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SCREENING OF THE ANTIOXIDANT POTENTIAL OF BEE POLLEN PRODUCED IN THE SOUTHERN REGION OF
BRAZIL. The contents of total phenolics, flavonoids, and antioxidant activity of bee pollen ethanolic extract were determined and

compared to those of commercial antioxidants. Bee pollen extract from the state of Rio Grande do Sul presented antioxidant activity

statistically equal to that of a-tocopherol and higher than those of BHT and BHA. A statistically significant correlation was observed
between the antioxidant activity and the total phenolics and total flavonoids contents of bee pollen extracts. HPLC technique made the
identification of high contents of rutin and myricetin possible, which may partially explain the high antioxidant activity of Brazilian

bee pollen.
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INTRODUCAO

O pdlen apicola € um aglomerado de pdlen de flores de vérias
fontes vegetais, os quais sdo coletados pelas abelhas e misturados com
néctar e secrecdes das glandulas hipofaringeanas, como as enzimas
o e B-glicosidase.! O pélen contém nutrientes como carboidratos,
proteinas, aminodcidos, lipideos, vitaminas e minerais, além de caro-
tendides, flavondides e fitosterdis'* sendo o motivo da sua utilizagéo
como alimento alternativo e/ou suplemento alimentar.>*

O pélen, a propolis e o mel tém recentemente recebido atenco es-
pecial entre os pesquisadores de todo o mundo, devido principalmente
as suas propriedades biolégicas, como atividade antibacteriana,>®
antifiingica,” antiinflamatéria,*'® anticariogénica,''? e imunomo-
dulatéria.’® O extrato de pdlen (Cernilton®) tem sido utilizado no
tratamento de alguns casos de prostatite benigna'*!® e reducdo da
sensibilidade oral em criangas que tém alergia a pélen.'® Estudos
tém demonstrado que a acdo bioldgica do pdlen € devida a presenga
de compostos fendlicos, tais como flavondides, dcidos fendlicos
e diterpenos fendlicos, que dentre outras propriedades bioldgicas
possuem agdo antioxidante.*!”-?

Os compostos sintéticos BHT (butil hidroxitolueno) e BHA
(butil hidroxianisol) sdo antioxidantes efetivos e muito utilizados na
industria de alimentos, porém podem apresentar atividades mutagé-
nicas.® Neste sentido, a procura de agentes antioxidantes naturais
tem recebido aten¢@o especial por parte dos pesquisadores de todo
mundo e da inddstria alimenticia.

A eficiéncia dos compostos polifenélicos como antioxidantes de-
pende, em grande parte, de sua estrutura quimica, orientagao relativa
e do niimero de grupos hidroxila ligados ao anel aromatico.?'?

Entre os métodos que empregam radicais organicos na avaliacio
de seqiiestradores de radicais livres, o método do DPPH (2,2 difenil-
1-picril-hidrazil) tem sido extensivamente utilizado por varios autores,
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devido principalmente a sua simplicidade e rapidez.* Outro método
bastante usado € o do clareamento do B-caroteno, que usa um modelo
de substrato lipidico (4cido linoléico) em emulsdo.?**

Portanto, este estudo teve como objetivo determinar os teores de
compostos fendlicos e flavondides totais de amostras de pélen apicola
de Apis mellifera de vérias localidades da regido sul do Brasil, bem
como avaliar o potencial antioxidante destas amostras em relagdo a
antioxidantes comerciais utilizados na industria de alimentos.

