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Il Resumo

O polen coletado pelas abelhas, por conter substancias nutricionais
como carboidratos, proteinas, aminoécidos, lipideos, vitaminas e minerais e
tracos de micronutrientes, pode ser utilizado como suplemento alimentar. O
polen apicola é também rico em compostos fendlicos com agéo antioxidante,
despertando ultimamente o interesse de varios pesquisadores. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a composicéo fendlica e a atividade antioxidante de amostras
de pdlen apicola do Sudeste e Nordeste do Brasil. Foi feita a quantificacéo do
teor de compostos fendlicos e flavonoides totais por métodos colorimétricos.
A atividade antioxidante foi avaliada por meio da capacidade sequestrante do
radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil). A amostra de pdlen apicola de
Macei6 (AL) apresentou o maior valor de atividade antioxidante com 93,46% e
a maior quantidade de compostos fenolicos 13,78 mg GAE.g™' de podlen, sendo
que a concentracao de flavonoides, no valor de 4,68 mg de quercetina.g™ de
polen, ndo foi significativa. A atividade antioxidante da amostra de Saude (BA)
foi de 89,32%, com o teor de compostos fendlicos de 8,33 mg GAE.g™' de pdlen;
ja a concentracdo de flavonoides totais dessa amostra foi a menor, no valor de
3,46 mg de quercetina.g™ de pdélen. A alta atividade antioxidante e a significativa
concentracédo de compostos fendlicos em contrapartida com a baixa concentragéo
de flavonoides totais nas amostras de Maceid (AL) e Saude (BA) indica que
deve haver outros compostos bioativos, além dos flavonoides, nas amostras de
polen dessas cidades. Esses compostos conferem ao pélen a caracteristica de
antioxidante e também, a habilidade de sequestrar radicais livres.
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B Summary

The pollen collected by bees can be used as nutritive supplement, for
embracing nutritional substances like carbohydrates, proteins, aminoacids,
lipids, vitamins and minerals and small quantity of micronutrients. The apicultural
pollen is also rich in phenolic compounds as antioxidant, the interest of same
researchers have been increased lately. The objective was to evaluate the phenolic
composition and the antioxidant activity of the apicultural pollen of the samples
in the southeastern and northeastern of Brazil. It had been made the quantify of
the phenolic compounds and total flavonoids substance by coloring measure
methods. The antioxidant activity was evaluated by the linking capability of the
free radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil). The sample of the apicultural pollen
from Macei6 (AL) showed more value of the antioxidant activity with 93.46% and
more quantity of phenolic compounds 13.78 mg GAE.g" of pollen, however the
flavonoids concentration 4.68 mg quercetina.g' of pollen was not significant. The
sample from Saude (BA) was 89.32% of antioxidant activity, and the substance of
phenolic compounds 8.33 mg GAE.g' of pollen; but the concentration of the total
flavonoids in the sample was minor, 3.46 g quercetina.g™ of pollen. The highest
antioxidant activity and the significant concentration of the phenolic compounds
regardind to small concentration of the total flavonoids in the samples from Macei6
(AL) and Saude (BA) point out other bioactive compounds, besides of flavonoids,
in the pollen samples from the cities. Those compounds give to the pollen the
antioxidant feature and also links the radicals.

Key words: Apicultural pollen; Antioxidant activity; Phenolic compounds.
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Il 1 Introducao

O polen apicola tem sido utilizado ha muitos anos
tanto na medicina tradicional quanto na nutricao suple-
mentar e em dietas alternativas, devido principalmente
as suas propriedades nutricionais e benéficas a saude
humana (ALMEIDA-MURADIAN et al., 2005; ISLA et al.,
2001; KROYER e HEGEDUS, 2001; SERRA BONVEHI
e ESCOLA JORDA, 1997). Sua composicdo nutricional
consiste de proteinas, lipidios, acucares, fibras, sais
minerais (calcio, cloro, cobre, ferro, magnésio, iodo,
molibdénio, selénio, estroncio, estanho, boro, fluor,
vanadio, cromo, fésforo, potassio, enxofre, aluminio, ferro,
manganés, e zinco), aminoacidos e vitaminas (A, B, C, D,
E) (WESH e MARSTON, 1983; MARCHINI et al., 2006).

Além disso, o pdlen também contém altos teores de
substancias polifendlicas, principalmente flavonoides com
atividade antioxidante (CAMPOS et al., 2003; KROYER e
HEGEDUS, 2001) e antimicrobiana (BASIM et al., 2006;
GARCIA et al., 2001).

Atualmente o interesse no estudo dos compostos
fendlicos tem aumentado muito, devido principalmente a
habilidade antioxidante destas substancias em seques-
trar radicais livres, 0s quais sdo prejudiciais a saude
humana (DORMAN et al., 2003). As propriedades biolo-
gicas dos compostos fendlicos estéo relacionadas com
a atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre
determinado meio. A atividade dos antioxidantes, por
sua vez, depende de sua estrutura quimica, podendo
ser determinada pela acdo da molécula como agente
redutor (velocidade de inativagdo do radical livre, reati-
vidade com outros antioxidantes e potencial de quelagéo
de metais). Alguns estudos in vitro demonstram que a
atividade antioxidante dos flavonoides € maior que a das
vitaminas E e C (RICE-EVANS et al., 1996). Estudos epide-
miolégicos tém mostrado correlag&o entre o aumento do
consumo de compostos fendlicos com ag&o antioxidante
(JAVANMARDI et al., 2003) e a reducéo do risco de
doencas cardiovasculares e de certos tipos de cancer
(RICE-EVANS et al., 1996; COOK e SAMMAN, 1996).

