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Accessible Methodologies for Quantification of Flavonoids and Total Phenols
in Propolis

Abstract: Propolis is widely known for its important therapeutic activities. In its chemical constitution,
there are several classes of secondary metabolites, such as simple phenols, carboxylic and cinnamic acids,
coumarins, tannins and flavonoids. However, flavonoids, an important class of secondary metabolites,
may be found in small concentrations in propolis, which makes its quantification difficult. In view of this
information, the purpose of this review is to present the main methodologies used in the quantification of
this class of secondary metabolites, in addition to proposing new approaches for the characterization of
flavonoids and phenols, using low-cost commercial raw materials.

Keywords: Propolis; flavonoids; phenols; quantification.

Resumo

A propolis é largamente conhecida por suas importantes atividades terapéuticas. Apresenta em sua constituicdo
guimica diversas classes de metabdlitos secunddrios, tais como, fendis simples, acidos carboxilicos e cinamicos,
cumarinas, taninos e flavonoides. Entretanto, os flavonoides, uma classe importante de metabélicos secundarios,
muitas vezes encontra-se em pequenas concentragdes na prépolis, o que pode dificultar sua quantificacdo. Tendo
em vista estas informacdes, esta revisao teve como objetivo relacionar as principais metodologias utilizadas na
identificagdo e quantificagdo desta classe de metabdlitos secundarios, além de propor novas abordagens para a
caracterizacao de flavonoides e fendis totais, a partir da utilizacdo de matérias primas comerciais de baixo custo.

Palavras-chave: Prépolis; flavonoides; fendis; quantificagao.

* Universidade Estadual paulista Julio de Mesquita Filho, Instituto de Ciéncias e Tecnologia, Programa de Pés-Graduagdo em
Biociéncias e Diagndstico Bucal, Avenida Engenheiro Francisco José Longo 777/778, Jardim Sdo Dimas, CEP 12245-000, S3o José
dos Campos-SP, Brasil

M cris.marcucci@yahoo.com.br
DOI: 10.21577/1984-6835.20200131

Rev. Virtual Quim. |Vol 13| |No. 1| |61-73]


http://rvq.sbq.org.br
http://dx.doi.org/10.21577/1984-6835.20200131

Volume 13, Nimero 1 Janeiro-Fevereiro 2021

Revista Virtual de Quimica
ISSN 1984-6835

Metodologias Acessiveis para a Quantificacao de Flavonoides e Fenadis
Totais em Propolis

Maria Cristina Marcucci,** Antonio Salatino,’ Lais Farias Azevedo de Magalhaes
Oliveira,© Carolina Passarelli Gongalves®

aPrograma de Pés-Graduac¢do em Biociéncias e Diagndstico Bucal da Universidade Estadual Paulista Julio
de Mesquita Filho, Instituto de Ciéncias e Tecnologia, Avenida Engenheiro Francisco José Longo - 777/778,
CEP 12245-000, Jardim Sao Dimas, Sdo José dos Campos-SP, Brasil.
b Instituto de Biociéncias da Universidade de S3o Paulo. Departamento de Botédnica, CP 11461,
CEP 05508-090, Séo Paulo-SP, Brasil.
¢ Laboratério de Caracterizacdo e microscopia de materiais, Instituto de Fisica, Programa de
Pés-graduacdo em Ciéncias dos materiais, Centro de Tecnologia, Universidade Federal de Alagoas
(UFAL), Av. Lourival Melo Mota, S/N, CEP 57072-900, Tabuleiro do Martins, Maceid-AL, Brasil.
4Programa de Pds-graduagdo em Farmacia e Biotecnologia da Universidade Anhanguera de So Paulo —
Pirituba, Avenida Raimundo Pereira de Magalhaes, 3305, CEP 05145-200, Pirituba, Sao Paulo—SP, Brasil.

*cris.marcucci@yahoo.com.br

Recebido em 14 de Julho de 2020. Aceito para publicagéio em 13 de Outubro de 2020.

1. Introducgao
2. Objetivos

3. Materiais e Métodos
3.1. Bases de dados consultadas

4. Resultados e Discussao
4.1. Propriedades dos compostos fendlicos
4.2. Flavonoides: classes estruturais e propriedades bioldgicas
4.3. Controle de qualidade

5. Conclusoes

1. Introducao e consagrado extrato etandlico. As abelhas

utilizam-na para vedar todas as frestas, mumificar
pequenos animais e insetos, os quais foram

A prépolis, uma resina coletada pelas abelhas
em brotos e exsudatos de plantas, é levada para
a colmeia onde é misturada a cera e a saliva
desses insetos, resultando num produto gomoso
e balsamico (Figura 1A).! Diversas atividades
farmacoldgicas vém sendo comprovadas em
ensaios laboratoriais e através do uso em
diferentes formulacdes, além do tradicional

mortos no interior da colmeia, impedindo assim
a sua putrefagdo. Também utilizam pequenas
guantidades de prépolis para criar um ambiente
quase asséptico nos favos, cujo mel estd em
elaboracdo e revestem a entrada da colmeia.
Desse modo, quando a abelha adentra o seu
interior, fica livre de contaminagdo ao entrar em
contato com a proépolis que reveste a entrada
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do ninho, além da que se encontra nos alvéolos
(Figura 1 (B) e 1 (D)).2 A propolis possui diversas
atividades, incluindo antibacteriana, antifungica
e antiviral. Microrganismos que poderiam
contaminar a colmeia em presenca de prépolis
ndo conseguem proliferar. Vem dai a palavra
“propolis”, que significa “em defesa da cidade ou
da colmeia”.? Atualmente, vem sendo avaliada a
sua eficdcia no combate ao coronavirus.*

Nos ultimos anos, a prépolis de regides
tropicais, especialmente do Brasil, tém sido
alvo de grande interesse econdmico, sendo que
muitos paises compram esse valioso produto
nacional.® Este fator economicamente importante
levou muitos pesquisadores a investigar a propolis
brasileira. Na literatura internacional, encontra-
se um numero consideravel de artigos cientificos
tratando deste produto brasileiro.

