D
H
Q o
. o
Radical DFPH CFPH radusido
(Fiobata) (fam arslo)

Fonte: Moon e Shibamoto (2009).
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4.5 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Os compostos fendlicos pertencem a classe dos fitoquimicos alimentares,
com, pelo menos, um anel aromatico unido a uma ou mais hidroxila (KARAKAYA,
2004). Sao considerados os antioxidantes mais ativos nos vegetais, ja que sao
encontrados com maior frequéncia e maior quantidade (BIANCHI e ANTUNES
1999).

Os compostos fendlicos atuam de varias formas como antioxidantes, no
combate a radicais livres, quelando metais de transi¢cdo, como o Fe** e o Cu,
interrompendo a reagcdo de propagacgao dos radicais livres na oxidagao lipidica,
alterando o potencial redox do meio e reparando lesdo de moléculas atacadas por
radicais livres (PODSEDEK, 2012; KYNGMI e EBELER, 2008). Os compostos
fendlicos sao encontrados em varias partes das plantas, no entanto, em maior
quantidade nas frutas, hortalicas e derivados (LIU, 2005).

Os flavonoides € um grupo de compostos fendlicos que podem se apresentar
de varias formas como flavondis, flavonas, flavononas, catequinas, antocianinas,
isoflavonas e chalconas, presentes em frutas e vegetais (GRAHAM, 1992).

Os néo flavonoides compreendem os derivados de &cidos hidroxicinamico
(ésteres dos acidos caféico, cumario e felurico) encontrados em frutas como péra,
maca, damasco e cereja e derivados de acidos hidroxibenzodico (acido salicilico,
galico, elagico) encontrados em frutas como morango, uva, laranja e limao (BELITZ,
GROSCH e SCHIEBERLE 2004) e seus potenciais antioxidantes consistem na
posicado dos grupamentos hidroxilas (GRAHAM, 1992).

A determinacdo de compostos fendlicos é realizada por técnicas que utilizam
o reagente Folin-Ciocalteu. O reagente consiste na mistura de sais de tungstato de
sodio e molibdato de s6dio em meio de acido cloridrico e acido fosférico, o que
atribui a coloragao amarela ao reagente (BOROSKI, et al.,2015). O método baseia-
se na redugdao de grupos fendlicos, e a quantidade de hidroxilas ou grupos
potencialmente oxidaveis controla a quantidade de cor formada, com absorbancia na
faixa de 725 nm. As moléculas que séo reduzidas possuem coloragao azul, e as nao

reduzidas coloragdes amarela (BOROSKI, et al.,2015).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 AMOSTRAGEM

As amostras de mel, prépolis e polen foram coletadas na cidade de Cascavel-
PR de uma colmeia de abelhas Jatai e armazenadas em embalagem a vacuo, sobre

refrigeracao, até posteriores analises.
5.2 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO

Para a obtencéo do extrato bruto de mel, prépolis e polen utilizou-se 1 g para
um volume de 25 mL, perfazendo a concentragao de 40 mg mL™" de etanol (P.A) 70
%. O material foi levado a incubadora refrigerada de agitagéo orbital (modelo-6430)
por 4 horas com agitacdo constante e temperatura de 40 °C. Apds o periodo de
extragdo o extrato bruto foi centrifugado a 4000 rpm em centrifuga (CT- 0603)
durante 5 minutos, e, filtrado em membrana de PTFE 0,22 ym hidrofébica. Em
seguida, realizou-se a densidade dos extratos e do etanol 70%, pelo método do

picnométro.

5.3 CAPACIDADE DE CAPTURA DO RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRIL-HIDRAZILA
(DPPH")

Para a determinagédo da atividade antioxidante do mel, propolis e polen de
abelhas jatai, utilizou-se o método descrito por Boroski, et al., (2015). Para o preparo
da solugdo de DPPH® 0,1192 mmol L™, dissolveu-se 3,8 mg de DPPH°® (Sigma-
Aldrich) em alcool etilico (P.A) e completou-se o volume para 100 mL com o mesmo
solvente. Em seguida, armazenou-se a solugdo em frasco de vidro &mbar. A solugao
DPPH?® foi preparada no dia em que a analise foi realizada.