PARTE EXPERIMENTAL
Preparo dos extratos etandlicos de pélen (EPE)

Foram coletadas 36 amostras de pélen apicola desidratado de
diferentes localidades da regido sul do Brasil, sendo 16 do estado do
Parana, 10 de Santa Catarina e 10 do Rio Grande do Sul, durante o
periodo de agosto de 2005 a abril de 2006, conforme demonstrado
na Tabela 1. Com exce¢do da PR 12 (que continha somente Aste-
raceae), todas as amostras se caracterizaram como heteroflorais e
continham predominantemente pélen da familia Asteraceae seguida
de Brassicaceae, Myrtaceae, Arecaceae, Euphorbiaceae, Anacar-
diaceae, Mimosaceae, Rosaceae, Leguminosaceae Sapindaceae e
Loranthaceae. Ap6s a coleta, as amostras de pélen foram moidas
e armazenadas a —5 °C. Dois gramas de pélen foram extraidos com
15 mL de etanol (70%) em banho-maria a 70 °C, por 30 min. Apds
a filtragem em papel de filtro Watman n° 5, os sobrenadantes (EPE)
foram armazenados em tubos de ensaio com rosca a 5 °C.

Teor de compostos fenélicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo mé-
todo espectrofotométrico de Folin-Ciocateau utilizando acido galico
como padrio de referéncia. Os EPE foram diluidos em dgua (1:25)
e uma aliquota de 0,5 mL foi adicionada a 2,5 mL do reagente Folin
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Tabela 1. Localidades de origem do pdlen apicola e denominacdes
das amostras de pélen apicola

Regido de coleta: Cidade, Estado® Pélen
Altonia, PR PR 16
Arvorezinha, RS RS 07
Balneario Pinhal, RS RS 05
Balsa Nova, PR PR 15
SC 04, SC 05, SC 06,

Campos Novos, SC SC 07, SC 08
Canoinha, SC SC 02
Cruz Alta, RS RS 02
Curitiba, PR PR 04, PR 14
Encruzilhada do Sul, RS RS 09
Fraiburgo, SC SC 01
Tjui, RS RS 01
Itaiépolis, SC SC 10
Lapa, PR PR 01, PR 02
Machadinho, RS RS 03, RS 04, RS 10
Morretes, PR PR 07
Ortigueira, PR PR 13
Palmeiras, PR PR 03
Pato Branco, PR PR 05
Sdo Jodo da Urtiga, RS RS 06, RS 08
Sdo Joaquim, SC SC 03

PR 06, PR 08, PR 09,
PR 10, PR 11, PR 12

Urupema, SC SC 09
aPR: Parand; SC: Santa Catarina; RS: Rio Grande do Sul

Unido da Vitéria, PR

Ciocalteau (Sigma Co.) diluido em dgua destilada (1:10). Em seguida
foram adicionados 2 mL de carbonato de sédio a 4%. As leituras
foram feitas ap6s 2 h de incubagdo no escuro, em espectrofotdmetro
(UV Mini 1240, Shimadzu Co.) em 740 nm. Uma curva analitica
contendo 10, 25, 40, 70, 85 e 100 ppm de 4cido galico foi construida
e os resultados expressos em mg GAE/g de pélen (GAE: equivalente
em 4cido gdlico).”

Teor de flavonoéides totais

A concentracdo de flavondides totais foi determinada pelo mé-
todo descrito por Park ef al.,”” com algumas modifica¢des. Os EPE
foram inicialmente diluidos em dgua 1:10. Uma aliquota de 0,5 mL
de amostra foi transferida para um tubo de ensaio e adicionado 4,3
mL de etanol a 80%, 0,1 mL de nitrato de aluminio a 10% e 0,1 mL
de acetato de potdssio 1 mol/L. Ap6s repouso de 40 min as leituras
foram feitas em espectrofotometro (UV Mini 1240, Shimadzu Co.) em
415 nm. Tubos em branco, sem adicéo de nitrato de aluminio, foram
conduzidos nas mesmas condi¢des. Uma curva analitica contendo 10,
25,40, 70, 85 e 100 ppm de quercetina foi construida e os resultados
expressos em mg quercetina/g de pdlen apicola.?®