A prépolis apresenta uma composicdo quimica
bastante complexa.®’ Os primeiros relatos sobre
a andlise de prdpolis baseados em evidéncias
guimicas surgiram na década de 1970 quando
Lavie na Franca e Popravko na Russia, identificaram
a presenca de flavonoides em propolis e
compararam com a composicdo de exsudatos
de choupo e bétula.® Muitas outras publicacdes
se seguiram a estas e hoje é aceito, através de
comprovacdes quimicas, que as principais fontes
de prépolis em zonas temperadas sdo os brotos e
exsudatos de espécies de Populus (choupo) e seus
hibridos. Estas informag¢des foram amplamente
confirmadas na Europa.® Mesmo na Nova Zeldndia,
espécies |3 introduzidas de Populus sdo a fonte
preferencialmente visitada pelas abelhas.’® Na

Vo

Russia, especialmente nas regides do norte, sdo
espécies de bétula (Betula verrucosa) as preferidas
pelas abelhas.'*? As prépolis originadas destas
regides tém uma composicdo quimica muito
similar e os principais constituintes sdo: flavonoides
agliconicos, acidos aromaticos e seus ésteres.’>"’

Em regiGes tropicais, ndo existem espécies de
choupo e bétula e as abelhas visitam outras plantas.
Por isso, a composicdo quimica de amostras de tais
regides é muito distinta das de zonas temperadas.
Investigacbes sobre esta resina em regides
tropicais revelaram que, em muitos casos, 0s
flavonoides sdo os principais componentes destas
amostras, similarmente as Europeias, embora a
sua origem vegetal seja diferente.'®1° Por exemplo,
em amostras do deserto de Sonora, alguns autores
identificaram flavonoides agliconicos tipicos
de exsudatos da planta Ambrosia deltoidea:
3,5,7-tri-idroxi-3,8-dimetoxiflavona, xantomicrol,
hispidulina, sideritiflavona, kaempferol, quercetina,
ramnazina e outros componentes em menor
concentracdo. Miricetina 3,7,4',5'-tetrametil éter
e quercetina 3,7,3’-trimetil éter foram isolados da
prépolis da Tunisia, originando-se de exsudatos
de folhas de algumas espécies de Citrus.®® A
Figura 1 mostra alguns tipos de prépolis brasileiras:
(B e D) prépolis verde de Baccharis dracunculifolia
(alecrim-do-campo), (C e E) marrom, (F) vermelha,
predominantemente de Dalbergia ecastaphyllum,
do litoral do nordeste.

Nas propolis brasileiras, poucos flavonoides
foram identificados, tais como: 5,6,7-tri-idroxi-
3,4’-di-idroxiflavona, aromadendrina-4-metil éter,
pinobanksina, kaempferida, além de crisina e

E)

Figura 1. Abelha coletando a resina (A), propolis verde na colmeia (B), vermelha na colmeia (C), prépolis
verde (D), propolis marrom (E) e propolis vermelha (Alagoas) produzidas pelas abelhas Apis mellifera.
Fonte: (A) Apis Brasil (B, D, F): Natucentro (C): Beeva Brazil (E): Pronatu
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galangina. Por outro lado, foram identificados
compostos novos, que possuem uma atividade
bioldgica marcante. Os compostos fendlicos e os
acidos p-cumadricos prenilados foram encontrados
em grande quantidade em amostras brasileiras,
como o acido 3-prenil-4-hidroxicindmico (PHCA),
9-E e 9-Z-2,2-dimetil-6-carboxietenil-8-prenil-
2H-1-benzopirano (DCBEN) o acido 3,5-diprenil-
4-hidroxicindmico (DHCA, o Artepillin-C) e
acido  2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano-6-
propendico (DPB), além de outros (Figura 2).22
Apesar de ndo estarem em quantidades
expressivas na propolis de alecrim-do-campo
(comercialmente a mais importante prdpolis

2.,2-Dimetil-8-
prenylcromeno

Acido 2.2-dimetil-2H-1-
benzopiran-6-carboxilico
(DCBEN) o

Acido 2,2-dimetil-8-prenil-
2H-1-benzopiran-6-
propendico (DPB)

Acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicindmico (DHCA
Artepillin-C)

3-Metoxi-4-
hidroxicinamaldeido
(composto G2 —
coniferaldeido)

Viscidona
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brasileira) os flavonoides podem estar presentes
em menores quantidades e serem responsaveis
por diversas atividades bioldgicas importantes,
como anti-inflamatdria e antioxidante. Entretanto,
outras prépolis de grande interesse comercial,
comoavermelhaeaverdedacaatingaapresentam,
quantidades expressivas de flavonoides.?””2® A
presenca de pouca concentracdo desta classe de
metabdlitos secundarios dificulta muitas vezes
a sua identificacdo. Por este motivo, métodos
para a deteccdo e quantificacdo sdo essenciais
para a sua caracterizacdo completa, além das
importantes propriedades bioldgicas atribuidas
aos flavonoides.

Acido 3-prenil-4-
hydroxicindmico
(PHCA)

Acido ferulico
H,CO

Acido cafeico

/
¢

Acido p-cumarico

Vanilina (G1) HO” !‘

HO.

[e]

Figura 2. Alguns compostos existentes em prépolis brasileiras. Os circulos em vermelho indicam que se
tratam de acidos, e em azul, de aldeidos
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2. Objetivos

Considerando estas informacdes, o presente
trabalho teve como objetivo relacionar as
principais caracteristicas de compostos fendlicos
e flavonoides de prépolis brasileira, e apresentar
métodos para a caracterizacdo e quantificacdo
desses metabdlitos secundarios.

3. Materiais e Métodos

3.1. Bases de dados consultadas

Como base para o levantamento de dados,
foram utilizados o Portal Periédicos Capes, Web
of Science, Scielo, Lilacs, Science Direct e Google
académico. Para a busca, foram considerados
apenas estudos nos idiomas inglés e portugués,
publicados no periodo entre 1995 a 2020,
utilizando-se os seguintes descritores: constituintes
quimicos da propolis, quantificacdo de flavonoides
e quantificacdo de fendis. Preferencialmente,
foram selecionados artigos recentes com elevado
impacto, que propiciassem um conjunto relevante
de informag¢des para o entendimento das
propriedades biolégicas das substancias fendlicas,
com destaque para os flavonoides.