Para o preparo da curva de calibragdo utilizou-se o padrao Trolox (Sigma-
Aldrich) em uma concentragao de 2000 pmol L™, onde foram diluidas concentracdes
de 100 uMol L™ a 750 pMol L™, utilizando etanol (P.A) 70 %. Em seguida, pipetou-se
100 uL de cada concentracao para tubo falcon de 15 mL, em ftriplicata, e adicionou-
se uma aliquota de 3 mL da solugao de DPPH’ (0,1192 mmol L"), homogeneizando
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e mantendo em repouso em temperatura ambiente e protegido da luz por 30 minutos
e realizando-se a leitura em espectrofotometro (T80-UV/VIS SPECTROMETER) em
517 nm.

A partir das solucdes de extrato de mel, propolis (fator diluicdo: 1) e pdlen
(fator diluigao 4), pipetou-se 100 pL para tubo Falcon de 15 mL e adicionou-se uma
aliquota de 3,0 mL de solucdo de DPPH (0,1192 mmol L"), homogeneizando e
mantendo em repouso em temperatura ambiente e protegido da luz por 30 minutos.
Em seguida, realizou-se a leitura espectrofotométrica em 517 nm, utilizando etanol
70 % como branco. As amostras foram preparadas em ftriplicata.

Pela curva de calibragcdo e calculo de regressao linear, foi possivel obter a
equacao da reta. Com as absorbancias dos extratos obtidas na analise de DPPH,

foram obtidos os resultados de concentracéo, expressos em puMol ET g™’ de extrato.

54 CAPTURA DO RADICAL LIVRE ABTS [2,2-AZINOBIS-(3-
ETILBENZOTIAZOLIN-6-ACIDO SULFONICO) |

O método utilizado para a captura do radical livre ABTS*", foi descrito por
BOROSKI et al., (2015), onde preparou-se uma solugdo aquosa estoque de ABTS
(Sigma Aldrich) 7,0 mmol L™, e uma solugdo de Persulfato de potassio (P.A) a 140
mmol L' em agua destilada.

Para o preparo do radical ABTS® adicionou-se 5 mL da solugdo aquosa
estoque de ABTS** 7,0 mmol L™ com 88 pL de solucédo Persulfato de potassio a 140
mmol L™, mantida em repouso, protegida da luz, a temperatura ambiente por 16
horas antes da analise.

Apos as 16 horas diluiu-se 1 mL desta mistura em 55 mL de alcool etilico
(HPLC), e leu-se em espectrofotobmetro a 734 nm, ajustando a solugao até que se
obteve uma absorbancia de 0,700 nm.

A curva de calibragdo foi preparada utilizando o padrdo Trolox (Sigma-
Aldrich). A partir de uma concentragao inicial de 2000 pmol L™ realizou-se diluicdes
até obterem-se concentragdes que variam de 0 a 2000 umol L™

Pipetou-se uma aliquota de 30 uL de cada concentragcdo descrita acima e
adicionaram-se 3,0 mL da solucdo radical ABTS®", homogeneizou-se e deixou em
repouso durante 7 minutos, realizando em seguida a leitura espectrofotométrica em

734 nm utilizando etanol 70 % como branco.
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O mesmo procedimento foi realizado para os extratos (fator diluigdo: 2), com o
preparo das amostras em triplicata.
Realizaram-se os calculos de regressao linear a partir da equagao da reta,

onde os resultados foram expressos em uMol ET g'1 de extrato.
5.5 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Para a analise de compostos fendlicos totais utilizou-se o método adaptado
por Boroski, et al., (2015). Preparou-se uma solugédo reagente de Folin-Ciocalteu
(Grau analitico) com agua destilada 1:1 (v/v) sob protecdo da luz e uma solugao
saturada de carbonado de sddio (P.A) saturada.