A producéo de polen apicola no Brasil representa
uma atividade recente que teve inicio no final da década
de 80. Entretanto, o Brasil tem potencial para ser um
grande produtor de pdlen, principalmente pelariqueza e
diversidade da flora aliada ao clima tropical e resisténcia
das abelhas africanizadas Apis mellifera.

A caracterizacao fisico-quimica e bioldgica do
poélen faz-se importante em um controle de qualidade
e até mesmo em uma padronizagdo do pdlen brasileiro
para possiveis utilizacdes nas industrias alimenticias e
farmacéuticas (ALENCAR, 2002).

A procura no mercado por alimentos funcionais
também cresce muito; o consumidor espera reduzir
despesas com saude, causadas por varias doencas
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que afetam a populacdo. Na ultima década do século
passado, 0s consumidores dos paises ocidentais
mostraram grande interesse pelo conceito de alimentos
funcionais, considerando nessa categoria todo produto
alimenticio ou ingrediente, seja de natureza convencional
ou ndo, capaz de fornecer beneficios a saude. Diante
do que foi citado, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a atividade antioxidante e determinar os teores
de compostos fendlicos e flavonoides totais em extratos
etandlicos de pdlen apicola de Apis mellifera.

I 2 Material e métodos

2.1 Origem dos graos de pdlen e coleta das
amostras

As amostras de podlen apicola, que vieram dire-
tamente dos apicultores, foram coletadas nas cidades
de Contagem (MG), Saude (BA), Séo Cristovao (SE) e
Maceio (AL), conforme Tabela 1. As amostras coletadas
foram armazenadas em freezer (-18 °C), até o momento
das anélises.

2.2 Preparo das amostras

O preparo dos extratos etandlicos das amostras
de pélen apicola foram de acordo com a metodologia
proposta por Park et al. (1998), Kroyer e Hegedus (2001)
e Alencar (2002). As amostras desidratadas de pélen (2 g)
foram trituradas, homogeneizadas extraidas com 15 mL
de etanol a 70%. A extracao foi feita a 50 °C, em banho
de agua termostatizado, por 30 min sob agitagdo cons-
tante. Apds essa etapa as amostras foram centrifugadas
a 7000 x g por 10 min a 5 °C. Os sobrenadantes foram
transferidos para tubos de ensaio com tampa de rosca e
armazenados a 5 °C em freezer.

2.3 Analises fisico-quimicas dos extratos

2.3.1 Andlise de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determi-
nado pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau
utilizando &cido galico como padrdo de referéncia. O
reagente de Folin Ciocalteau é uma solucéo de fons
complexos poliméricos formados a partir de heteropoli-
acidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos. Esse reagente
oxida os fenolatos, reduzindo os acidos a um complexo
azul Mo-W. A leitura foi realizada a 740 nm em espectro-
fotdmetro Shimadzu Modelo UV 1240V. Os extratos de
polen foram filtrados em papel ou fibra de vidro e diluidos

Tabela 1. Locais de amostragem de pdlen apicola.

Estados/cidades

Bahia Sergipe Alagoas
Saude Sao Cristévao Macei6

Minas Gerais

Contagem

108



www.ital.sp.gov.br/bj

Determinacao da atividade antioxidante e do teor de compostos fendlicos
e flavonoides totais em amostras de pélen apicola de Apis mellifera

NEVES, L. C. et al.

em etanol 70% a uma concentracdo de 3 mg.mL~". Uma
aliquota de 0,5 mL de amostra diluente foi transferida para
um tubo com tampa de rosca e lhe foram adicionados
2,5 mL do reagente Folin Ciocalteau (Sigma Aldrich
Chemical Co.) diluidos em agua destilada 1:10. Esses
reagentes ficaram em repouso de 3 a 8 min e a eles foram
adicionados 2 mL de carbonato de sodio a 4%. Os tubos
foram deixados em repouso por 2 h ao abrigo daluz e, na
sequéncia, feita a leitura da absorbancia a 740 nm. Um
reagente branco foi conduzido nas mesmas condicdes.
Foi construida uma curva analitica contendo 100, 80,
60, 40, 20, 10 yg.mL" de &cido galico e os resultados
expressos em mg GAE.g™" de pdlen. GAE: equivalente em
acido galico (MINUSSI et al., 2003; KROYER e HEGEDUS,
2001; SINGLETON et al., 1965).