4. Resultados e Discussao

4.1. Propriedades dos compostos fenélicos

Existem diversas classes de compostos
fendlicos que ocorrem de maneira universal
nas angiospermas, que podem desempenhar
importantes papéis na biologia dos animais,
principalmente nos herbivoros.?3° Sdo originados
do metabolismo secundario das plantas, varios
deles sendo formados e acumulados em condi¢des
de estresse, como nas infeccbes, ferimentos,
radiacdes UV, entre outras.3! Estes compostos
encontram-se amplamente distribuidos nas plantas
e sdo um grupo muito diversificado, incluindo os
flavonoides, os acidos fendlicos, cumarinas, taninos,
além de outros. Estes metabdlitos secundarios,
exercem diferentes funcdes nas plantas em que
sdo biossintetizados, como por exemplo, na

Va

protecdo contra patdgenos e contribuem para a
pigmentacdo.?® Em alimentos, este metabdlitos
sdo responsaveis por diversas funcgdes, entre elas,
a adstringéncia, aroma e apresentam propriedades
antioxidantes.3? As principais fontes de compostos
fendlicos sdo frutas citricas, como limao, laranja e
tangerina, além de outras frutas, como a cereja, uva,
ameixa, pera, ma¢a e mamao, sendo encontrados
em maiores quantidades na polpa que no suco
da fruta. A pimenta verde, brdcolis, repolho roxo,
cebola, alho, tomate, nozes, entre outros, também
sdo excelentes fontes destes compostos.3?

Como exemplos de acidos fendlicos, tém-se
o benzoico, cafeico, p-cumarico e ferulico. Entre
os flavonoides, a apigenina, o kaempferol e a
guercetina. Alguns compostos fendlicos de origem
vegetal sdao familiares, pelo menos em termos
organolépticos, como a vanilina, constituinte
majoritario da baunilha e que entre outras funcoes,
é responsavel pelo aroma o t-anetol constituinte
principal do anis e um dos responsaveis pelo seu
aroma, e o eugenol (muito usado pelos dentistas,
presente no 6leo de cravo na proporgao de 85%,
aproximadamente). 23 Na propolis existem
numerosos compostos fendlicos, especialmente
flavonoides e 4cidos fendlicos. Pesquisas
confirmaram que na propolis verde derivada de
alecrim-do-campo, os 4acidos fendlicos sdo bem
mais abundantes que os flavonoides. Talvez seja
essa particularidade um dos fatores responsaveis
pela enorme preferéncia do mercado internacional
em relacdo a essa prépolis do Brasil.®®

Naprépolisverdebrasileiraexistemmuitosacidos
fendlicos, entre eles o cafeico, ferdlico, p-cumarico
e seus derivados (Figura 2) os quais possuem
inimeras propriedades bioldgicas e farmacoldgicas,
a saber: antimicrobiana, antitumoral, antirradicais
livres, imunoestimulantes, entre outras.®® Na
prépolis marrom, foi encontrado o composto
2-[1-hidroximetil]vinil-5-acetil-hidroxicumarano
(I) (Figura 2) e na vermelha, isoflavonoides e
benzofenonas preniladas.?

4.2. Flavonoides: classes estruturais e

propriedades bioldgicas

Os flavonoides sdo um grande grupo de
metabdlitos secundérios da classe dos polifendis,
componentes de baixo peso molecular encontrados
em diversas espécies vegetais. Diferentes classes
compdem esse grupo, entre elas: as chalconas,
flavonas, flavanonas, flavondis, di-hidroflavondis
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(flavononaois), isoflavonas, antocianinas,
antocianidinas, auronas, entre outras (Figura 3).3¢
Os flavonoides absorvem radiacao
eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV)
e do visivel e dessa maneira um dos papéis que
apresentam é o de defesa das plantas frente
a radiacdo UV da luz solar. Além disso, podem
representar uma barreira quimica de defesa contra
microrganismos (bactérias, fungos e virus) insetos
e outros animais herbivoros.*® Os flavonoides

Flavonol

Ex.: Quercetina, Kaempferol,
Miricetina, Fisetina,
Isorhamnetina,

Pachipodol, Ramnazina

Flavonona
Ex.: Hesperetina, Naringenina,
Eriodictiol, Homoeriodictiol

Antocianidina
Ex.: Dclfinidina, Malvidina, &
Petunidina

O o
N
@

3
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atuam também em relacionamentos harmaonicos
entre plantas einsetos, atraindoe orientando esses
animais até o néctar, contribuindo enormemente
para a polinizacdo. Esses compostos também
desempenham um importante papel na sadde.’”
Estdo presentes em todas as plantas, fazendo com
isso, parte da dieta humana.3® Os flavonoides tém
acao antioxidante, minimizando a peroxidacao
lipidica e o efeito dos radicais livres. Atribui-se
as oxidacGes dos acidos graxos poli-insaturados

Flavona Z
Ex.: 0 Wi [
Luteolina, Apigenina, |
Tangeritina

0
Flavononol

Ex.:Taxifolina (ou
Di-hidroquercetina)
¢ Di-hidrokacmpferol

Isoflavona Ho. o

Ex.: Calicosina, O |

Genistina, O
Genisteina OHC OH

Estruturas de flavonoides da proépolis

Betuletol (Flavonol) = Ri:OCH;s; Rz: H; Rs: OH; Rs:OCH;s; Rs: H
Kaempferida= Ri:H; Rz2: OH; Rs: OH; R4:OCHs; Rs: H
Kaempferol (Flavonol) = Ri:H; Rz2: OH; Rs: OH; R4:OH; Rs: H

Eter 4’-metilico da luteolina (Flavona) = Ri:H; Rz2: OH; Rs: H; Rs:OCH;; Rs: OH

Ermanina (Flavonoide) = Ri:H; Rz2: OH; Rs: OCHs; R4:OCHs3; Rs: H

Flavonoides da prépolis vermelha brasileira

Pinobanksina
(Flavononol)

Isoliquiritigenina
(Chalcona)

Biochanina A
(Isoflavona)

! OCH,

HO.
Pinocembrina O
(Flavanona)

