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“Deus escolheu as coisas loucas deste mundo
para confundir as sdbias; e escolheu as coisas
fracas deste mundo para confundir as fortes™...
(Paulo aos Corintios 1: 27 e 28). “Porque dele
¢ a sabedoria e a forca; Ele muda os tempos e
as horas; Ele remove os reis e estabelece os
reis; Ele da sabedoria aos sabios e ciéncia aos

entendidos”... (Daniel 2: 20 e 21).

(Biblia Sagrada)
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RESUMO

VIANNA, Carlos Alberto Fonseca Jardim Vianna. Substancias Fendlicas e Avalia¢ao
da Atividade Antioxidante em Méis de Apis mellifera. Seropédica. UFRRJ, 2010.
pdg.120. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias, Quimica de Produtos Naturais.

O mel € um dos principais produtos produzidos pelas abelhas Apis mellifera. Trata-se de
um alimento complexo do ponto de vista bioldgico e também analitico, visto sua
composi¢ao quimica variada depender, principalmente da origem floral, entomoldgica e
geografica. O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade do mel através da
determinagdo do teor de HMF (5-hidroximetilfurfural), determinar o teor de fendis e
flavonodides totais, além de avaliar a atividade antioxidante de dez amostras de méis
monoflorais de Apis mellifera, sendo quatro de assa peixe e seis de eucalipto obtidas da
regido sudeste brasileira (Sdo Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo). A quantidade de
HMF nos méis foi determinada através de andlise fisico-quimica com o uso da
espectrofotometria e os resultados obtidos foram comparados com os valores
estabelecidos pela legislagcdo brasileira e européia. Para a determinagao do teor de fendis
totais foi utilizado o reagente de Folin-Denis através de método espectrofotométrico,
enquanto para o teor de flavondides totais utilizou-se solu¢do de cloreto de aluminio
(AICI3) em metanol. O potencial antioxidante dos méis e dos seus extratos foi avaliado
através do método de captura do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Os
resultados obtidos para HMF mostraram que apenas uma amostra ndo se encontrava
dentro dos limites estipulados pela legisla¢do brasileira (valor maximo de 60 kg.mg™) e
européia. Em relacdo ao teor de fendis e flavondides, a média dos resultados foi maior
para as amostras de méis de eucalipto quando comparados aos de assa peixe. Verificou-
se também, que os méis de eucalipto foram os que apresentaram a maior atividade
antioxidante, o que permitiu correlacionar o teor das substancias fendlicas com esta
significativa capacidade de inibi¢do dos radicais livres. Os extratos dos méis, também
apresentaram resultados satisfatérios quanto a avaliagdo da atividade antioxidante. O
perfil das substancias fendlicas por CLAE-DAD confirmou a presenca de diversos
acidos fendlicos e de flavondides previamente identificados por cromatografia de
camada delgada analitica (CCDA).

Palavras chaves: Mel, Apis mellifera, Substancias Fendlicas, Atividade Antioxidante.



ABSTRACT

VIANNA, Carlos Alberto Fonseca Jardim Vianna. Phenolic Compounds and
deterrmination of Antioxidant Activity in honey from Apis mellifera. Seropédica.
UFRRJ, 2010. pag.120. Dissertacio de Mestrado em Ciéncias, Quimica de Produtos
Naturais.

Honey is the main product from Apis mellifera bees. It is a complex mixture from both
the biological and analytical points of view, since its composition may vary with floral,
entomological and geographical origins. The aim of this work was to evaluate the
quality of different honey samples through the analysis of HMF (5-
hydroxymethylfurfural) content, and to determine the content of total phenols and
flavonoids, and finally to determine the antioxidant activity of ten samples of
monofloral honeys (six from Eucalyptus sp and four from “assa-peixe”) from the
southeastern region of Brazil (Sao Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo). The amount of
HMF was determined through spectrophotometry and the results were compared with
the values established by the brazilian and european legislations. In order to quantify the
phenols, the Follin-Dennis reagent was employed whereas for the determination of total
flavonoids a methanol solution of aluminium chloride was employed. The antioxidant
potential of the honeys and their extracts was evaluated by the method of capture of the
2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl free radical (DPPH). The results for HMF show that
only one sample is not inside the range stipulated by both the brazilian and european
regulations (max value of 60 kg.mg 1). Regarding phenol and flavonoid contents, the
mean values of the results are higher for eucalyptus when compared with “assa-peixe”.
Also, eucalyptus honeys honeys have the higher antioxidant activity, which allowed to
correlate the phenolics content with this significant ability of inhibiting free radicals.
The honey extracts also showed satisfactory results as to antioxidant activity. The
phenolics profile obtained by HPLC-DAD confirmed the presence of several phenolic
acids and flavonoids previously identified by TLC.

Keywords: honey, Apis mellifera, phenolics compounds, antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

1.1  Algumas Consideracoes Sobre a Historia do Mel

As abelhas evoluiram de um grupo de vespas que mudaram sua nutri¢do, e
comecgaram a se alimentar de pdlen e néctar, proporcionados por uma nova classe de
vegetais surgidos na terra, as plantas faner6gamas (que produzem flores e frutos). Neste
sentido, a cooperagdo entre abelhas e plantas tornou-se fundamental para a
sobrevivéncia e diversificagcdo natural desses organismos, e dessa relagdo, surgiram
diversos produtos que sdo utilizados pelos homens hd mais de 7.000 anos, para fins
alimentares e medicinais (NOGUEIRA NETO, 1997; SOUZA, 2007).