Capacidade de seqiiestrar o radical livre estavel DPPH

A atividade antioxidante dos compostos presentes nos extratos de
pélen foi determinada por meio da capacidade seqiiestrante do radical
livre DPPH (2,2 difenil-1-picril-hidrazil). Uma aliquota de 0,5 mL da
solucdo do EPE foi colocada em um tubo de ensaio contendo 3 mL de
etanol absoluto e 0,3 mL da solu¢do etandlica do radical DPPH 0,5
mM. Os extratos etandlicos de pélen foram avaliados na concentracio
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de 2,7 mg/mL e os controles positivos BHT (butil hidroxitolueno),
BHA (butil hidroxianisol) e o-tocoferol na concentragao final de 90
pg/mL. O decréscimo na absorbancia em 517 nm foi determinado
em espectrofotometro (UV Mini 1240, Shimadzu Co.) apds 100 min
de reacdo para todas as amostras e padrdes. Um tubo contendo 3,5
mL de etanol e 300 uL. de DPPH 0,5 mM foi utilizado como controle
negativo. O branco especifico da amostra foi determinado usando
3,3 mL de etanol e 0,5 mL da amostra de cada concentragdo. Todas
as determinacdes foram realizadas em triplicata. A porcentagem de
atividade de seqiiestrante (%AA) foi determinada segundo a férmula
de Mensor et al..”

%AA = 100-{[(Abs Abs. )X 100]/Abs

amostra branco controle }

onde Abs: absorvancia lida em 517 nm apds 100 min de reagao.

A atividade seqiiestrante do radical livre DPPH também foi ex-
pressa em termos de EC, (concentra¢do minima necessdria para o
antioxidante reduzir em 50% a concentragao inicial do DPPH). Desta
forma, quanto menor o seu valor, maior € a capacidade antioxidante
dos compostos presentes.

Atividade antioxidante pela oxidacgio acoplada do -caroteno e
acido linoléico

A medida da atividade antioxidante foi determinada pela oxidagao
acoplada do B-caroteno e do 4cido linoléico, de acordo com o método
modificado de Ahn et al..’* Foram pesados 10 mg de B-caroteno, os
quais foram dissolvidos em 100 mL de cloroférmio. Apés isto, foi
retirada uma aliquota de 3 mL da solug@o clorof6rmio — -caroteno e
adicionada a 40 mg de dcido linol€ico e 400 mg de Tween 40 (mono-
palmitato de polioxietilenossorbitana). Em seguida, o cloroférmio
foi removido com a utilizagdo de uma corrente de gds nitrogénio,
e o residuo obtido redissolvido em 100 mL de 4gua aerada por 30
min. Aliquotas de 3 mL da emulsdo B-caroteno/4cido linoléico foram
misturadas com 300 uL do EPE diluidos 1:20 em etanol a 70%. A
leitura da absorbancia foi feita em espectrofotdmetro em 470 nm, no
tempo inicial e em intervalos de 20 min durante 2 h com incubacio
a 50 °C, para a reagdo de oxidacdo. A amostra controle continha
300 pL de etanol a 70%. A atividade antioxidante foi expressa pela
porcentagem de inibi¢do relativa em relagdo ao controle depois de
120 min de incubacio, usando a equacao:

AA = (DR - DR /DR, X 100

onde AA representa a atividade antioxidante, DR a taxa de
degradagdo da amostra controle (=In(a/b)/120); DR, a taxa de
degradacdo da amostra contento a substancia teste (=In(a/b)/120);
a a absorbancia inicial no tempo 0 e b a absorbancia depois de 120
min, em 470 nm. O EPE e as substancias de referéncia (BHT, BHA
e o-tocoferol) foram avaliadas na concentragdo final de 90 ug/mL
em 470 nm.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
(CLAE - FR)

Os extratos etan6licos de pdlen (EPE) foram analisados por um
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia em cromatégrafo
Shimadzu equipado com coluna RP-18 ODS-A (4.6 mm x 250 mm x
5 um) e um detector de arranjo fotodiodo (SPD-M10AVp, Shimadzu
Co.). Os EPE (100 mg/mL) foram filtrados com um filtro 0,22 pm
(Millipore) e injetados 10 pL. A fase mével foi composta por um
gradiente linear de dcido acético: dgua (1:20) (solvente A) e meta-
nol (solvente B), iniciando com 5% B e aumentando até 60% B (40
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min), mantendo-se em 90% B (55-60 min), e decrescendo até 5% B
(60—70 min) com vazdo de solvente de 1 mL/min. Os cromatogramas
foram analisados em 260 nm, conforme descrito por Park et al..’!
Os seguintes padrdes auténticos de dcidos fendlicos e flavondides
(Extrasynthese Co.) foram examinados: 4cido p-cumdrico, dcido
fertlico, acido cinamico, acido gilico, quercetina, canferol, cafe-
ride, apigenina, isosacuranetina, pinocembrina, crisina, acacetina,
galangina e miricetina.