OH O

OH

Liquiritigenina O
(Flavanona)

o)
Formononetina
(Isoflavona)

OCH;,

Figura 3. Estruturas de flavonoides e exemplos de alguns deles, encontrados em prépolis brasileiras
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(como o acido linoleico, presente em quantidades
relativamente altas no 6leo de soja) uma forte
influéncia no estimulo ao desenvolvimento de
doencas de grande importancia na atualidade,
como a arteriosclerose, as enfermidades
coronarias e determinados tipos de cancer.
Foi demonstrado que individuos que ingerem
maiores quantidades de flavonoides, os quais sao
encontrados em alimentos de origem vegetal,
como as verduras, frutas, chas, e de origem
animal como o mel, apresentam uma diminui¢ao
consideravel do risco de morte por acidentes
cardiovasculares (infarto do miocardio, trombose,
derrame, entre outros).3® Os flavonoides estdo
presentes também em quantidades relativamente
altas no vinho tinto. Atribui-se a isso o chamado
“paradoxo francés”, pelo qual os franceses,
apesar de ingerirem uma dieta “menos saudavel”,
pois consomem mais gordura animal, sofrem de
uma incidéncia muito menor daqueles males do
gue o0s norte-americanos.?®* Acredita-se que
0 consumo substancialmente maior de vinho
pelos franceses seja a razdao por esse resultado
paradoxal. Como na propolis brasileira existe
essa classe de compostos, é muito importante o
seu doseamento, para se ter dados quantitativos
e assim correlacionar a sua concentragao com a
atividade bioldgica ja mencionada.

4.3. Controle de qualidade

No grupo dos compostos fendlicos, sdo
guantificados também os flavonoides, pois estes
sdo um grupo de polifendis. Quando se determina o
teor de polifendis totais, estdo sendo quantificados
os flavonoides, &acidos fendlicos e taninos,
presentes na prépolis. Embora a concentracdo de
flavonoides na prépolis de alecrim-do-campo seja
relativamente pequena, é possivel quantifica-los e
utilizar os valores obtidos como parametro para o
seu controle de qualidade quimico.*

O reagente de Folin-Ciocalteu foi desenvolvido
apds um longo uso do reativo de Folin-Denis®,
sendo uma mistura de fosfomolibdato de sédio
e fosfotungstato de sddio, usado para inibir a
reducdo do reativo.

A utilizacdo do reagente de Folin-Denis é
prejudicada pela produgdo ocasional de um
precipitado branco que interfere na coloragao
direta da solugdo teste.”® Este pode ser removido,
mas é necessdria uma etapa extra para a
determinacdo de fendis totais. As modificagcOes

Va

introduzidas no reagente  Folin-Ciocalteu
aumentaram a proporc¢do de molibdato de sédio
e impediram sua precipitacdo, adicionando-
se sulfato de litio ao reagente. A comparagao
do procedimento de Folin-Denis (FD) com o de
Folin-Ciocalteu (FC) forneceu uma sensibilidade
e reprodutibilidade maior para o reagente.
No entanto, considerando a conveniéncia de
procedimentos padronizados para fins de controle
de qualidade, o reagente FD as vezes ainda é
usado. Com técnicas e padrdes adequados, os
resultados sao muito semelhantes, pois a reacao
guimica é a mesma. O mais importante é que
esta reacdo redox ocorra em pH = 12.* Por essa
razdo, apos a adicdo do reagente, acrescenta-se
uma solucdo concentrada de carbonato de sédio,
um sal com caracteristicas alcalinas e realiza-se a
leitura no comprimento de onda de 760 nm.

As andlises utilizando-se o reagente de FC
sdo convenientes, simples, reprodutiveis e
requerem apenas equipamentos comuns em
laboratdrios (é suficiente um colorimetro). Sob
condi¢cdes adequadas, o ensaio inclui a detecgao
dos diferentes tipos de fendis encontrados na
natureza. Como diferentes fendis reagem em
diferentes graus, a expressao dos resultados como
um nuamero Unico, como miligramas por litro de
equivaléncia de acido galico, é necessariamente
arbitraria. Como a reacdo ¢é independente,
guantitativa e previsivel, a andlise de uma mistura
de fendis pode ser recalculada em termos de
qualquer outro padrao. De fato, o ensaio mede
todos os compostos facilmente oxidaveis sob
as condicGes da reacdo e sua proépria inclusdo
permite que certas substancias reajam, ainda
que raramente sejam consideradas fendis.
Originalmente, o reagente de Denis foi proposto
para a quantificacdo de proteinas, pois todas elas
possuem, em sua constituicao, a tirosina, um
aminoacido com hidroxila fendlica. No entanto,
em solugBes alcodlicas, as proteinas ndo sdo
extraidas. O uso criterioso, considerando possiveis
interferéncias em amostras especificas e estudos
anteriores, se necessario, pode levar a resultados
muito informativos. A andlise é interessante sob
o ponto de vista de se determinar um grupo de
substancias bioativas, sendo um complemento
importante a analise feita por HPLC que separa
um grande nimero de compostos individuais. E
um dos parametros admitidos pelo Ministério
da Agricultura®* para caracterizacdo e controle
quimico de propolis brasileira. Como a reagdo é
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guantitativa e todos os ingredientes, exceto o fenol
adicionado, sdo inorganicos, é possivel investigar
a natureza exata do (s) produto (s) de oxidacdo do
FC a partir da reacdo com fendis especificos.

A reacdo de fendis com o reagente FC é
representada na Figura 4. O produto é uma
solucdo azul, cuja intensidade é medida pelo valor
de sua absorbancia em 760 nm.