Terapias milenares de antigas civiliza¢des ja utilizavam os produtos das abelhas
como um admirdvel recurso terapéutico e conservativo. As histérias das medicinas das
civilizacOes tibetana, egipcia e também a greco-romana trazem indmeras citacdes
ressaltando o uso dos produtos das colméias, entre eles: a propolis, larvas de abelhas, as
vezes até as proprias abelhas e o mel principalmente, na cura e também prevengdo de
enfermidades (PARK et al, 2003).

Contudo, a verdadeira apicultura comecgou de fato, a partir do momento em que
o homem transportou os ninhos das colOnias selvagens para locais proximos das suas
moradias, construindo em seguida as colméias, ou recipientes especificos para as
abelhas. Entendendo que para garantir a vida em uma colOnia, seriam necessarios
apenas quatro diferentes recursos, o néctar e o pdlen, que sdao comida das abelhas, sua
fonte de carboidratos e proteinas. A dgua, que serve para diluir o mel servido para as
larvas, e para resfriar o interior do ninho, atuando no seu controle térmico. E por fim, a
resina, que serve para fechar as aberturas indesejaveis nas paredes do ninho além de
reforcd-lo, com a aplicacdo de uma fina camada sobre os favos de cera, além de
protegé-lo contra microorganismos (SEELEY, 2006).

Dentre os produtos oriundos da relacdo entre abelha e planta, o mel € um dos
mais importantes, € hd muito tempo, desde a pré-histdria, ele vem sendo utilizado como
alimento pelo homem, sendo obtido de maneira extrativista e predatéria. Com o passar
dos anos, o homem foi se especializando no manejo e na protecdo de enxames e
colméias racionais com o objetivo de produzir uma maior quantidade de mel sem causar

danos as abelhas (CAMARGO et al, 2003).



Na Biblia Sagrada o mel € citado em mais de dez passagens, a maioria delas no
antigo testamento, ou seja, em acontecimentos ocorridos antes de Cristo, sendo
relacionado especialmente a alimento, e usado em comparagdes, como um produto
agradavel ao homem e de sabor doce.

De acordo com a legislagao brasileira, o mel € um produto alimenticio produzido
pelas abelhas meliferas a partir do néctar das flores ou das secre¢des procedentes de
partes vivas das plantas, ou secrecdes de insetos sugadores de plantas. As abelhas
recolhem, transformam, combinam esses materiais com substancias especificas
proprias, armazenam e deixam maturar nos favos da colméia (BRASIL, 2000). Essa
definicdo é semelhante a do CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION (1990), que
organiza todas as caracteristicas necessdrias para a comercializa¢do do produto.

O mel, mesmo quando processado para uso comercial, € essencialmente um
produto natural, cujas caracteristicas podem ser alteradas de acordo com a sua origem
botanica, condi¢des de clima, solo, umidade, altitude, praticas de apicultura individuais,
entre outros, afetando o seu sabor, a sua cor e o seu aroma (FELSNER, 2001).

Considerado como o primeiro adogante utilizado pelo homem em rituais e
momentos festivos, 0 mel passou por trés fases distintas de aquisicao: a caga, a criagao
rusticas das abelhas em corticos e caixas primitivas, € por ultimo, a criagdo racional
(SOUZA, 2007). E sua utilizagcdo como alimento foi aos poucos sendo substituida pelo
homem com a chegada dos agucares refinados manufaturados, como o extraido da cana-
de-actiicar (BRANCO NETO, 1986).

A apicultura no Brasil surgiu em 1839, com a introducdo de abelhas Apis
mellifera, de raca européia, no Rio de Janeiro, trazidas da regido do Porto em Portugal
por iniciativa do padre Antonio Carneiro. Décadas depois, em 1956 a importagdo da
abelha africana Apis mellifera scutellata proporcionou uma impulsiva multiplicacdo de
novas variedades (hibridos), devido a um acidente no apidrio experimental, dando
origem ao que chamamos hoje de abelhas africanizadas (NOGUEIRA NETO, 1997;
SOUZA, 2007).

Hoje em dia o Brasil tem onze estados exportando mel, e Sao Paulo € o campedo
com o valor de US$ 11,98 milhdes. Em seguida vem Ceard, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Piaui, Parand, entre outros estados com, US$ 8,16; 6,56; 5,70; 4,47; 3,34
milhdes, respectivamente. E dentre os principais consumidores estrangeiros do mel

brasileiro se encontram os Estados Unidos, com o equivalente a 63,8% de toda



producdo com destino internacional, a Alemanha, a Gra-Bretanha e o Canad4 ficam com
o segundo, terceiro e quarto lugares, com 20,5%, 8,4% e 3,8% da produgio,

respectivamente (ASN, 2009).