O preparo da curva de calibracéo foi realizado utilizando como padréo o Acido
Galico (Sigma-Aldrich) com uma concentracgo inicial de 200 mg L™, onde realizou-
se diluigdes afim de obter concentragdes variando de 0 a 150 mg L.

Em seguida transferiu-se uma aliquota de 250 uL de cada concentragao
descrita acima para tubo falcon de 15 mL e adicionou-se 250 uL do reagente de
Folin-Ciocalteu com agua destilada 1:1 (v/v), 500 pyL da solugcéo saturada de
carbonato de sddio e 4,0 mL de agua destilada, agitaram-se e manteve-se em
repouso protegido da luz e em repouso durante 25 minutos. Em seguida,
centrifugou-se em 3000 rpm por 10 minutos, realizando entdo a leitura
espectrofotométrica em 725 nm, utilizando etanol 70 % como branco.

O mesmo procedimento foi realizado para os extratos de mel e propolis (fator
diluicdo: 2) e polen (fator diluicdo:4), com o preparo das amostras em triplicata.

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pela regressao linear da
curva de calibracio, e expresso como mg de equivalente acido galico (EAG) g™ de

extrato.
5.6 TEOR DE FLAVONOIDES

Conforme descrito por Boroski et al., (2015) para curva de calibragao
preparou-se uma solugao de Quercetina (Sigma-Aldrich) em uma concentragao
inicial de 2000 mg L. Em seguida, realizaram-se diluigdes até as concentragdes de
10 mg L' a 100 mg L. Destas solugdes, pipetaram-se 500 pL para tubo falcon de
15 mL e adicionaram-se 250 pL AICl; (P.A) 5 % (m/v em alcool etilico (P.A)) e 4,25
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mL de alcool etilico (P.A) e mantido em repouso por 30 minutos, protegido da luz e
em temperatura ambiente. Em seguida realizou-se a leitura espectrofotométrica em
425 nm utilizando etanol 70 % como branco.

A partir dos extratos (fator diluigdo: 1), o processo de analise das amostras foi
igual aquele para o desenvolvimento da curva de calibragdo. A analise foi realizada
em triplicata.

A partir de regressao linear obtida com a curva de calibragéo, obteve-se o teor
de flavondides presente na amostra, expresso em mg de equivalente de Quercetina

(EQ) g de amostra de extrato.
5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como n = 3 £ DP. A analise estatistica foi
realizada usando PAST: Paleontological Statistics Software (HAMMER et al., 2001).
Um modelo linear geral, ANOVA unilateral, foi usado para determinar diferencas
significativas (P < 0,05) entre as amostras. A comparagao entre as médias foi feita

pelo teste de Tukey.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na tabela 1 estdo apresentados os valores de equacgao da reta com o R?
obtidos através da construcdo das curvas de calibragdo para cada método de

analise.

Tabela 1 - Equagbes da reta com R? obtidas através de curvas de calibragdo das analises de DPPH-
ABTS-+, Compostos Fendlicos Totais e Teor de Flavonoides dos extratos de mel, pdlen apicola e
prépolis.

Método de analise Equag3o da reta R*
DPPH- y=-0,0008x + 0,8078 0,9994
ABTSe+ y=-0,0001x + 06576 0,9935
Compostos Fendlicos Totais y= 0,0056x + 0,0245 0,9981
Teor de Flavonoides y= 0,0063x + 0,0045 0,9999

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Os valores obtidos para os extratos nos diferentes métodos analisados estao

descritos em forma de média, conforme demostrado na tabela 2.

Tabela 2 - Valores obtidos nas analises de DPPH+, ABTS++, Compostos Fendlicos Totais e Teor de

Flavonoides dos extratos de mel, pdlen apicola e prépolis.