Os flavonoides sdo quimicamente classificados
de acordo com a presenga ou ndao de um anel
central, de uma dupla ligagdo no anel e de um
grupo hidroxila a ele ligado (Figura 3). A maneira
mais precisa e exata de se identificar e quantificar
flavonoides em produtos naturais, incluindo a
prépolis, é a andlise por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. No que se refere a andlise de
prépolis, existem numerosos artigos sobre a
técnica. Entretanto, quando se pensa em controle

Marcucci, M. C. et al.

de qualidade, é conveniente a introducdo de
alternativas mais simples e baratas, pois nesses
casos requerem-se procedimentos que permitem
a andlise rapida de numerosas amostras, até
mesmo em laboratdrios modestos, no que se
refere ao instrumental. Uma das técnicas que se
enquadram bem nesse contexto é a determinacdo
de flavonoides totais por espectrometria no UV. O
uso do cloreto de aluminio (AICI,) no diagnéstico
da presenca de alguns grupamentos quimicos foi
pela primeira vez empregado para antocianinas.*
Trata-se de uma classe de pigmentos do grupo
dos flavonoides, encontrados principalmente em
flores, mas muitas vezes também em frutos, e
que ddo ao 6rgdo vegetal coloragdes que podem
variar do vermelho ao azul, passando por todos
os matizes intermediarios. Em 1954, Harborne
sugeriu o uso do cloreto de aluminio para a
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Figura 4. Reacdo de oxirreducdo do Folin-Ciocalteau com os compostos fendlicos da prépolis
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Figura 5. Formacgdo do complexo flavonoide — AI3*. As cores nos tubos indicam a mudanga de amarelo
suave (antes da complexagdo) para amarelo intenso (apds a reagdo com o AlCI,)
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determinacdo espectrofotométrica da presenca
de certos grupamentos quimicos em flavonoides.*’
Em termos de facilidade analitica, para empresas
gue ndo dispéem de equipamentos sofisticados,
a opcdo de se utilizar essa técnica é viavel e
conveniente.*! Foi proposta a utilizagdo de um
método espectofotométrico para a determinacdo
de flavonoides totais em plantas, utilizando-se o
AICL,. O cétion aluminio forma complexos estaveis
com os flavonoides em metanol, ocorrendo na
andlise espectrofotométrica, um desvio para
maiores comprimentos de onda e intensificacdo
da absorgdo (Figura 5).%

Dessa maneira, é possivel determinar a
quantidade de flavonoides, evitando-se a
interferéncia de outras substancias fendlicas,
principalmente os 4acidos fendlicos, que
invariavelmente acompanham os flavonoides
nos tecidos vegetais. A leitura é feita em
espectrofotbmetro em 425 nm, utilizando-se
cloreto de aluminio a 5% em metanol. Nessas
condicdes, o complexo [flavonoide — Al]** absorve
em comprimento de onda bem maior do que o
flavonoide sem a presenca do agente complexante
(cloreto de aluminio) (desvio batocrémico)
(Figura 6). Os acidos fendlicos, mesmo os que
formam complexos com AICI, absorvem em
comprimentos de onda muito inferiores, evitando-
se dessa maneira interferéncias nas medidas de
absorbancia.

O questionamento sobre o método do cloreto
de aluminio para determinagdo de flavonoides
totais é antigo. A maioria dos pesquisadores que
vém usando o método do cloreto de aluminio,
bem como as empresas que realizam o controle
de qualidade, fazem uso da quercetina para a
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construcao da curva padrao. Entretanto, existe
uma polémica sobre o uso da rutina, ao invés da
guercetina como padrdo. A origem do emprego
da rutina provém da primeira fonte bibliografica
para o uso do método do AICIl,: a farmacopeia
Alem3.*® Mas nesse caso se justifica o uso da
rutina, pois o método original visa a determinacdo
de flavonoides totais em material foliar, no
qual predominam glicosideos (a rutina é um
diglicosideo). No caso de prépolis, glicosideos sdo
muito raros. Portanto, é bem mais razoavel usar-
se quercetina.

Tanto o acido galico quanto a quercetina sdo
marcadores quimicos de baixo custo e facilmente
disponiveis em estado puro. Se o objetivo for
estabelecer um método aplicédvel a qualquer tipo
de proépolis, como é o contexto ora em discussao,
uma opcdo légica é a quercetina. Um exemplo,
caso se queira determinar o teor de flavonoides
totais de uma prépolis produzida na Eritreia, da
qual ndo se conhece o perfil de flavonoides. Pode
ser que ela derive de uma leguminosa parecida
com Mimosa tenuiflora, muito comum na caatinga.
Nesse caso, a quercetina representaria muito bem
os flavonoides da prépolis, pois a prépolis verde
da caatinga tem predominantemente flavondis
em sua composicdo, inclusive a quercetina.*® Mas
a fonte de resina da propolis da Eritreia pode ser
outra planta. De qualquer forma, a quercetina
continua sendo a op¢do mais adequada pois é
um flavonol, e flavondis sdo mais comuns em
plantas do que flavonas ou outras categorias de
flavonoides.

Na prépolis europeia ha quantidade apreciavel
de pinocembrina (uma flavanona) e pinobanksina
(um flavanonol). Mas esta possui também uma
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Figura 6. Desvio batocrémico do complexo flavonoide — Al?*. Fonte: Adaptado de Marques et al.*’
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guantidade consideravel de galangina (umflavonol).
Uma vez que flavondis sdo mais comuns e como
a quercetina é o flavonol mais abundante e mais
amplamente distribuido nas plantas, além de
ter custo reduzido e ser amplamente disponivel
comercialmente, é recomendada a sua utilizagdo
como padrdo para o método do AICL,, assim como
a utilizacdo do acido galico a para determinacdo de
fendis totais.

E importante ressaltar que esses métodos
colorimétricos ndo fornecem dados que possam
ser encarados como fidedignos em relacdo a
exata quantidade de fendis totais ou flavonoides
totais das amostras de propolis. No entanto, sdo
parametros Uteis ao permitir a comparacao entre
amostras de propolis, tanto entre tipos distintos
de prépolis, quanto entre diferentes amostras de
um mesmo tipo. Por exemplo, comparando-se as
prépolis verdes brasileiras de alecrim-do-campo
(sudeste brasileiro) e de jurema-preta (Mimosa
tenuiflora, caatinga), o método de AICI, usando
guercetina indica claramente que a ultima* é
muito mais rica em flavonoides do que a primeira.*
A esse respeito, julga-se que seria adequado que
a Instrucdo Normativa N° 11 do Ministério da
Agricultura® previsse ndo apenas o limite minimo
para flavonoides totais de propolis de alecrim-do-
campo (5 g kg?), mas também um limite maximo.
E caracteristico que esse tipo de prépolis tenha
conteuldo de flavonoides bem inferior ao de outros,
inclusive de propolis brasileiras. Por exemplo,
andlises de propolis verde da caatinga forneceram
teores de flavonoides totais proximo a 100 g kg?,
correspondendo a aproximadamente 70% de fendis
totais.* Por seu turno, os teores de flavonoides de
andlises de varias amostras de prépolis verde de
alecrim-do-campo* permaneceram abaixo de 27
g kg, correspondendo a proporgdes inferiores a
13% do conteudo de fendis totais.