O Brasil ja superou a produgdo de 2008 nos sete primeiros meses de 2009. O
preco médio do mel no primeiro semestre de 2009 foi de US$ 2,48/kg, superior aos US$
2,29/Kg, pagos no mesmo periodo de 2008. O menor prego obtido foi em Minas Gerais
(US$ 2,21) e os maiores por Mato Grosso (US$ 2,90) e Ceara com US$ 2,89/kg (ANS,
2009).

No Brasil, a apicultura gera 450 mil ocupagdes diretas no campo e 16 mil
empregos diretos no setor industrial, sendo 9 mil na inddstria de processamento
(entrepostos) e 7 mil na inddstria de insumos (materiais € equipamentos). Atualmente,
nosso pais € o 11° produtor mundial de mel, sendo que em 2006, a producdo medida
pelo IBGE foi de 36,7 mil toneladas de mel. Os 12 maiores Estados produtores sdao: Rio
Grande do Sul (7,82 mil toneladas), Parana (7,8 mil t), Piaui (4,61 mil t), Santa Catarina
(4,20 mil t), Ceara (3,99 mil t), Sao Paulo (3,05 mil t), Minas Gerais (2,54 mil t), Bahia
(2,48 mil t), Pernambuco (2,05 mil t), Rio Grande do Norte (585 t), Maranhdo (559 t) e
Mato Grosso do Sul (485 t) (RESENDE, 2008).

1.2  Composicao Quimica do Mel

A planta possui a necessidade de se reproduzir e de se defender contra diversos
agentes patogénicos, a abelha por sua vez necessita do pdlen, de onde obtém os
aminodcidos essenciais a sua nutricdo, e do néctar, substancia produzida pelas plantas
vasculares que serve como matéria prima para a produ¢do do mel. Neste sentido, um
dos fatores que determinam a composicdo quimica do mel € o comportamento
fisiolégico da planta, frente as diversas situacdes de estresses que o ambiente lhe impde,

até o momento em que o pdlen e o néctar sejam recolhidos pelas abelhas.

O mel pode ainda sofrer vérias alteracdes de diversas naturezas devido a falta de
informacao do préprio apicultor, quanto a tecnologia de extra¢do, a forma de manejo
adequado, equipamentos a serem utilizados e, principalmente a forma de
armazenamento e conservagdo. Neste contexto, algumas andlises das caracteristicas

fisico-quimicas do mel sdo requeridas, objetivando a sua padronizacdo, e também,



possibilitando obter informagdes para garantir o seu controle de qualidade, e assim
possibilitar a deteccdo de possiveis adulteracOes. Essa caracterizagdao € importante, ja
que o mel € um alimento consumido mundialmente e atua em um mercado cada vez
mais exigente (MELO et al, 2003).

As caracteristicas fisico-quimicas e polinicas do mel ainda sdo pouco
conhecidas, principalmente nas regides tropicais onde existe elevada diversidade de
flora apicola associada as taxas elevadas de umidade e temperatura. Neste sentido, a
caracterizacdo dos méis, assume grande importancia na criacdo de padrdes, e no
estabelecimento de critérios comparativos para as andlises e para o controle de possiveis

fraudes nesse produto (SODRE, 2000; CRANE, 1990).

De um modo geral podemos dizer que o mel é constituido por trés grupos de
componentes essenciais: dgua, glicidios e substancias diversas. Ao todo ja foram
encontradas mais de 180 substancias em diferentes tipos de méis. A mistura é complexa,
e formada principalmente, de carboidratos, enzimas, aminoacidos, dcidos, minerais,
substancias aromadticas, vitaminas, pigmentos, ceras e graos de pdlen. Alguns dos
componentes do mel ainda sofrem algum tipo de modificacdo durante a sua maturagao,

outros sdo adicionados pela propria abelha (CRANE, 1996; WHITE, 1979;).

De um modo geral, a elabora¢do do mel resulta basicamente de uma modificacao
fisica sofrida pelo néctar, a desidratagdo, através da evaporacdo na colméia e absorcao
no papo (vesicula melifera). E uma reagdo quimica, que transforma o néctar em
sacarose. Ocorrem mais duas reagdes em escala menor, uma delas que consiste em
transformar o amido do néctar, através da enzima amilase, em maltose, € a outra onde a
enzima  glicose-oxidase, transforma a  glicose em  dcido  glucdnico
(pentahidroxihexanéico) e peréxido de hidrogénio. Em outras palavras, o néctar sofre
no trajeto da boca ao papo da abelha, acdo intensiva das enzimas: invertase, amilase e
glicose-oxidase, estando apds esse processo pronto para ser regurgitado nos alvéolos do

favo (LENGLER, 2004).

A Tabela 1 apresenta a composicdo basica do mel, mas vale destacar que
existem outras substancias e caracteristicas presentes que ndo foram mostradas, como
por exemplo, a condutividade elétrica que depende da presenca de determinados
componentes no mel. De acordo com BOGDANOV (1999), a presenga de ions no mel
estd ligada ao teor de cinzas ou minerais, pH, acidez, sais minerais e proteinas, entre

outras substancias.



Tabela 1. Composicao basica do mel em g/100g de mel (WHITE, 1975; ANON,
1995; apud BOGDANOV, 2009).

