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A propolis, € um produto elaborado pelas abelhas a partir de resinas encontradas na natureza, que possuem uma forte atividade
antioxidante. A ela sao atribuidas diversas propriedades farmacolégicas e bioldgicas, a saber, antioxidante, anti-inflamatoria,
cicatrizante e antimicrobiana, entre outras. Os parametros de controle de qualidade estabelecidos para esse produto apicola,
preveem a avaliagéo da atividade antioxidante por permanganato de potassio (KMnO,) e pelo radical difenilpicrilhidrazila
(DPPH). Esses parametros medem a qualidade da propolis. O método do KMnO, é qualitativo, permitindo verificar a capacidade
antioxidante da propolis, ou seja, o tempo medido para a oxidagéo completa da solugéo do KMnO, por meio da verificag&o visual
da alterag&o da cor. Na reagéo redox, o KMnO, € o agente oxidante, observando-se a alterag&o da cor da solugéo de violeta para
incolor. Entretanto, esse método é bastante controverso, pois leva a muitos erros de medida porque o tempo de descoloragédo
do reagente € muito rapido. A proposta desse trabalho foi a de tornar a metodologia do KMnO, quantitativa, semelhante a do
DPPH, medindo-se a concentragio de propolis que leva a descoloragdo do KMnO,em 5 s, 10 s e 20 s. O resultado mostrou
uma correlagédo linear (R) de 0,95 para o tempo de 20 s, em comparagdo com o DPPH, indicando que o método redesenhado é
confiavel e pode ser utilizado em vez desse ultimo.

Palavras-chave: Permanganato de potassio. Antioxidante. DPPH. Prépolis.

Propolisis a product elaborated by bees from resins found in nature, which have a strong antioxidant activity. Several pharmacological
and biological properties are attributed to it, such as, antioxidant, anti-inflammatory, wound healing and antimicrobial, among
others. The quality control parameters established for this bee product provide, for the evaluation of antioxidant activity, potassium
permanganate (KMnO,) and diphenylpicrylhydrazyl radical (DPPH). This parameter measures the quality of propolis. The KMnO,
method is qualitative, allowing the verification of the antioxidant capacity of propolis, that is, the time for complete oxidation of
the KMnO, solution, through visual verification of the color change. In the redox reaction, KMnO, is the oxidizing agent; it can
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be possible to observe the change in color of the solution from violet to colorless. However, this method is controversial as it

leads to many measurement errors because the time to change the color is very fast. The objective of this work was to transform
the KMnO, methodology into a quantitative one, similar to DPPH, measuring the propolis concentration that leads to KMnO,
discoloration in 5 s, 10 s and 20 s. The result showed a linear correlation (R) of 0.95 for the 20 s time in relation to the DPPH,
indicating that the redesigned method is reliable and can be used in place of the latter.

Keywords: Potassium permanganate. Antioxidant. DPPH. Propolis.

A propolis € uma resina de consisténcia e coloragéo variada,
produzida por abelhas a partir de brotos e exsudatos de algumas
arvores e arbustos, adicionada de algumas secregdes orais, polen
e cera (1-3). As diferengas de cor e composigao da prépolis de Apis
mellifera do Brasil estdo diretamente relacionadas as suas origens
geograficas e a vegetagao predominante no local de coleta (figura
1). Cada tipo de proépolis contém marcadores quimicos originarios
da resina coletada pelas abelhas (3).

Figura 1. Diferentes tipos de extratos de prépolis. Cada cor indica
uma origem boténica diferente.
Fonte: CANEDO, 2017 (4).