Analise estatistica

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado. O teste
t de Student foi usado para comparar a atividade antioxidante com os
controles positivos por meio do software SAS V9. A correlagdo entre
a atividade antioxidante versus o teor de compostos fendlicos totais
e flavondéides foi feita usando o programa Statgraphics plus 4.1 and
OriginPro 7.0 (OriginLabCorporation).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Compostos fendlicos totais e flavondides totais

Os constituintes polifendlicos sdo um dos grupos quimicos mais
abundantes em plantas e sdo parte integrante da alimentacdo humana
e de animais.*

O teor dos compostos fendlicos (mg GAE/g de pdlen) das
amostras de pdlen variou de 19,28 a 48,90 mg, com um teor médio
de 30,77 g + 8,22 mg. Esses resultados estdo de acordo com o teor
de polifendis encontrados em pélen apicola de outros paises. Estu-
dos recentes com polifenéis de pdlen apicola de abelhas da regido
de Viena, na Austria, indicaram que variacdes no contetdo destas
substancias sdo funcdes da sua origem botanica. O p6len apicola in
natura dessa regido apresentou um teor de 8,2 mg/g, entretanto o
mesmo pdélen processado aumentou o teor para 24,6 mg/g, quando
utilizado o etanol como solvente de extragdo.*

Atividade antioxidante

O radical DPPH* € muito usado para se avaliar a capacidade
seqiiestrante de produtos da apicultura, como pélen,'s*** prépolis*
e mel.”” Esse radical orgénico estdvel ¢ muitas vezes preferido na
analise de seqiiestro de radicais livres em fungdo da sua rapidez e
simplicidade.”* Esse método é baseado na redugio de solucdes
alcodlicas de DPPH" em 517 nm na presenca de um antioxidante
doador de hidrogénio. Também permite testar substancias lipofilicas
e hidrofilicas, ou seja, independe da polaridade do substrato.** Ya-
maguchi er al.*® sugeriram que a lipofilicidade e hidrofilicidade dos
antioxidantes ndo afetam as reagdes com o DPPH, uma vez que foi
observada similaridade entre as atividades de seqiiestro de radicais
livres do Trolox e o-tocoferol.

Entretanto, existem substincias antioxidantes que reagem de
forma particular com o DPPH" implicando em uma cinética diferen-
ciada. Podemos citar os compostos que reagem lentamente, como
o BHT e BHA, os compostos de cinética rapida, que levam poucos
segundos, como o dcido ascérbico e isogenol, e os de cinética in-
termedidria, com reagdes entre 5 e 30 min, como o o.-tocoferol e o
dcido rosmarinico.”

A atividade antioxidante pelo método do B-caroteno é baseada
na perda da colora¢do amarela do B-caroteno em fun¢do do ataque
dos radicais formados pela oxidacdo do acido linoleico na emulsao.
A atividade antioxidante por este método pode ser util especialmente
na investigagdo de antioxidantes lipofilicos, como os 6leos essenciais.
Por outro lado, se compostos polares forem testados apenas pelo mé-
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todo do B-caroteno pode-se correr o risco de subestimar a atividade
antioxidante desses compostos. Dessa forma, € necessario o uso de
outros métodos, como o do DPPH" que independe da polaridade do
substrato.

Em fung¢ao das diferengas de especificidade e sensibilidade entre
os métodos nio foi possivel usar quantidades iguais de antioxidantes
em cada teste. Por outro lado, o uso de concentragdes distintas nos
dois métodos torna dificil a comparacéo dos resultados. Porém, inde-
pendente do método escolhido, a medida da atividade antioxidante em
varias concentra¢des fornece uma compreensdo melhor do potencial
dos compostos presentes.