Mel de Flores Mel de Melato
Média Min-Max Média Min-Max

Teor de agua 17,2 15-20 16,3 15-20
Frutose 38,2 30-45 31,8 28-40
Glicose 31,3 24-40 26,1 19-32
Sacarose 0,7 0,1-4,8 0,5 0,1-4,7
Outros dissacarideos 5,0 28 4,0 16
Trissacarideo 0,8 0,56 1,0 0,16
Outros Oligossacarideos 3,6 0,5-1 13,1 0,1-6
Acicares totais 79,7 - 80,5 -
Minerais 0,2 0,1-0,5 0,9 0,6-2
Aminoacidos, proteinas 0,3 0,2-0,4 0,6 0,4-0,7
Acidos 0,5 0,2-0,8 1,1 0,8-1,5
pH 3,9 3,5-4,5 5,2 4,5-6,5

Os principais componentes do mel, em termos quantitativos, sdo os agucares
frutose e glicose (WHITE, 1975). Essa caracteristica é responsavel pele presenca de
diversas propriedades fisicas do produto, tais como: viscosidade, densidade,
higroscopicidade, capacidade de granulacdo (cristalizacdo) e seu valor caldrico

(CAMPOS, 1987).

O aquecimento de alimentos que contém agucares redutores e aminodcidos
durante o cozimento ou esterilizacdo desencadeia uma seqiiéncia de reacdes nao-
enzimadticas conhecidas coletivamente como reacdo de Maillard. O composto 5-
hidroximetilfurfural (HMF), figura 1, é um dos principais produtos intermedidrios dessa

reacdo quimica (SURH et al, 1994).

O valor nutritivo do mel pode ser indicado pela presenca do 5-
hidroximetilfurfural (HMF), que passou a ser usado como parametro no controle de
qualidade do mel, podendo sugerir o grau de aquecimento desse alimento, o seu
processamento inadequado ou mesmo sua adulteracao com xaropes (SALINAS et al,

1991; VERISSIMO, 1988; WHITE, 1978).
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Figura 1. Estrutura do HMF (5-hidroximetilfurfural).



O teor de HMF no mel determinado pelo Codex Alimentarius e pela norma da
Unido Européia € de 40 mg/kg no médximo. Organizagdes de apicultura de alguns paises
da Europa, como Alemanha, Itdlia, Finlandia, Suica criaram um teor médximo de 15
mg/kg para uma rotulagem de méis “virgens, chamada por eles “de especial de alta
qualidade”. Ja o Brasil, por ser um pais de clima tropical o valor mdximo de HMF ¢ de
60mg/Kg de mel (BRASIL, 2000).

Estudos recentes t€ém mostrado que o HMF apresenta atividade citotdxica,
genotoxica e mutagénica, no entanto, os mecanismos de suas agcdes toxicas permanecem
obscuros (SURH et al, 1994). J4 para DURLING et al (2009), o DNA de alguns tipos
de células, quando submetidas a exposi¢do ao S-hidroximetilfurfural, pode ser
danificado significativamente, em um processo dependente da concentracdo e do tempo
de exposicao.

A quantidade de cinzas ou teor de minerais no mel, entre outras utilidades, pode
servir como parametro para a coloragio, quanto mais escuro for o produto mais cinzas
ele terd (ORTIZ, 1988). Além disso, LENGLER (2000) destaca que o sabor e o aroma
do mel estdo diretamente ligados a sua cor: quanto mais escuro for, melhor serd o seu
sabor e maior serd o seu aroma. Méis claros normalmente apresentam baixa quantidade
de minerais e um sabor e aroma mais leve. A acidez do mel, devido a presenca de
alguns 4cidos, como: gluconico, citrico, malico e por¢cdes menores de dcidos férmico,
acético, butirico, lactico, entre outros, também influencia em seu paladar, variando do
doce suave ou forte até amargo ou dcido.

Os méis brasileiros, de um modo geral, possuem uma grande variacdo de cor,
uma caracteristica muito atribuia a preferéncia do consumidor, que muitas vezes escolhe

o produto pela sua aparéncia (MARCHINI et al, 2005).

Figura 2. Exemplos de diferentes coloragdes admitidas pelo mel.



1.3  Classificacdo e Origem Botanica do Mel

O mel floral é aquele obtido dos néctares das flores, e pode ser classificado em:
mel unifloral ou monofloral quando o néctar que o origina, procede principalmente de
flores de uma mesma familia, género ou espécie e possui caracteristicas sensoriais,
fisico-quimicas e microscopicas proprias; polifloral ou silvestre, quando mais de uma
espécie de planta contribui com o néctar (MOREIRA & MARIA, 2001). Além disso,
existem os chamados méis de melato (“honeydew”), que sdo méis obtidos
primordialmente, a partir de secre¢des de insetos sugadores de plantas, que se
encontram sobre elas, mas podem também, serem obtidos de secrecdes produzidas por
algumas plantas, de néctar extrafloral nas juntas das folhas (SAWYER, 1975).