A propolis sdo atribuidas muitas propriedades terapéuticas
e atividades bioloégicas comprovadas e reconhecidas, como
a agado anti-inflamatéria, cicatrizante, antioxidante e atividade
antimicrobiana (5, 6). Atualmente, € um dos produtos naturais com
maior destaque devido as suas diversas propriedades biolégicas
(2, 5, 7, 8). Estudos comprovaram a sua eficacia contra diversos
microrganismos, atua no sistema imunoldgico e como anti-
inflamatério, além de uma atividade antitumoral descrita (9-13).
A atividade antiviral da propolis frente a varios tipos de virus, foi
descrita: poliovirus tipo 1 (PV1) (14), poliomielite (15), influenza
(16), HIV (17), HIN1 (18), hepatite viral (19), virus da herpes
tipo 1 (20) e tipo 2 (21), virus envolvido na dengue hemorragica
(22) e em coronavirus de origem animal (23). Varios trabalhos
foram publicados sobre a eficacia da prépolis como adjuvante na
terapéutica contra o virus da COVID-19 (24-28). Sua atividade
farmacolégica esta diretamente relacionada a composigao
quimica, onde até inumeros compostos quimicos foram
identificados, sendo os principais listados os flavonoides, acidos
aromaticos e ésteres, aldeidos e cetonas, terpendides, esteroides,
aminoacidos, polissacarideos, dentre outros (1, 29-31). Quanto
maior o teor de flavonoides e polifendis, mais ativa é a propolis

contra os radicais livres (32-34).

Amostras de propolis

As amostras de propolis utilizadas no presente trabalho foram
dezenove, a saber: BRPX, BRP1, BRP1 (Apis Brasil), BRP2,
BRP2, BRP3, BRP(PR), BRG, BRPG, BRPG, Fusion (Beeva),
Jurema preta (Beeva), Verde, Verde (Beeva), Vermelha (Beeva),
Vermelha (Apis Flora), Verde (Apis Flora), Marrom (Apis Flora)
e Marrom (Apis Flora). As amostras BRPX, BRP1, BRP1 (Apis
Brasil), BRP2, BRP2, BRP3, BRP (PR), BRG, BRPG e BRPG
foram tipificadas e classificadas quimicamente (35). As amostras
foram extraidas com etanol (Ecibra) a 70% e determinado o teor
de solidos soluveis (13).

Atividade antioxidante por KMnO,

Procedimento preliminar. foram pipetados 136 uL de cada
tintura de prépolis a 11%. Transferiu-se para um baldo volumétrico
de 50 mL. Completou-se com agua destilada previamente fervida
e resfriada, isenta de CO,. Agitou-se a solugéo por 3 minutos,
filtrando-se em seguida. Essa é a solugdo estoque a 300 pg/mL.
Para o teste preliminar, colocou-se em um banho-maria (20° C) 4
tubos de ensaio e em um deles, 1340 UL de agua isenta de CO,
e 600 pL da solugéo estoque de propolis a 300 ug/mL (0,03%).
Adicionou-se sob constante agitagédo o volume referente ao tubo 1
(tabela 1) de H,SO, (Synth) a 20% (preparado com a agua isenta
de CO,). Agitou-se por 1 min adicionando-se 60 mL de uma solug&o
de KMnO, (Dinédmica)a 0,1N (preparada com a aguaisenta de CO,)
acionando-se o cronémetro ao mesmo tempo. Mediu-se o tempo
gasto até o desaparecimento da coloragéo rosada (em segundos).
Quando o tempo foi ao redor de 1 minuto, seguiu-se realizando a
cinética de descoloragéo do KMnO,, conforme descrito a seguir.
Quando o tempo foi maior que 1 minuto, realizou-se a mesma
prova com as concentragbes do tubo 2 e assim sucessivamente
(tabela 1) até encontrar a concentragéo de prépolis inicial cujo
tempo de descoloragéo do KMnO, fosse ao redor de um minuto.

Cinética de descoloragdo do KMnO,: realizou-se a cinética de
descoloragdo do KMnO,, utilizando-se as informages contidas na
tabela 1.
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Tabela 1. Dados necessarios para a cinética da reagéo redox.

Tubo Conc. de prépolis Volume de proépolis Vol. H,SO, Vol. de KMnO, Vol. agua (pL)
(ng/mL) (uL) (2) (ML) (3) (uL) (4) M

1 60 600 940 60 1340
2 80 800 940 60 1140
3 100 1000 940 60 940
4 120 1200 940 60 740

140 1400 940 60 540
6 160 1600 940 60 340
7 180 1800 940 60 140

Volume total do teste = 3000 yL. Solugéo estoque de propolis a 300 ug/mL.