Embora neste estudo todos os padrdes tenham sido dissolvidos
em etanol, a cinética de reacdo e a atividade antioxidante destes
compostos foram bastante distintas. Em uma cinética de reacdo de
30 min o o-tocoferol apresentou um EC, = 30 pug/mL e atividade
antioxidante de 96,44 +0,45% e 89,68 + 0,28 % por meio dos métodos
do DPPH e B-caroteno, respectivamente. Em uma cinética lenta, em
2 h de reagdo o BHA apresentou um EC, = 50 ug/mL e atividade
antioxidante de 88,08 + 0,58% e 84,29 + 0,15%, pelos método do
DPPH e B-caroteno, respectivamente. Entretanto, para o BHT pode-
se observar valores altos de atividade antioxidante (88,72 + 0,92%)
quando utilizado o sistema [3-caroteno/4cido linoleico, porém apenas
20,68 +0,15% pelo método do DPPH em uma cinética relativamente
lenta (60 min de reagdo) e EC, =70 pg/mL, demonstrando comporta-
mento distinto dessa substancia pelos dois métodos de determinagio
da atividade antioxidante.

A atividade antioxidante dos extratos de pdlen feita pelo método
do DPPH variou de 30,54 a 94,73%, com uma média de 73,44 +
21,10%. O alto coeficiente de variagdo (28,73%) pode ser justificado
pela diferenca na origem floral entre as amostras de pdlen e pela alta
sensibilidade do método empregado. Entretanto, quando foi utilizado
o método do B-caroteno/dcido linoleico, as atividades dos extratos
de pélen apicola variaram de 69,78 a 93,12 com média de 83,60 +
6,56 e coeficiente de varia¢do de 7,85%. Em funcdo da diferenca
entre os constituintes de cada amostra de pdlen apicola e das dife-
rencas de especificidade e sensibilidade de cada método utilizado,
ndo foi possivel usar a mesma concentraciio da amostra para os dois
meétodos. Entretanto neste estudo, o uso de dois métodos confirma
a atividade antioxidante dos compostos presentes no pélen apicola
da regido sul do Brasil.

Pelo sistema de clareamento do B-caroteno/dcido linoleico a ati-
vidade antioxidante do BHT (88,72%) foi estatisticamente maior que
a atividade antioxidante dos extratos de pdlen apicola dos estados do
Parand e de Santa Catarina, porém nio houve diferengas estatisticas
significativas com a atividade antioxidante dos extratos do Rio Grande
do Sul. Embora o BHA tenha apresentado atividade antioxidante
maior que os extratos etandlicos do pélen do Parand, os extratos
de pélen de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul apresentaram
atividade antioxidante igual e até superior ao antioxidante comer-
cial BHA, respectivamente (P<0,01%). O antioxidante o.-tocoferol
foi estatisticamente superior aos extratos de pdlen do Parand e de
Santa Catarina, porém os extratos de pélen do Rio Grande do Sul
apresentaram atividades estatisticamente iguais a esse composto (P
<0,01%).

Quando se analisa a relag@o entre a atividade antioxidante e o
teor de compostos fendlicos, percebe-se muitas vezes que a literatura
é contraditdria. Muitos autores encontraram uma correlag@o positiva
entre os compostos fendlicos e/ou flavondides e o potencial antio-
xidante de uma grande variedade de produtos alimenticios, 71825333
enquanto outros relataram uma correlacdo muito fraca entre atividade
antioxidante e compostos fendlicos.**!