A classificacdo do mel quanto a obtengdo pelo favo, pode ser: mel escorrido,
obtido por escorrimento dos favos desoperculados; mel prensado, quando os favos sao
espremidos de modo artesanal, e por ultimo, mel centrifugado, obtido pela centrifugacao
dos favos para uma producdo em grande escala, sem a presenca de larvas (CRANE,
1996).

A importancia do pdlen para as abelhas € indiscutivel, pois dele dependem esses
insetos para o seu suprimento de aminodcidos, proteinas, sais minerais e outros produtos
bioldgicos necessdrios a sua nutricdo. Sendo assim, a producdo de mel e de outros
produtos apicolas, esta diretamente relacionada com a quantidade de pdélen necessaria
para alimentacdo das colméias (MARCHINI et al, 2006). Neste contexto, uma das
maneiras usadas para caracterizar a flora predominante de néctar e pdlen, requeridas na
producdo do mel, é a andlise dos tipos polinicos (melissopalinologia) encontrados nos
sedimentos dos méis (MORETI et al, 1998).

Os estudos dos graos de pdlen sdo utilizados como indicadores de origem
geografica e botanica dos méis. E para que o nome da planta apicola possa ser citado no
rétulo € necessdrio que tenha no minimo 45% de dominéncia e seja colhido, igualmente,
de uma regido com predominancia floral na area de visitagdo das abelhas do apidrio
(BARTH, 1984).

O mel € classificado de acordo com as plantas utilizadas na sua elaboracao
(BARTH, 1989; 2004), e pode ser originado do néctar de mais de 2500 tipos de flores
de plantas diferentes; por 1isso possui caracteristicas extremamente varidveis
(LENGLER, 2004). Além disso, os graos de pdlen predominantes no mel nem sempre

sao os verdadeiros indicadores da sua origem botanica, pois 0os mesmos podem ser



adicionados ao acaso no mel, ndo sendo originados diretamente da flor de onde o néctar
foi colhido (BARRETO, 1999). Sendo assim, a determinacdo da origem boténica deste
produto, ou seja, a flora apicola que contribuiu em maior parte para a sua elaboragao,
torna-se um grande desafio para o pesquisador.

Além do conhecimento sobre a composicio quimica do mel e da
melissopalinologia (ou andlise do pélen nos méis), conhecer bem o apicultor, ou seja,
quem estd cultivando as abelhas, vendendo os produtos da colméia; saber se 0 mesmo
tem idéia da melhor maneira para se manipular uma colméia, no sentido de atrair as
abelhas para encher as caixas de mel; ter nocao da localiza¢do geografica dos ninhos e
as floradas que predominam ao seu redor podem ser fatores de fundamental

contribuicao na identificacio da origem botanica do mel.

A busca pelo desenvolvimento de métodos analiticos alternativos que possam
contribuir, juntamente com a melissopalinologia, para a determinacdo da origem
botanica do mel, tem sido apresentada nos ultimos anos. O uso de técnicas
cromatogréficas, tais como, a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao
detector de arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD), a cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (CL-EM) entre outros métodos, tem sido empregados para
caracterizar o perfil quimico das substancias presentes nos diferentes méis europeus
(TOMAS—BARBERAN, et al, 2001; PYRZYNSKA & BIESAGA, 2009) e brasileiros
(MONTAGNI, 2005; LIANDA, 2005 e 2009).

De acordo com a literatura, a CLAE tem sido apontada nos dltimos anos como a
técnica preferida para analisar grande parte dos componentes ndo-voldteis que
constituem os méis europeus e brasileiros, e que auxiliam na caracterizacao da origem
floral e geografica (AMIOT et al, 1989; FERRERES et al, 1992; SABATIER et al,
1992; TOMAS-BARBERAN et al, 1993; MARTOS et al, 2000; FUENTE et al, 2007;
TRUCHADO et al, 2008; LIANDA, 2005 ¢ 2009; VAZQUEZ et al, 2009; LURLINA et
al, 2009;). Esses estudos relatam a ocorréncia de padroes de flavondides (flavonas e
flavonoéis) e de derivados dos 4cidos benzdico e cindmico, como sendo importantes

marcadores bioquimicos de méis de diferentes regides e origens botanicas.

Em 1997, Andrade et al, compararam dois tipos de méis portugueses, o mel urze
Erica sp e lavanda (Lavandula stoechas), e observaram que as amostras continham um

perfil de 4cidos fendlicos comum, incluindo os dcidos vanilico, clorogénico, cafeico,



para-cumadrico, ferdlico, meta-cumarico e cinamico. O 4cido gdlico apareceu somente
no mel lavanda. O mel urze foi caracterizado pela presenca dos dacidos para-
hidroxibenzdico, siringico, orto-cumdrico e eldgico. A presenca do 4cido eldgico em
méis Erica spp estava de acordo com relatos anteriores, que o sugerem como marcador
de origem floral. Considerando a grande quantidade de &4cido para-cumdrico nas
amostras de mel urze (cerca de 39%) e pequena quantidade presente no mel lavanda,
este também poderia ser relacionado com a origem floral do mel Erica spp. Em outro
trabalho com méis de urze foram identificados os flavondides miricetina, 3-metil

miricetina, 3’-metil-miricetina e tricetina (GUYOT et al, 1999).