A partir da solugdo estoque a 300 pg/mL, realizou-se cada
ponto da tabela 1 em separado. Colocou-se em um banho-
maria (20° C) 21 tubos de ensaio e em cada tubo cada volume
descrito na Tabela 1, correspondente a cada concentragao final
de propolis. Adicionou-se nos tubos o volume de agua referente
a cada concentragdo de prépolis. Adicionou-se sob constante
agitagédo 1mL de H,S0O, a 20% no tubo 1.1 e agitou-se por 1 min.
Foram adicionados 60 uL da solugédo de KMnO, 0,1N acionando-
se o crondmetro ao mesmo tempo. Mediu-se o tempo gasto até
o desaparecimento da coloragdo rosada. Repetiu-se o processo
para o tubo 1.2 e 1.3 triplicata. Foi repetido o procedimento para
as concentragdes subsequentes de propolis. O teste foi realizado
em triplicata. Construiu-se um grafico de concentragéo de prépolis
(ug/mL) versus o tempo (s) de descoloragéo do KMnO,, conforme
o modelo descrito na figura 2.
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Figura 2. Modelo da cinética da reacgédo redox da prépolis com o
KMnO,.

Calculou-se a partir da curva da figura 2, a concentragao de
propolis (em pg/mL) que reage com 100% do KMnO, em 5 s(C5),
10 s(C10) e 20 s(C20) descolorindo-o totalmente.

Atividade antioxidante por DPPH

A atividade antioxidante da prépolis foi avaliada usando o
radical DPPH (2,2-difenilpicrilhidrazila, Sigma, EUA) (0,1 mM, A
= 0,960 a 25° C) o qual foi misturado com varias concentrages
do extrato em etanol (em triplicata). Os tubos com diferentes
concentragdes do extrato de prépolis a 0,01% foram mantidos
por 30 min em relagdo a temperatura ambiente no escuro. A
mesma preparagao foi feita substituindo-se o volume da amostra
de propolis por etanol (t = 0 min). Os valores de absorbancia foi
medida em 517 nm. O valor da CE,; (concentracdo que elimina
50% dos radicais livres) foi calculado por uma regresséo linear
(VEIGA et al., 2017).

A finalidade do desenvolvimento da técnica descrita, foi a
de se aproveitar um método existente, mas pouco confiavel do
ponto de vista qualitativo, transformando-a numa metodologia
quantitativa, sem a utilizagdo de equipamentos para medigbes. A
tabela 2 mostra os resultados obtidos tanto para o teste do KMnO,
como para a atividade antioxidante por DPPH.

Em seguida, construiu-se um grafico da C(5 s) versus a CE,
(DPPH), da C(10 s) versus a CE,; (DPPH) e da C(5 s), C(10 s) e
C(20 s) versus a CE,, (DPPH), cujos resultados sdo mostrados
na figura 3.

Observa-se na figura 3 que a melhor correlagdo linear entre a
C (KMnO,) e a CE,(DPPH) ocorreu para o tempo de 20 s (C(20
s)) sendo estabelecido como parametro na analise da atividade
antioxidante por KMnO,, isto &, a concentragéo de propolis que
reage com todo o KMnO, em 20 segundos (C(20 s)). A vantagem
de se utilizar o método do KMnO,, é que esse reagente tem um
custo muito mais acessivel que o DPPH, ndo ha a necessidade
de se utilizar um espectrofotdbmetro ou colorimetro na analise e
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Tabela 2. Resultado do indice de oxidag&o por KMnO, comparado a atividade antioxidante por DPPH.