Neste estudo foi observada uma correlacdo estatisticamente
significativa (P<0,01) entre atividade antioxidante pelo método do
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DPPH e teor de compostos fendlicos totais (R=0,63) e flavondides
totais (R=0,60). Entretanto, ndo houve uma relagdo estatisticamente
significativa (P>0,01) entre teor de compostos fenélicos (R=-0,05)
e flavondides (R=0,18) com a porcentagem de inibi¢ao pelo método
B-caroteno/dcido linoléico. Essa variagdo pode ser explicada pelas
diferengas no mecanismo de acdo entre os dois métodos. Existe
também uma similaridade entre as metodologias empregadas na
atividade antioxidante pelo método do radical estdvel DPPH e a de-
terminac¢do dos compostos fendlicos totais, pois em ambos 0s casos
h4 transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um
oxidante, por meio da doagdo de um hidrogénio.*

Essa mesma correlacdo foi percebida por Parejo et al.,** que
encontraram uma correlaciio positiva entre atividade de seqiiestro
do radical DPPH e o teor de compostos fendlicos totais estimados
pelo método de Folin-Ciocalteu em ervas mediterraneas (R=0,70) e
plantas aromdticas (R=0,83). Estes resultados indicam que a atividade
de seqiiestro do radical DPPH pode ser fundamentada com base na
analise do Folin-Ciocalteu e que esses dois métodos dependem de
um mecanismo similar, ou seja, a propensio de doacdo de hidro-
génio. Por outro lado, Katsube er al.** estudaram as caracteristicas
antioxidantes de 52 tipos de plantas do Japdo através da andlise da
oxidagdo da molécula de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
os resultados foram correlacionados com o método de seqiiestro do
radical DPPH* e teor de fendlicos totais pelo método de Folin-Cio-
calteu. Neste estudo, foi encontrada alta correlacdo entre a atividade
de seqiiestro do radical DPPH e o teor de compostos fendlicos totais
(Folin Ciocalteu) (R=0,969) e uma redug¢do da correlacéio da oxidacdo
da LDL com a atividade antioxidante pelo método de seqiiestro do
radical DPPH (R=0,877). Isto foi uma conseqiiéncia da afinidade do
antioxidante frente a molécula LDL e os mecanismos caracteristicos
envolvidos nos métodos utilizados, como atividade de seqiiestro do
radical livre, quelacéo do metal e ligagdo em sitios fundamentais na
molécula de LDL.

No sistema [-caroteno/dcido linoléico a atividade de uma amos-
tra ou composto em proteger um substrato lipidico € determinada
através da atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a
peroxidacdo do dcido linoléico. Essas variagdes podem ser causadas
pelas diferencas em suas potencialidades e/ou na concentracdo das
vérias substancias redutoras, principalmente a ampla classe dos
compostos fendlicos.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Apds uma prévia classificacdo das 36 amostras coletadas pela
técnica de varredura na regido UV-vis, foi possivel perceber a pre-
dominancia de 3 grandes tipos de pélen. Desta forma, cada estado da
regido sul pode ser representado por uma amostra de pélen apicola,
levando em consideracdo também o teor de compostos fendlicos,
flavondides e atividade antioxidante. Foram entio eleitas as amostras
PR 03, SC 03 e RS 09 para avaliacdo do perfil quimico por CLAE.

Os extratos etandlicos de pdlen apicola apresentaram uma
composi¢do complexa, com vdrios picos em diferentes tempos de
retencdo na andlise por HPLC. O perfil cromatografico dos extratos
etandlicos do pdlen apicola indicou a presenca de aproximadamente
20 compostos e perfis totalmente distintos.

Na amostra SC 03 foi possivel identificar e quantificar os flavo-
ndides rutina e miricetina, com teores de 84,06 e 69,49 mg/100 g de
pdlen, respectivamente. Estes dois compostos podem ser responsdveis
pela alta atividade antioxidante dessa amostra. A rutina também foi
encontrada na concentragio de 99,10 mg/100 g de pdlen da amostra
RS 09.

A presenca de rutina no pélen apicola indica a qualidade nu-
tricional e biolégica do pélen em funcdo de sua elevada atividade
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antioxidante. No mercado europeu, uma quantidade minima de 20
mg de rutina/100 g de pdlen € necessdria para a padronizagdo do
pdlen comercializado na Espanha.’