A flavanona hesperetina foi usada como marcador para caracterizar mel citros
europeu ndo tendo sido detectada em nenhum outro tipo de mel estudado anteriormente,
incluindo rosmaninho, lavanda, girassol, améndoa, castanha, trevo branco, eucalipto,
Erisarum, Robinia, Rhododedron, Tilia, Prosopis, Calluna e méis multiflorais
(FERRERES et al, 1993; 1994). Enquanto, o flavonol canferol foi descrito para mel
rosmaninho (FERRERES et al, 1994a; 1998) e a quercetina para mel de girassol (em
niveis relativamente altos 125-290 pg/100g mel) (TOMAS-BARBERAN et al, 2001).
Além dessas substancias, alguns 4cidos fendlicos também foram encontrados e usados
como marcadores quimicos. Destacam-se os acidos cafeico, para-cumdrico e ferilico
em méis de castanha (ANDRADE et al, 1997; FERRERES et al, 1996a). Pinocembrina,
pinobanksina e crisina que sdo flavondides caracteristicos da propolis, foram

encontradas na maioria dos méis europeus (TOMAS-BARBERAN et al, 2001).

Com o intuito de analisar o contetido de flavondides presente em méis eucalipto
australiano, e determinar se os marcadores encontrados nos méis de eucalipto europeus
estavam também presentes nas amostras desses méis, Martos et al. (2000) e Yao et al
(2004) analisaram sete amostras de FEucalyptus pilligaensis, duas amostras de
Eucalyptus melliodora e seis amostras de FEucalyptus camaldulensis utilizando
cromatografia liquida. Os cromatogramas das trés espécies australianas em comparagao
ao da espécie européia apresentaram perfis similares, no que diz respeito a presenca de
miricetina, tricetina, quercetina, luteolina e canferol (este minoritdrio). Porém, os
flavondides pinocembrina, pinobanksina e crisina encontrados no mel europeu, ndo
estiveram presentes no mel australiano; que por sua vez, apresentou a 3-metilquercetina

que nao havia sido relatada no mel eucalipto europeu.
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A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) foi
utilizada para analisar a fracdo volatil de 22 méis espanhois de eucalipto, que permitiu
identificar a 2-hidroxi-5-metil-3-hexanona e 3-hidroxi-5-metil-2-hexanona como os dois
componentes que estiveram presentes em todas as amostras. Estas substancias nao
foram encontradas nas outras 165 amostras de méis de dezenove diferentes origens
florais, sendo consideradas como bons marcadores para o mel de eucalipto (FUENTE et
al, 2007).

Com o objetivo de encontrar marcadores de origem botanica para méis de acicia
TRUCHADO et al (2008), analisaram os fitoquimicos presentes no néctar coletado das
flores de acédcia. A andlise foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
incluindo, também, espectrometria de massas. Oito flavondides glicosilados foram
detectados como sendo derivados do canferol, em seguida foram analisadas amostras de
mel de acécia produzidos no mesmo local onde foi coletado o néctar, sendo detectada a
presenca do flavondide canferol em todas elas. Estas substincias ndo foram encontradas
em nenhuma das diferentes amostras que também foram analisadas, sendo considerados
como possiveis marcadores para a determinacdo da origem floral desses méis.

A determinacdo dos flavondides quercetina, hesperetina e crisina, como
marcadores quimicos de mel de citros do norte do Ird, foi otimizada com extracdo em
fase solida, andlise por CLAE-DAD em coluna analitica com fase reversa C18
(octadesil) e eluicdo isocrética. Este trabalho permitiu um répido tratamento da amostra,
baixo consumo de solventes, além de o método ter tido boa sensibilidade, linearidade,
repetibilidade e separacdo exata dos flavonéides caracterizados (HADJMOHAMMADI
et al, 2009).

Em trabalho recente, VAZQUEZ et al (2009) analisando o perfil volatil de 49
amostras de méis espanhéis de diferentes origens botanicas por CG-EM, em conjunto
com a andlise sensorial, propds uma correlagdo entre a presenca de voléteis e atributos
sensoriais especificos para méis de uma mesma procedéncia floral como alternativa para

determinar marcadores exclusivos para méis de citros, eucalipto e urze.

Com o objetivo de determinar a presenca de marcadores quimicos em méis
monoflorais argentinos de trés diferentes regides, de caracteristicas geoquimicas e de
vegetacdo tipica LURLINA et al, 2009 investigaram os flavondides ndo glicosilados
quercetina, luteolina e miricetina. Usando Amberlite XAD-4 para a extracdo das

substancias fendlicas e a andlise por CLAE para a quantificacdo, foi possivel observar
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que o conteido de flavondides variou em virtude das origens geograficas dos méis.
Com este trabalho os autores consideraram que os trés flavondides avaliados poderiam
ser indicados como marcadores quimicos para origem fitogeografica associada a
posicao dominante dos tipos de pdlen nas amostras.