Proépolis C (20 s)* C (10 s)** C (5 s)*** CE,, (DPPH)
pg/mL
BRPX 51,72 59,29 63,08 11,33
BRP1 119,65 137,37 150,53 13,84
BRP1 128,46 141,28 147,69 13,84
BRP2 119,65 143,79 155,86 13,84
BRP2 130,56 139,91 144,58 23,49
BRP3 130,00 157,78 171,67 23,49
BRP(PR) 134,00 145,00 150,00 21,97
BRG 153,00 173,00 183,00 51,49
BRPG 168,59 182,68 189,72 26,28
BRPG 129,70 144,85 152,82 26,28
Fusion? 111,05 137,37 150,53 8,39
Jurema preta 132,41 139,31 142,76 19,24
Verde (BRP3) 157,33 170,67 177,33 13,84
Verde B2 (BRP1) 117,44 125,28 129,19 12,80
Vermelha B2 135,46 145,77 150,93 4,82
Vermelha AF® 169,34 185,74 193,93 15,53
Verde AF° (BRP2) 134,80 145,40 150,71 22,42
Marrom AF® 175,00 185,00 192,00 28,55
Marrom AF® 186,87 192,48 195,28 38,93

*Concentracédo de propolis capaz de reagir com o KMnO, em 20 s, descolorindo-o totalmente. **Concentrag&o de propolis capaz de reagir
com o KMnO, em 10 s, descolorindo-o totalmente. **Concentragéo de propolis capaz de reagir com o KMnO, em 5 s, descolorindo-o
totalmente. 2Propolis Beeva; *Propolis Apis Flora.

(A)
) 250,00 200,00

©

(8) .
250,00 v .

S 200,00 Q 160,00

s ¢ e — H -
g2000 . o o € 5000 X 120,00 $ ¢
< . . 2 150y . T % z
£ 150,00 .__.’"——’.’-'.’o/ % 3 z
é . S’ 100,00 3 8000
100,00 38 3
= = S R=0,84
2 T 5000 T 4000
B

50,00 R=0,36 R=0,60

0,00 0,00 20,00 40,00 60,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
000 500 1000 1500 20,00 2500 3000 CES0 (ug/mL) DPPH
CESO(ug/mL) DPPH g/ml) CESO (ug/ml) DPPH

Figura 3. Correlagéo linear entre o método do KMnO, e a atividade antioxidante por DPPH.
Legenda: (A) C(5s) versus a CE,, (DPPH), (B) C(10s) versus a CE, (DPPH), (C) C(20s) versus a CE,, (DPPH).
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Tabela 3. Dados de seguranga* dos reagentes utilizados para a analise da atividade antioxidante.

DPPH

KMnO,

Pode causar uma reagao alérgica na pele.

Pode causar sintomas de alergia ou asma ou dificuldades
respiratérias se inalado.

Pele: Nocivo em contato com a pele. Provoca irritagdo cutanea.
Pode provocar uma reagao alérgica cutanea.

Ingestdo: Nocivo por ingestdo. Irritante para a boca, garganta e
estdmago.

Inalagdo: Nocivo por inalagdo. A exposi¢gdo aos produtos de
decomposicédo pode resultar num perigo para a saude. Os efeitos
graves podem nao ser imediatos apds a exposigao.

Croénica: Nao foram encontradas as informagdes.

Pode provocar uma reagao alérgica cutanea. Provoca irritagéo
ocular grave.

Nao se desfazer deste produto e do seu recipiente sem tomar
as precaugdes de seguranga devidas. Ha que ter cautela no
manuseamento de recipientes vazios que ndo tenham sido limpos
ou lavados. Recipientes vazios ou revestimentos podem reter alguns
residuos do produto. Evitar a dispersdo do produto derramado e
do escoamento em contato com o solo, cursos de agua, fossas e
esgoto.

O figado de camundongos tratados com DPPH apresentou alteragdes
histopatolégicas proeminentes caracterizadas por tumefagdo de
hepatécitos e degeneragéo vacuolar, especialmente quando a dose
foi superior a 50 mg/kg e o tempo superior a 24 h (36).

Pode causar conjuntivite quimica e danos na cornea. A recuperagéo
geralmente é completa, mas em casos graves, podem ocorrer danos
permanentes como uma densa nebulosidade branca da cérnea.
Pele: Causa irritagdo na pele e possiveis queimaduras. O contato
com a pele pode causar manchas marrons na area, e possivel
endurecimento da camada externa da mesma.