DPPH- ABTS+ Comp. Fendlicos Totais  Teor de Flavonoides
Extrato (uMol ET g™ de ext.) (MMol ET g™ de ext.) (mg EAG g™ de ext.) (mg EQ g™ de ext.)
Mel 3,50 £ 0,06° 31,34 £0,33° 1,75+ 0,14° 0,11 £0,01°
Polen 66,18 +2,90° 119,65 * 5,66° 12,25 + 1,42° 2,59 +0,33°
Propolis 7,78 £1,02° 33,60 + 0,66° 0,98 + 012° 0,62 +0,08°

* Valores apresentados como média + desvio padréo (n=3). Letras iguais em subcrito representa a
nao existéncia de diferencas estatistica ao nivel de 5%.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Ramalho (2018) avaliou amostras de méis de abelha Apis mellifera
comercializadas no sertdo paraibano, e relatou um valor médio de 400,57 ymol ET
100 g de amostra, o que apresenta ser um valor muito préximo ao encontrado neste
estudo, quando comparado a quantidade de atividade antioxidante por g de amostra.
Essa pequena diferenga, pode estar relacionada ao solvente utilizado no preparo do
extrato, onde o autor utiliza um extrato aquoso para a realizagcdo da analise de
DPPH.
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Com relagdo ao polen, Ramalho (2018) relatou ter encontrado um valor de
3311,20 ymol ET 100 g de amostra ao avaliar amostras de polen da abelha Apis
mellifera comercializadas no sertdo paraibano, mostrando ser duas vezes menor
que a meédia encontrada no extrato de pdlen analisada neste estudo, quando
comparada em g de amostra. Essa diferenga pode estar relacionada ao método
utilizado para a obtengdo do extrato. Ramalho (2018) utiliza o mesmo solvente que
este estudo, porém, com um tempo de extracdao menor (60 minutos), e com uma
temperatura de 70 °C.

Para o extrato de propolis, Lacerda (2012) obteve um minimo de 89,25 e um
maximo de 139,00 umol ET g de amostra quando avaliou a atividade antioxidante de
propolis verde proveniente de abelhas Apis mellifera coletadas em varias estagdes
do ano. O que pode justificar esse resultado muito maior ao encontrado, é a
diferengca na obtencdo do extrato etandlico da prépolis do autor, onde o mesmo
utiliza uma solugcdo de etanol 80% como solvente extrator, e um tempo de 15
minutos de banho ultrassoénico.

Para ABTSe+, Sousa (2014) apresentou valores que variam de 85,41 a
365,93 uMol ET 100 g de extrato, quando avaliou a atividade antioxidante de méis
produzidos por abelhas sem ferrdo. Ja Lira et al.,(2014), ao comparar a atividade
antioxidante de méis de varias espécies de abelhas, encontrou um valor médio de
89,24 yMol ET 100 g de amostra para a especie de abelha Jatai. Pode-se observar
que a média encontrada para este estudo € muito maior que aos valores relatados
pelos autores quando equiparados em quantidade equivalente por g de
extrato/amostra. Diferenca essa, que pode estar atrelada ao método de obtencao do
extrato. Sousa (2014), utiliza um extrato aquoso de mel, com pH controlado,
enquanto Lira et al.,(2014), utilizada uma solucdo de metanol/agua (1:1) para
dissolucdo das amostras de méis.

A média encontrada para o extrato de pdlen foi muito parecido com o
encontrado por Serafine (2018), com valor de 120,10 pMol ET g” de extrato. A
autora relata ter utilizado amostras de pdlen desidratada para o preparo do extrato,
com etanol 80% a 40°C, por 40 minutos. O valor encontrado por Serafine (2018),
comparado o valor do extrato de pdlen de abelha Jatai € muito parecido. Mesmo
utilizando podlen desidratado, com uma proporcao diferente de solvente e um tempo
de extragcdo dez vezes menor é possivel observar que ndo houve diferenga no teor

de capacidade antioxidante para este método.
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Ao comparar a atividade antioxidante de diferentes extratos de propolis verde
Salgueiro e Castro (2016), encontraram uma média de 121,74 mmol ET mg™ de
extrato. As autoras utilizam etanol 95% como solvente, no entanto, com um tempo
muito maior de extragdo (48h), podendo este tempo de extragdo, ser responsavel
pela grande diferenga observada quando comparado os valores em pMol por g de
extrato.

