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BIB 5706 — Prospecgao de farmacos de origem vegetal

Analise de amostras de prépolis

A. Determinacdo do contetido de Fendis totais (carbonato)

1. Preparo das solugées:
Reagente carbonato de sédio 10%: Diluir 1g de carbonato de sédio em 10 mL dgua ultrapura.

2. Preparo da curva padréo:
e Diluir 1 mg de acido gélico em 1 mL de MeOH 80% (1 mg/mL).
e Tomar aliquotas conforme a tabela abaixo:

Solugdo mae MeOH 80% (uL)  Concentragdo Quantidade no

(L) (ng/mL) pogo (ug)
1 1 199 5 0,25
2 2 198 10 0,50
3 4 196 20 1,00
4 6 194 30 1,50
5 8 192 40 2,00
6 10 190 50 2,50
7 12 188 60 3,00
8 14 186 70 3,50
9 16 184 80 4,00

3. Preparo da microplaca para leitor ELISA:
e Todas as amostras e controles deverdo ser feitos em triplicata.

Controle negativo (metanol) Controle positivo (padrdo)

e 190 pL de dgua ultrapura * 190 L de dgua ultrapura

e 10 pL do reagente Folin Ciocalteu * 10 L do reagente Folin Ciocalteu

e 50 uL de MeOH 80%l e 50 uL do padrao (acido galico)

e 50 pL de carbonato de sédio 10% * 50 ul de carbonato de sédio 10%
(homogeneizar bem) (homogeneizar bem)

Amostras
e 190 plL de agua ultrapura
e 10 plL do reagente Folin Ciocalteu
e 50 plL da amostra
e 50 pL de carbonato de sédio 10%
(homogeneizar bem)

e Incubar durante 1 h (temperatura ambiente) e fazer a leitura da placa em 760 nm.

Referéncia: Furlan CM, Santos KP, Sedano-Partida MD, Motta LB, Santos DYAC, Salatino MLF, Negri G,
Berry PE, van E BW, Salatino A. 2015. Flavonoids and antioxidant potential of nine Argentinian
species of Croton (Euphorbiaceae). Brazilian Journal of Botany 38(4): 693-702.
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A. Atividade de sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

1. Preparo da solugdo de DPPH 0,20 mM
1. Dissolver 1,97 mg de DPPH em MeOH para o volume final de 25 mL - Sol. DPPH (MM = 394,3)
—VOLUME PARA PREPARAR UMA PLACA DE 96 POCOS.
2. Armazenar em frasco ambar ou coberto com papel aluminio.
3. Preparar na hora do uso.

2. Preparo das amostras:
1. Pesar 2 mg de cada extrato liofilizado e solubiliza-lo em 1 mL de Metanol (concentragao 1
mg/mL).
2. Para cada extrato, preparar diluicdes da solucdo de 2 mg/mL para atingir as concentracées
desejadas: 1 e 0,5 mg/mL.

3. Preparo das curvas padrées:
Padrdo Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico MM = 250,29): 1,25 mg de
trolox para 2,5 mL de MeOH. Solucdo 0,5 mg/mL.
Padrdo Quercetina (MM = 302,24): 1,2 mg de quercetina para 2 mL de MeOH. Solugdo 0,6 mg/mL.
Tomar aliquotas conforme a tabela abaixo:

Solugdo mae (uL) MeOH (uL) Concentracdo (ug/mL) Quantidade no poco (ug)

2,5 97,5 12,5 0,25

5 95 25 0,50

10 90 50 1,00

15 85 75 1,50

20 80 100 2,00

25 75 125 2,50

30 70 150 3,00

40 60 200 4,00

4. Preparo da microplaca para leitor ELISA:
1. Todas as amostras e controles deverao ser feitos em triplicata.

Controle negativo
e Adicionar 200 pL da solucao de DPPH.
e Adicionar 20 pL de metanol
Controle positivo
e Adicionar 200 pL da solucao de DPPH.
e Adicionar 20 pl da solugdo do padrao.
Amostras
e Adicionar 200 pL da solu¢ao de DPPH.
e Adicionar 20 plL das amostras nas diferentes concentragdes.

2. Aguardar 20 minutos e fazer a leitura da placa em 515 nm.

Referéncia: Santos KP, Sedano-Partida MD, Motta LB, Cordeiro I, Furlan CM. 2016. Antioxidant activity
of flavonoids of Croton sphaerogynus Baill. Brazilian Journal of Botany 39(4): 1021-1030.