Serra Bonvehi ef al.! identificaram 13 compostos fendlicos no
pélen apicola da Espanha, entre eles 7 foram dcidos fendlicos, como
acido 3,4-diidroxibenzoéico, dcido vanilico, acido siringico, dcido p-
cumarico, acido o-cumarico, éster etilico do acido 4-hidroxibenzoico,
acido trans-cindmico e os flavonéides rutina, quercetina, miricetina,
kanferol e isoramnetina. Leja et al.'® estudaram os constituintes fe-
ndlicos (fendlicos totais, fenilpropandides, flavondis e antocianinas)
de pélen apicola de 12 espécies diferentes da regido da Cracdvia, na
Poldnia. Neste estudo foi encontrada uma grande variabilidade de
compostos fendlicos nas espécies investigadas e na maioria dos pélens
examinados a alta atividade antioxidante estava relacionada ao nivel
de fenilpropandides. De acordo com essas evidéncias quimicas, o
pdlen da regido sul do Brasil parece possuir uma composi¢ao distinta,
que lhe possibilita elevada a¢@o antioxidante.

CONCLUSAO

Os antioxidantes comerciais usados na industria alimenticia, BHT,
BHA e o-tocoferol apresentaram valores de atividade diferentes entre
os dois métodos empregados. O pélen apicola do estado do Rio Gran-
de do Sul apresentou atividade antioxidante estatisticamente igual
ao antioxidante natural (o-tocoferol) e superior aos antioxidantes
sintéticos (BHT, BHA). O pdlen apicola de Santa Catarina apresentou
atividade antioxidante maior que o BHT e igual ao BHA, porém foi
estatisticamente inferior ao o-tocoferol (P <0,05%). Apesar da grande
variacdo na composicio encontrada entre as 36 amostras de pélen
foi possivel obter uma boa relagio entre a atividade antioxidante e o
teor de compostos fendlicos e flavondides totais através do método
de DPPH*. A alta atividade antioxidante dos EPE SC 03 e RS 09
pode ser devida a presenca dos flavondides rutina e miricetina, os
quais foram identificados pela técnica de CLAE.

MATERIAL SUPLEMENTAR

As Figuras 1S, 28, 38, 4S e 5S encontram-se apresentadas no
material suplementar, disponivel gratuitamente em http://quimica-
nova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF. Nelas sio representados
os resultados do teor de compostos fendlicos e flavondides (Figura
1S), atividade de seqiiestro de radical livre pelo método do DPPH
(Figura 2S), atividade antioxidante pelo método do -caroteno-dcido
linoléico (Figura 3S), correlacio entre fendlicos totais e flavonéides
com a % atividade de seqiiestro de radical (Figura 4S) e a cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (Figura 5S) dos extratos etandlicos
de polen apicola.
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Figura 1S. Compostos fendlicos totais e flavondides totais dos extratos etandlicos do polen apicola
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Figura 3S. Atividade antioxidante (%) pelo método do B-caroteno-dcido linoleico
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Figura 4S. Correlagdo entre fendlicos totais e % atividade de seqiiestro de radical (A) e entre flavondides totais e % atividade de seqiiestro de radical (B)
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Figura 5S. Cromatogramas HPLC de extratos etandlicos de pdlen apicola. (A) PR 03; (B) SC 03; (C) RS 09. 1(A,C), UV X mdx 259 nm, RT = 3,46 min; 5(A),

UV A mdx 253 nm, RT = 18,00 min; 7(A), UV A mdx 263 nm, RT = 19,74 min; 10(A), UV X mdx 319 nm, RT = 29,54 min; 3(B), UV A mdx 254 nm, RT = 18,00
min; 5(B), Rutina (84,06 mg de rutina/100 g de pdlen); 6(B), Miricetina (69,49 mg de miricetina/100 g de pdlen); 10 (B), UV h mdx 351 nm, RT = 26,24 min;
20(B), UV A mdx 316 nm, RT = 34,52 min; 6(C), Rutina (99,10 mg de rutina/100 g de pélen); 10(C), UV A mdx 263 nm, RT = 25,08 min; 18(C), UV \ mdx
273 nm, RT = 31,65 min