Lopes (2019), relatou uma média de 79,35 mg EAG 100 g de amostra de mel,
quando avaliou a capacidade antioxidante de mel de abelha Jatai. Sousa (2014)
apresentou valores de 90,22 a 105,59 mg EAG 100 g de amostra ao avaliar a
atividade antioxidante de abelhas Jatai. A primeira autora encontrou um valor menor
ao relatado neste estudo, quando comparado a g de amostra. Resultado este, que
pode estar relacionado ao solvente utilizado para o preparo do extrato, onde, a
mesma solubilizou o mel em agua destilada. Ja os valores relatados por Sousa
(2014), sdo mais préximos ao valor encontrado para o extrato de mel de Jatai. A
autora utiliza agua destilada com pH ajustado para 2, para o preparo das amostras.

Para o extrato de pdlen, valores de 3,6 a 10,9 mg EAG g™ foram relatados por
Carpes et al, (2007), ao avaliar a atividade antioxidante de podlen apicola
proveniente do estado de Alagoas. O autor avaliou o teor de compostos fendlicos
totais para diferentes proporgdes de etanol: dgua. Segundo ele, as propor¢des que
se mostraram mais eficientes foram com etanol 60,70 e 80%. No entanto, os
resultados obtidos foram menores quando comparados ao encontrado neste estudo.
Ramalho (2018) ao avaliar a atividade antioxidante do pdlen produzido por abelhas
Apis mellifera relatou um valor médio de 267,74 mg EAG 100 g de amostra. Pode-se
observar que a média obtida pelo autor é quatro vezes menor que a média relatada
para o extrato de pdlen de abelha Jatai, quando comparada em g de extrato. O que
pode justificar essa diferenga entre os resultados, pode ser o fato de que o autor,
apesar de utilizar o solvente de extracdo na mesma proporgao deste estudo, utilizou
um tempo de extragdo menor (60 min), com uma temperatura de 70 °C.

Em 2018, Zarate et al., afirmou ter encontrado valores que variam de 68 a
501 mg EAG g'1 de amostra para propolis. Pode-se observar que os valores
relatados pelos autores sdo muito maiores ao que foi encontrado neste estudo. Essa
diferengca pode estar relacionada ao método utilizado para extracdo, ja que os
autores utilizaram etanol 80% como solvente e um tempo de extracdo de 48h.
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Em 2014,Sousa, ao avaliar o teor de flavonoides encontrou valores que
variam de 4,46 a 7,54 mg EQ 100 g, enquanto Lira et al.,(2014) relatou um valor
médio de 5,89 mg EQ 100 g. Os valores descritos na literatura sdo menores, no
entando, proximos dos encontrados nas amostras de mel analisada. Essa
discrepancia nos valores pode estar relacionada as condigoes de extracdo. Sousa,
utiliza no preparo do extrato agua destilada com um pH ajustado para 2, enquanto
Lira et al., utilizou mel solubilizado em um solu¢gdo de metanol/agua destilada (1:1).

O teor de flavonoides para o extrato de pdlen € menor quando comparado
com a média de 6,81 mg EQ g’ de extrato encontrada por Serafine (2018), quando
avaliou a atividade antioxidante de polén apicola e seus efeitos na qualidade de
hamburgueres. Leja et al.,(2007), apresentou valores que variam 171 a 1349 mg EQ
100 g, ao estudar as propriedades antioxidantes do polen de abelha em espécies de
plantas selecionadas. O ultimo autor encontrou um valor cinco vezes maior para o
teor de flavondides. Essas diferengas podem estar relacionadas com os métodos de
extragao utilizado. Serafine (2018) utilizada um solvente de extragdo com proporgao
diferente, um tempo de extragdo dez vezes menor, e polen desisdratado. Ja . Leja et
al.,(2007), utiliza metanol 80% para o preparo do extrato.