Ingestédo: Pode causar danos no figado e nos rins. Pode causar
perfuracdo do trato digestivo. Pode causar efeitos no sistema
nervoso central. Em altas doses, o manganés pode aumentar a
anemia interferindo na absorgao de ferro.

Inalagao: Causa irritagdo do trato respiratério com possiveis
queimaduras. A menor concentragdo de exposi¢cdo de manganés
em que os efeitos precoces sobre o sistema nervoso central e
os pulmdes podem ocorrer ainda € desconhecida. No entanto,
uma vez que os sinais neurolégicos estdo presentes, tendem
a continuar e piorar apdés o término da exposi¢do. Exposicdes
extremas podem resultar em um acumulo de fluido nos pulmées
(edema pulmonar) que pode ser fatal em casos graves.

Cronica: A inalagdo crbnica ou ingestdo pode resultar em
manganismo caracterizado por sintomas neurolégicos como dor
de cabega, apatia e fraqueza das pernas, seguidos de psicose e
sintomas neurologicos semelhantes aos da doenga de Parkinson.
Dose oral em camundongos: DL, = 2157 mg/kg; Dose oral em
ratos: DL, = 750 mg/kg;

*Ficha de seguranga DPPH, Calbiochem; Ficha de seguranga KMnO,, Fisher.

Pode-se estabelecer faixas de C(20 s) para o teste do KMnO,, conforme verificado na tabela 4 a seguir.

Tabela 4. Faixas de C(20s)* em pg/mL para os diferentes tipos de prépolis, no teste do KMnO,.

Prépolis

C(20 s) em pg/mL

BRPX

<70,00

BRP1 =~ \erde e seus subtipos

80,00 a 120,00

BRP2 121,00 a 130,00 (incluindo a BRPG)
BRP3 >131,00
BRP(PR) 2 135,00
BRG > 150,00
Vermelha = 130,00
Marrom > 170,00

*Concentragdo de propolis que reage com todo o KMnO, em 20 segundos.

pode-se considerar a toxicidade de ambos os reagentes (tabela 3)
sendo que a do KMnO, é menor.

Observa-se que, segundo os tipos de propolis, a C(20 s) varia,
permitindo estabelecer as faixas de concentragao de propolis que
reagem totalmente com o KMnO,, por tipo.

Utilizou-se um método de indice de oxidagéo por KMnO,, o
qual é qualitativo, e permite verificar a capacidade antioxidante
da propolis, ou seja, o tempo medido para a oxidagdo completa
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da solugdo de KMnO,, por meio da verificagéo visual da alterag&o
da cor. Essa reagao colorimétrica, € bastante controversa, pois
induz a muitos erros de medida porque, na presenga da propolis,
o tempo de descoloracdo do reagente € muito rapido. A proposta
desse trabalho foi a de tornar a metodologia do KMnO, quantitativa,
medindo-se a concentragao de propolis que leva a descoloragao
do KMnO,em 5, 10 s e 20 s. O resultado mostrou uma correlagéo
linear (R) de 0,95 para o tempo de 20 s, em comparagdo com a
atividade antioxidante medida pelo DPPH, indicando que o método
redesenhado é confiavel e pode ser utilizado em vez desse
Ultimo. As vantagens s&o que o método quantitativo do KMnO,
nao necessita de nenhum equipamento para a sua analise, ao
contrario da atividade antioxidante medida pelo DPPH, que utiliza
um espectrofotdmetro ou colorimetro. Além disso, 0 KMnO, € um
reagente de custo muito inferior ao DPPH, além de ser menos
toxico. Todas estas vantagens tornam o método confiavel e no seu
redesenho, quantitativo.

Os autores agradecem a empresa Apis Brasil Green Propolis,
Apis Flora, Beeva e ao prof. Dr. Jairo K. Bastos (USP-RP) pelo
fornecimento das amostras de prépolis.
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