E evidente que nos casos em que se deseja
comparar amostras de prépolis de uma mesma
fonte de resina, cujo perfil de flavonoides seja
conhecido, seria mais acurado selecionar um padrao
gue represente mais adequadamente a média de
seus flavonoides, tanto em massa molecular quanto
em categoria quimica (flavonol, flavona, flavanona,
isoflavona, entre outros). Mas isso seria para um
caso particular. Por exemplo, no caso da prépolis
de alecrim-do-campo, pode-se imaginar o emprego
de kaempferida como padrdo. Porém, esbarra-se na
dificuldade de se conseguir adquirir o padrao e o seu
custo, que é consideravelmente elevado.
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Quando se emprega o método do AICI,
para avaliar flavonoides de folhas de plantas, é
pertinente empregar-se rutina (um glicosideo)
pois folhas contém principalmente flavonoides
glicosilados. A massa molecular da rutina é préxima
a média da massa molecular dos flavonoides que
serdo analisados. Mas em prépolis, quase sempre
ha apenas flavonoides agliconicos, pois glicosidases
da saliva das abelhas hidrolisam os glicosideos da
resina coletada e liberam as agliconas. Por isso,
deve-se usar uma aglicona como padrao, que tera
massa molecular préxima as massas moleculares
dos flavonoides da amostra de propolis.

O cation APP* complexa-se com os atomos
vicinais do nucleo do flavonoide, ndo havendo
associacdo do APP* com os atomos de oxigénio
dos acgucares. A massa molecular da quercetina
é 302 Da e a da rutina é 610 Da. A razdo entre
as duas massas moleculares é 2,08 Da. Isso
significa que, se num hipotético ensaio, 1 ug de
quercetina fornece absorbancia 0,7 em 425 nm
em solucdo alcodlica contendo AICI,, necessita-
se de 2 pg de rutina para obter o mesmo valor
de 0,7 de absorbancia; 2 pug de rutina contém
1 pg de quercetina; a massa correspondente a
1 ug restante é representada por residuos de
moléculas de acglcares da estrutura da rutina, que
ndo reagem com APP*. Por este motivo, a utilizagdo
da rutina para este método faz uma enorme
diferenca em relagao ao uso da quercetina.

5. Conclusoes

N

Os métodos analiticos aplicados a pesquisa
de propolis evoluiram ao longo dos anos,
impulsionados pela necessidade de se padronizar
os tipos de prépolis, quantificar os componentes
responsaveis por sua atividade bioldgica e garantir
a qualidade dos produtos que contém prépolis. Em
principio, é importante determinar-se a quantidade
de resinas, cera, umidade e material insoltvel como
critérios de qualidade da amostra. Em muitos casos,
a quantificacdo de fendis totais € um modo indireto
de avaliar a quantidade de resina do material.
Considerando-se as mais variadas aplicacdes da
prépolis na industria farmacéutica, os métodos
analiticos desempenham um papel importante,
garantindo a qualidade dos produtos finais. As
técnicas analiticas instrumentais apresentam
grandes vantagens, pois sdao robustas e garantem
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uma analise assertiva e precisa, entretanto, muitas
vezes O prego e 0 acesso a estes equipamentos
as tornam pouco acessiveis. Nesse sentido, as
técnicas classicas, as quais podem ser executadas
de maneira simples e que ndao requerem muitos
investimentos, sdao uma maneira segura de realizar
as analises apropriadas na prépolis utilizada como
matéria prima, garantindo também resultados
precisos e seguros para o desenvolvimento das
mais diversas formulagdes farmacéuticas.

Referéncias Bibliograficas

! Drescher, N. A clue on bee glue: New insight
into the sources and factors driving resin intake

in honeybees (Apis mellifera). PLOS ONE 2019, 14,
0210594. [CrossRef]

2 Khurshid, Z.; Naseem, M.; Zafar, M.S.; Najeeb,
S.; Zohaib, S. Propolis: a natural biomaterial for
dental and oral healthcare. Journal of Dental
Research, Dental Clinics, Dental Prospects. 2017
11, 265. [CrossRef] [PubMed]

® Przybytek, I.; Karpinski, T. M. Antibacterial
properties o f propolis. Molecules 2019, 24, 29.
[CrossRef] [PubMed]

4Hashem, H. In Silico approach of some selected
honey constituents as SARS-CoV-2 main protease
(COVID-19) inhibitors. Eurasian Journal of
Medicinal and Oncology 2020, 1, 2. [CrossRef]

> Silva, R. F. B. Perspectives for environmental
conservation and ecosystem services on coupled
rural—urban systems. Perspectives in Ecology and
Conservation 2017, 15, 74. [CrossRef]

® Ahangari, Z.; Naseri, M.; Vatandoost, F. Propolis:
chemical compositiona ndi ts applicationsin
endodontics. Iranian Endodontic Journal 2018, 13,
285. [CrossRef] [PubMed]

7Rufatto, L. C. Red propolis: chemical composition
and pharmacological activity. Asian Pacific Journal
of Tropical Biomedicine 2017, 7, 591. [CrossRef]

8 Bankova, V.; Castro, S.; Marcucci, M. Propolis:
recent advances in chemistry and plant origin.
Apidologie 2000, 31, 3. [CrossRef]

°Duke, C. C.; Tran, V. H.; Duke, R. K. A sedge plant
as the source of Kangaroo Island propolis rich
in prenylated p-coumarate ester and stilbenes.
Phytochemistry. 2017, 134, 87. [CrossRef]
[PubMed]

10 Lev-yadun, S. Why is the bark of common
temperate Betula and Populus species white?
International Journal of Plant Sciences 2019, 180,
632. [CrossRef]