Zarate et al., (2018) apresentou valores que variam de 13 a 379 mg EQ g”' de
extrato para amostras de prépolis provenientes de varios municipios do México.
Pode-se observar que os valores apresentado pelo autor sdo muito maiores que os
valores relatados neste trabalho. A diferenga pode ser atribuida as condigoes
diferentes de preparo de extrato. Zarate et al., utiliza como solvente o etanol 80%, no
entanto, o tempo de extracao é de 48h.

Dentre os trés extratos analisados o que apresentou maior atividade
antioxidante para todos os métodos foi o extrato de pdlen. Ao realizar a comparagao
com a literatura, pode-se observar que ha bastante variagdo entre os resultados
encontrados, ainda sim, é visivel que os autores também encontraram valores
significantes e promissores para capacidade antioxidante do pdélen. A propolis
também apresenta uma alta capacidade antioxidante, no entanto, quando
comparada com os valores descrito na literatura acaba sendo menor. Ja o mel,
apresenta uma menor capacidade antioxidante, fato este que pode ser observado na
literatura. Essa diferenga de valores de atividade antioxidante para os extratos de
abelha jatai com os encontrados na literatura podem estar atrelados as espécies

diferentes de abelhas, habitat em que formam as colmeias, das plantas onde sao
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retirados o néctar e polen, pois, a qualidade vai variar conforme a regido e fauna
caracteristica, além de outros nutrientes e compostos que levam a construgcédo da
prépolis e polen. Além disso, as diferentes formas de extragdo para obtencédo dos
extratos, com diferentes solventes e metodologias podem ter acarretado esses
valores diferentes nos extratos.

Nos valores obtidos experimentalmente pode-se observar que os extratos de
mel e propolis ndo apresentam diferenga significativa para todas as metodologias,
exceto para o teor de flavonoides, conforme demostrado pela analise estatistica.

No Figura 3 estdo apresentadas as correlagbes entre as técnicas, onde é

possivel avaliar a concordancia entre os teores encontrados durante as analises.

Figura 3 — Correlacao entre as técnicas.

CORRELACAO DAS TECNICAS

FTx FLA
ABTS x FLA B
B Correlagtes
ABTS x FT
DPPH x FLA

DPPH x FT

DPPH x ABTS

0,9 0,92 0,94 0,96 0,98 1

* FT- Compostos Fendlicos Totais; FLA- Teor de Flavonoides.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Uma boa correlagéo entre FTxFLA indica que possivelmente a maior parte
dos compostos fendlicos séo flavonoides. Uma boa correlagdo entre FT ou FLA com
ABTS ou DPPH indica que possivelmente estes compostos sejam responsaveis pela
captura desses radicais livres.

Todas as analises apresentam uma boa correlacdo para as técnicas de
atividade antioxidante, teor de compostos fendlicos e teor de flavonodides.

De acordo com Silva, Vendruscolo e Toralles (2011), uma boa correlagao
entre dois métodos que utilizam do mesmo principio, como demostrado neste

estudo, pode-se pelo uso de apenas um deles.
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7 CONSIDERAGCOES FINAIS

Todos os extratos analisados apresentaram atividade antioxidante conforme
descrito na literatura, porém, ndo ha muitos relatos que contemplem mel, propolis e
polen de abelha do jatai. Pesquisas contribuem positivamente para que sejam
estabelecidos padrdes para esses compostos.

O extrato de pdlen, por sua vez, mostrou elevada capacidade antioxidante e
maior concentragdo de atividade antioxidante nas metodologias utilizadas, quando
comparadas entre os extratos de mel e de prépolis. Além disso, todas as analises
apresentaram uma boa correlagdo entre sim, concordando entdo com os teores
encontrados para todas as analises. Espera-se que os resultados obtidos despertem
o interesse de novos estudos para conhecer e mapear todas as propriedades

benéficas dos produtos da abelha Tetragonisca angustula Latreille (jatai).
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