Em recente trabalho TUBEROSO et al (2009), analisando o perfil
cromatogrifico de amostras de mel monofloral de Asphodelus microcarpus, um tipo de
erva da familia das lilidceas, detectou um pico caracteristico, que ainda nio havia sido
observado em outros méis. Para tanto, amostras de méis de 2005 a 2008 foram
monitoradas, e em todas elas foi observada a presenca do siringato de metila, um
derivado do é&cido siringico. O siringato de metila foi observado no extrato por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), foi isolado, purificado e
caracterizado por cromatografia liquida acoplada ao massa (CL-EM/EM) e RMN, em
comparacao ao seu padrao original. A determinagao da origem floral da substancia foi
confirmada também, a partir da anélise da amostra do néctar das flores de asphodel.
Com este trabalho os autores concluiram que a melissopalinologia ndo poderia ser usada
para determinar a origem floral do referido mel, pois seria necessario uma média de
80% do néctar, para se alcancar os niveis de siringato de metila observado, e a

contribuicdo do podlen nesta erva, por analise melissopalinoldgica, foi menor do que 6%.

Para os méis brasileiros, DE MARIA et al, 1999, estudaram os principais
constituintes ndo-voléteis de amostras de mel genuino derivados de diferentes espécies
de plantas encontradas em distintos estados brasileiros. Os niveis de dgua, acidez total,
prolina livre, atividade de diastase, HMF, frutose e glicose foram determinados em
setenta e quatro diferentes tipos de méis de Apis mellifera de quatro regides do Brasil,

porém nenhum composto fendlico foi investigado e relacionado a origem botéanica.

Em 2002, o trabalho de tese desenvolvido por Alencar estudou a composicao
fendlica de méis e propolis oriundos de mesma colméia coletada de varias regides do
Brasil. Este trabalho apresentou a avaliagdo da composi¢do quimica de amostras de
méis uniflorais de laranja (Citrus aurantium), eucalipto (Eucalyptus sp.), alecrim do
campo (Baccharis dracunculifolia) (SES), assa-peixe (Vernonia polyanthes), rubim
(Leonurus sibiricus) e capixingui (Croton floribundus), juntamente com as amostras de
prépolis das respectivas colméias da regido sudeste do Brasil. A andlise por meio de
CLAE com fase reversa e/ou CG-EM permitiu a confirmagdo dos flavondides

apigenina, crisina, isosakuranetina, canferide e canferol, os quais também ji foram
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previamente relatados em amostras de méis (SABATIER et al, 1992; RIBEIRO-
CAMPOS et al, 1990; FERRERES et al, 1991). Contudo a hesperetina, do mel de
laranja, e a quercetina, do mel do alecrim do campo s6 foram identificados por CLAE.
Todavia a presenca da hesperetina ja foi confirmada em mel de laranja, e sua forma
glicosilada (hesperedina) foi confirmada no néctar deste vegetal (FERRERES et al,
1993).

O nosso grupo de pesquisa vem estudando e caracterizando por andlises
cromatogréficas e por métodos colorimétricos, os perfis dos polifendis em amostras de
méis e pdlen brasileiros de Apis mellifera. Até o presente momento, foram estudados
méis de eucalipto e silvestre dos estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo (DA SILVA,
2004; Tabela 2), méis e polens silvestre e de assa peixe, mel de macieira de Mato
Grosso, Parand, Pernambuco, Sdo Paulo e Minas Gerais ( MONTAGNI, 2005, Tabelas
3 e 4), méis de laranjeira, silvestre e eucalipto do Rio de Janeiro, Sao Paulo e Minas

Gerais (LIANDA, 2004 e 2009, Tabelas 5 e 6).

Tabela 2: Substancias fenoélicas identificadas nos méis de eucalipto e silvestre (DA
SILVA, 2004).

Amostras de méis Substancias Fenolicas identificadas por CLAE-DAD
Méis Eucalipto Acidos: galico, vanilico, para-cumarico, ferilico e
(RJ e SP) cindmico.
Méis Silvestres (R]) Acidos: galico, vanilico, clorogénico, orfo-cumarico,

cindmico e orto-metoxi-cinamico.
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Tabela 3: Substancias fendlicas identificadas nos méis silvestre, assa peixe € macieira
(MONTAGNI, 2005).

Amostras de méis Substincias Fendlicas identificadas por CLAE-DAD

Acidos: gilico, protocatecuico, vanilico, clorogénico,
L s meta-cumarico, para-cumarico cinimico, para-metoxi-
Méis Silvestre (PR, . P SR D> Par .
MT e PB) benzdico, para-metoxicindmico, para-hidroxibenzdico,

Flavonéides: quercetina, hesperidina, rutina

Acidos: gilico, protocatecuico, vanilico, meta-cumarico,
L. . cinamico, para-metoxi-benzoico, para-metoxicindmico
Méis Assa peixe h'd,p benzéi P ’
ra-hidroxibenzdico
(MG, SP e PR) para ’

Flavonéides: quercetina, rutina

Acidos: para-hidroxibenzdico, para-cumarico, para-

Mel Macieira (SP) metoxi-benzdico.
Flavonéide: quercetina

Tabela 4: Substancias identificadas nas amostras de polens apicolas (MONTAGNI,
2005).