Va

Hsidorov, V. A.; Bakier, S.; Piroznikow, E. Selective
behaviour of honeybees in acquiring European
propolis plant precursors. Journal of Chemical
Ecology 2016, 42, 475. [CrossRef]

12 7abaiou, N. Biological properties of propolis
extracts: something new from an ancient product.
Chemistry and Physics of Lipids 2017, 207, 214.
[CrossRef] [PubMed]

13 Marcucci, M. C. Propolis: chemical composition,
biological properties and therapeutic activity.
Apidologie 1995, 26, 83. [CrossRef]

4 Trusheva, B.; Popova, M.; Bankova, V.; Simova,
S.; Marcucci, M. C.; Miorin, P. L.; Pasin, F. R,
Tsvetkova |. Bioactive constituents of Brazilian
red propolis. Evidence-based Complementary and
Alternative Medicine 2006, 3, 249. [CrossRef]

13 Huang, Y. Combined direct analysis in real-time
mass spectrometry (DART-MS) with analytical
pyrolysis for characterization of Chinese crude
propolis. Journal of Analytical and Applied
Pyrolysis 2019, 137, 227. [CrossRef]

6 Ozdal, T.; Ceylan F. D.; Eroglu, N.; Kaplan, M,;
Olgun, E. O.; Capanoglu, E. Investigation of
antioxidant capacity, bioaccessibility and LC-MS/MS
phenolic profile of Turkish propolis. Food Research
International 2019, 122, 528. [CrossRef] [PubMed]
17 Salatino, A.; Fernandes-Silva, C. C.; Righi,
A.A.; Salatino, M. L. F. Propolis research and the
chemistry of plant products. Natural Products
Research 2011, 28, 925.

18 Alday, E. Plant origin authentication of Sonoran
desert propolis: an antiproliferative propolis from
a semi-arid region. The Science of Nature 2019,
106, 25. [CrossRef]

19 Bankova, V.; Popova, M.; Trusheva, B. The
phytochemistry of the honeybee. Phytochemistry
2018, 155, 1. [CrossRef] [PubMed]

2 Sawaya, A. C. H. F;; Cunha, I. B. S.; Marcucci, M.
C. Analytical methods applied to diverse types of
Brazilian propolis. Chemistry Central Journal 2011,
5, 27. [CrossRef]

Z1Ccana-Ccapatinta, G. C.; Mejia, J. A. A.; Tanimoto,
M. H.; Groppo, M.; De Carvalho, J. C. A. S.; Bastos,
J. K. Dalbergia ecastaphyllum (L.) Taub. and
Symphonia globulifera L.f.: the botanical sources
of isoflavonoids and benzophenones in Brazilian
red propolis. Molecules 2020, 25, 2060. [CrossRef]
22 Marcucci, M. C.; Ferreres, F.; Garcia-Viguera, C.;
Bankova, V.S.; De Castro, S. L. Phenolic compounds
from Brazilian propolis with pharmacological
activities. Journal of ethnopharmacology 2001,
74, 105. [CrossRef] [PubMed]

Rev. Virtual Quim. |Vol 13| |No. 1| |61-73]


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210594
http://dx.doi.org/10.15171/joddd.2017.046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5768961/
http://dx.doi.org/10.3390/molecules24112047.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31146392/
https://doi.org/10.14744/ejmo.2020.36102
https://doi.org/10.1016/j.pecon.2017.05.005
http://dx.doi.org/10.22037/iej.v13i3.20994
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30083195/
https://doi.org/10.1016/j.apjtb.2017.06.009
http://dx.doi.org/10.1051/apido:2000102
http://dx.doi.org/doi:10.1016/j.phytochem
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27890584/
https://doi.org/10.1086/702760
https://doi.org/10.1007/s10886-016-0708-9
http://dx.doi.org/10.1016/j.chemphyslip.2017.04.005
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28411017/
https://doi.org/10.1051/apido:19950202
https://doi.org/10.1093/ecam/nel006
https://doi.org/10.1016/j.jaap.2018.11.030
http://dx.doi.org/doi:10.1016/j.foodres.2019.05.028
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31229108/
https://doi.org/10.1007/s00114-019-1620-2
http://dx.doi.org/10.1016/j.phytochem.2018.07.007
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30053651/
https://doi.org/10.1186/1752-153X-5-27
https://doi.org/10.3390/molecules25092060
https://doi.org/10.1016/s0378-8741(00)00326-3
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11167028/

Va

2 Salom3o, K.; Pereira, P. R. S.; Campos, L. C.;
Borba, C. M.; Cabello, P. H.; Marcucci, M. C;
De Castro, S. L. Brazilian Propolis: Correlation
between chemical composition and antimicrobial
activity. Evidence-based Complementary and
Alternative Medicine 2008, 5, 317. [CrossRef]

24 Franchin, M. The use of Brazilian propolis
for discovery and development of novel anti-
inflammatory drugs. European Journal of
Medicinal Chemistry 2018, 153, 49. [CrossRef]
[PubMed]

% Freires, |. A.; De Alencar, S. M.; Rosalen, P. L.
A pharmacological perspective on the use of
Brazilian red propolis and its isolated compounds
against human diseases. European Journal of
Medicinal Chemistry 2016, 110, 267. [CrossRef]

% Rufatto, L. C. Brazilian red propolis: chemical
composition and antibacterial activity determined
using bioguided fractionation. Microbiological
Research 2018, 214, 74. [CrossRef] [PubMed]

27 Betances-Salcedo, E. Flavonoid and antioxidant
capacity of propolis prediction using near infrared
spectroscopy. Sensors 2017, 17, 1647. [CrossRef]
[PubMed]

28 De Mendonga, |. C. G. Brazilian red propolis:
phytochemical screening, antioxidant activity and
effect against cancer cells. BMC complementary
and alternative medicine, 2015, 15, 357. [CrossRef]
[PubMed]

2 Kumar, N.; Goel, N. Phenolic acids: Natural
versatile molecules with promising therapeutic
applications. Biotechnology Reports 2019, 24,
e00370.