2.3.2 Andlise de flavonoides totais

A concentracdo de flavonoides totais foi determi-
nada pelo método descrito por Park et al. (1998), com
algumas modificacbes. Os extratos de pdélen foram dilu-
fdos 1:3, em etanol 70%. Aliquota de 0,5 mL de amostra
dilufda foi transferida para um tubo de ensaio € a ela foram
adicionados 4,3 mL de etanol a 70%, 0,1 mL de nitrato
de aluminio a 10% e 0,1 mL de acetato de potéassio. Apos
repouso de 40 min as leituras foram efetuadas em espec-
trofotdbmetro Shimadzu (Modelo UV-Mini 1240) a 415 nm.
Tubos em branco foram conduzidos nas mesmas condi-
¢des, sem adi¢do de nitrato de aluminio. Foi construida
uma curva analitica contendo 40, 30, 20, 10e 5 ug.mL"de
quercetina, os resultados expressos em mg quercetina.g™
de pélen apicola (DOWD, 1959) e a concentracéo final
dos extratos foi de 44 mg.mL".

2.4 Analise da atividade antioxidante

2.4.1 Avaliagcdo da atividade sequestrante
do radical DPPH

A medida da atividade sequestrante do radical
DPPH foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Brand-Williams e Berset (1995). DPPH (1,1-difenil-
2-picrilidrazil) ¢ um radical livre estavel que aceita um
elétron ou um radical de hidrogénio para tornar-se uma
molécula diamagnética estavel e, desta forma, é redu-
zido na presencga de um antioxidante. Para avaliag&o da

atividade antioxidante, os EEP (extratos etandlicos do
polen) foram reagidos com o radical estavel DPPH em
uma solucéo de etanol. Na forma de radical, o DPPH
possui uma absorc¢do caracteristica a 517 nm, a qual
desaparece apos a reducao pelo hidrogénio arrancado
de um composto antioxidante. As solucdes estoques de
polen (133,33 mg.mL™") foram diluidas a concentracGes
finais de 10 mg.mL".

A mistura de reacédo foi constituida da adic&o de
0,5 mL das amostras, 3 mL de etanol absoluto e 0,3 mL
da solucéo do radical DPPH 0,3 mM em etanol. As subs-
tancias de referéncia (BHT, BHA e a-tocoferol) foram
avaliadas na concentracao final de 90 yg.mL™". Areducao
do radical do DPPH foi medida através da leitura da
absorbéancia a 517 nm em 100 min de reacao.

A atividade antioxidante foi expressa de acordo
com a Equagcdo 1 de Mensor et al. (2001), descrita
abaixo:

%AA = 100 -{[(Abs Abs, )X 100]/Abs_ .} (1)

amostra branco)

onde Aa = absorbéancia da amostra; Ab = absorbancia
do branco; Ac = absorbancia do controle. Desta forma,
leva-se em consideragéo o branco especifico dos extratos
nas varias concentragdes utilizadas em cada amostra. O
branco especifico da amostra foi determinado usando-se
3,3 mL de etanol € 0,5 mL da amostra em cada concen-
tracdo e as absorbéancias lidas a 517 nm apdés 100 min
de reacdo. Um tubo contendo 3 mL de etanol absoluto,
0,5 mL de etanol 70% e 0,3 mL de DPPH 0,5 mM serviu
como controle negativo.

I 3 Resultados e discussao

A amostra de pélen apicola de Macei6 (AL)
apresentou o maior valor de atividade antioxidante
(93,46%) e a maior quantidade de compostos fendlicos
(13,78 mg GAE.g" de pdlen), sendo que a concentragéo
de flavonoides no valor de 4,68 mg de quercetina.g™
de podlen ndo foi significativa. A amostra de Contagem
(MG) apresentou o menor valor de atividade antioxi-
dante (60,13%) e de teor de compostos fendlicos totais
(6,9 mg GAE.g™' de pdlen), entretanto, foi encontrada a
maior concentracdo de flavonoides totais (6,87 mg de
quercetina.g™' de polen) (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade antioxidante, teor de compostos fendlicos e flavonoides totais nas amostras de pdlen apicola analisadas.
Compostos fendlicos

Flavonoides totais

Amostras de Atividade
pdlen apicola antioxidante (%)
Maceio (AL) 93,46
Saude (BA) 89,32
Sao Cristévéo (SE) 62,09
Contagem (MG) 60,13

(mg GAE.g™) (mg de quercetina.g)
13,78 4,68
8,33 3,46
7,01 4,97
6,9 6,87

GAE: equivalente em &cido galico.
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A alta atividade antioxidante e a significativa
concentragédo de compostos fendlicos totais, em contra-
partida com a baixa concentracdo de flavonoides totais
nas amostras de Maceio (AL) e Saude (BA), indicam que
outras substancias fendlicas, que néo os flavonoides,
S&80 0s compostos bioativos presentes nessas amostras.
Maiores estudos para se identificar os compostos bioa-
tivos responsaveis pela atividade antioxidante nessas
amostras de pdélen s&o necessarios.

Il 4 Conclusoes

O polen apicola pode ser considerado como fonte
de substancias polifendlicas, como os flavonoides, que
podem agir como antioxidantes e sequestradores de
radicais livres prejudiciais a saude humana.
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