3% Tungmunnithum, D. Flavonoids and other
phenolic compounds from medicinal plants for
pharmaceutical and medical aspects: an overview.
Medicines 2018, 5, 93. [PubMed]

$1Kessler, A.; Kalske, A. Plant secondary metabolite
diversity and species interactions. Annual Review
of Ecology, Evolution, and Systematics 2018, 49,
115. [CrossRef]

32 Alrifai, O. Current review of the modulatory
effects of LED lights on photosynthesis of
secondary metabolites and future perspectives
of microgreen vegetables. Journal of Agricultural
and Food Chemistry 2019, 67, 6075. [CrossRef]
$3Septembre-Malaterre, A.; Remize, F.; Poucheret,
P. Fruits and vegetables, as a source of nutritional
compounds and phytochemicals: changes in
bioactive compounds during lactic fermentation.
Food Research International 2018, 104, 86.
[CrossRef] [PubMed]

Marcucci, M. C. et al.

34 Kuppusamy, P. Quantification of major phenolic
and flavonoid markers in forage crop Lolium
multiflorum using HPLC-DAD. Brazilian Journal of
Pharmacognosy, 2018, 28, 282. [CrossRef]

35 Wozniak, M. The role of seasonality on the
chemical composition, antioxidant activity
and cytotoxicity of Polish propolis in human
erythrocytes. Revista Brasileira de Farmacognosia
2019, 29, 301. [CrossRef]

36 Sforcin, J. Biological properties and therapeutic
applications of propolis. Phytotherapy research
2016, 30, 894. [CrossRef] [PubMed]
37Schmalwieser, A. W.; Weihs, P.; Schauberger, G.
UV Effects on living organisms. BT - Encyclopedia
of Sustainability Science and Technology, 1a. ed.,
Springer: New York, 2019.

38Zhao, C. N. Fruits for prevention and treatment
of cardiovascular diseases. Nutrients 2017, 9, 598.
[CrossRef] [PubMed]

3 Amaral, A. B.; Silva, M. V. DA; Lannes, S. C. S. Lipid
oxidation in meat: mechanisms and protective
factors: a review. Food Science and Technology
2018, 38, 1. [CrossRef]

40 Ferrieres, J. The French paradox: lessons for
other countries. Heart 2004, 90, 107. [CrossRef]
[PubMed]

4 Woisky, R. G.; Salatino, A. Analysis of propolis:
some parameters and procedures for chemical
quality control. Journal of Apicultural Research
1998, 37, 99. [CrossRef]

42Folin, O.; Ciocalteau, V. Tyrosine and tryptophane
in proteins. Journal of Biological Chemistry 1927,
73, 627. [Link]

43 Galvao-Poundso, M. A. M. Evaluation of the
Folin-Ciocalteu method and quantification of total
tannins in stem barks and pods from Libidibia
ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz. Brazilian
Archives of Biology and Technology 2018, 61,
€18170586. [CrossRef]

44Singleton, V. L.; Orthofer, R.; Lamuela-Raventds,
R. M. Analysis of total phenols and other oxidation
substrates and antioxidants by means of Folin-
Ciocalteu reagent. Methods in Enzymology 1999,
299, 152. [CrossRef]

4 Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento. Instrucao Normativa N° 11, de 20
de outubro. Brasilia, 2000.

4 Chung, T. H. Evaluation of aluminum chloride
as an effective short-term solution for reducing
odor—causing volatile fatty acids in duck litter.
Revista Brasileira de Ciéncia Avicola 2017, 19, 545.
[CrossRef]

Rev. Virtual Quim. |Vol 13| |No. 1| |61-73]


https://doi.org/10.1093/ecam/nem058
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2017.06.050
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28755848/
file:///C:\Users\carol\Downloads\10.1016\j.ejmech.2016.01.033
http://dx.doi.org/10.1016/j.micres.2018.05.003
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30031483/
http://dx.doi.org/10.3390/s17071647
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28718789/
http://dx.doi.org/10.1186/s12906-015-0888-9
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26467757/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6165118/
https://doi.org/10.1146/annurev-ecolsys-110617-062406
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.9b00819
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2017.09.031.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29433787/
http://dx.doi.org/10.1016/j.bjp.2018.03.006.
https://doi.org/10.1016/j.bjp.2019.02.002
http://dx.doi.org/10.1002/ptr.5605.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26988443/
http://dx.doi.org/10.3390/nu9060598
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5490577/
http://dx.doi.org/10.1590/fst.32518
http://dx.doi.org/10.1136/heart.90.1.107
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1768013/
https://doi.org/10.1080/00218839.1998.11100961
https://cpb-us-w2.wpmucdn.com/sites.wustl.edu/dist/f/1200/files/2018/10/Folin_1927-2553row.pdf
https://doi.org/10.1590/1678-4324-2018170586
https://doi.org/10.1016/S0076-6879(99)99017-1
http://dx.doi.org/10.1590/1806-9061-2016-0401

4 Shah, M.; Hossain, M. Total flavonoids content
and biochemical screening of the leaves of tropical
endemic medicinal plant Merremia borneensis.
Arabian Journal of Chemistry 2011, 7, 1. [CrossRef]
*8Marques, G. S. Avaliacdo de procedimentos para
guantificacdo espectrofotométrica de flavonoides
totais em folhas de Bauhinia forficata Link.
Quimica Nova 2012 35, 517. [CrossRef]

Va

“ Deutscher Apothecar Verlag. Deutscher Arzneibuch.
Golgi-Verlag GmBH. Stuttgart 1978, 680 p.

0 Ferreira, J. M.; Fernandes-Silva, C. C.; Salatino,
A.; Negri, G.; Message, D. New propolis type
from north-east Brazil: chemical composition,
antioxidant activity and botanical origin. Journal
of the Science of Food and Agriculture, 2017, 97,
3552. [CrossRef] [PubMed]

Rev. Virtual Quim. |Vol 13| |No. 1| |61-73]


file:///C:\Users\carol\Downloads\10.1016\j.arabjc.2010.12.033
https://doi.org/10.1590/S0100-40422012000300014.
http://dx.doi.org/10.1002/jsfa.8210
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28078783/

	Abstract
	Resumo
	1. Introdução
	2. Objetivos
	3. Materiais e Métodos
	4. Resultados e Discussão
	5. Conclusões
	Referências Bibliográficas