Amostras de Pélens Flavonéides Identificados
Silvestre (MT) tricetina, miricetina
Silvestre (PR) tricetina, miricetina
Assa peixe (SP) miricetina

Tabela 5: Substancias fendlicas identificadas nos méis silvestres e laranjeira (LIANDA,
2004).

Amostras de méis Substancias Fendlicas identificadas por CLAE-DAD

Acidos: para-metoxi-benzoéico, para-metoxicinamico,
Meéis Silvestre (R] e para-hidroxibenzoico, gélico, vanilico, sindpico,
SP) protocatecuico, para-cumarico

Flavonéides: morina, quercetina
Acidos: para-hidroxibenzoico, vanilico, para-cumadrico,

. . . alico, sinapico, siringico, protocatecuico, para-
Méis Laranjeira £alico, PICO, SITNEICO, P toxi-cina 2P
cumadrico, cinAmico e para-metoxi-cinamico.
(RJ e SP) ’ p

Flavonéides: morina, quercetina, rutina
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Tabela 6: Substancias fendlicas identificadas nos méis silvestres, laranjeira e eucalipto
(LIANDA, 2009).

Amostras de méis Substancias Fendlicas identificadas por CLAE-DAD

Acidos: protocatecuico, para-hidroxibenzdico, para-
e e cumarico, para-metoxi-benzoico, vanilico e cinimico.
Méis Silvestre (SP) P ’

Flavonoides: quercetina, morina, isoquercetina e canferol.

Méis Laranjeira (SP, Acidos: para-hidroxibenzéico, protocatecuico, vanilico,
ara-cumarico e cinamico.
MG e RJ) p

Flavonoides: isoquercetina e quercetina.

Meéis de Eucalipto  Acidos: protocatecuico, para-hidroxibenzéico, siringico,
vanilico e cindmico.
(MG e SP)

Flavonoide: *tricetina.

* confirmado por CCF

1.4 Substancias Fendlicas e a Rota Biossintética

Apesar de ser um produto exclusivo das abelhas, a matéria prima para a
producdo do mel € obtida a partir de uma interagdo ecoldgica entre o inseto e a planta.
Estima-se que um terco da producdo agricola mundial depende das abelhas Apis
mellifera, pois elas sdo capazes de reunir grandes exércitos polinizadores em qualquer
época do ano, para exercer intensa atividade polinizadora em curtos periodos de tempo.
Essa relacdo é benéfica para ambas as partes, a abelha a0 mesmo tempo em que usa as
fontes vegetais para se nutrir de pdlen e néctar, participa ativamente do processo
reprodutivo das plantas, comportando-se como importantes agentes polinizadores
naturais (COX-FOSTER & VANENGELSDORP, 2009).

As plantas respondem aos estimulos ambientais produzindo em maior ou menor
intensidade, substancias do seu metabolismo primdrio e secunddrio, deste ultimo,
resultam substancias de baixo peso molecular, como alcal6ides, terpendides e
substancias fendlicas. A composi¢do quimica da planta é extremamente vasta, € mais de
100 mil substancias potencialmente ativas, agrupadas nessas trés classes, ja4 foram
identificadas (ALVES, 2001; CARLINE et al, 2007). Neste contexto, todas as vezes

que a abelha for visitar uma planta e dela retirar alguns dos seus produtos, necessarios a
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sua nutricdo, as substancias ativas dos vegetais poderdao assim, serem incorporados no
mel, como por exemplo, as substancias fendlicas.

Os metabdlitos secunddrios ou especiais dos vegetais sdo formados por diversos
caminhos biossintéticos (ALVES, 2001). O acido chiquimico, por exemplo, tem um
papel bioquimico muito importante na sintese de diversos constituintes quimicos das
plantas. O 4cido chiquimico € um dos intermedidrios na via que sintetiza os
aminodcidos aromaticos essenciais: L-fenilalanina, L-tirosina e L-triptofano. Ele
também € um precursor do dcido benzdico e do 4cido cindmico, de onde resulta uma
série de outros 4cidos fendlicos (DEWICK, 2001). Este acido € formado por um
precursor de trés dtomos de carbono o PEP (fosfoenolpiruvato), intermedidrio da via
glicolitica, e por uma molécula de agicar com quatro dtomos de carbono, a eritrose-4-
fosfato, via das pentoses fosfato, através de uma série de reacdes em etapas como

mostra a figura 3 (MANN, 1987).

Q)QC\/OP POU
+
HO" ~
PEP - 0
OH
DAHP Eritrose-4-fosfato
sintase
O
GOz ho cdy CO» Oy
P 3-deidroquinato H-0
PO.O sintase j NADPH
*», L —

HO" OH -fosfato = ; OH o0~ 5 OH HO'" . OH
OH OH OH OH
DAHP 3-deidroquinato  3-deidrochiquimato Chiquimato

+PEP Corismato
o sintase
CO,
082 Fenilpiruvato 8203 \ _ 082
\"H aminotransferase O Corismato
GNH mutase H
3 . S <
L-Fenilalanina : : OACSZ
OH OH
R’i'— Prefenato Corismato
©A\/COOH
Acido Cinamico 1

Figura 3. Proposta biossintética para a formacao do 4cido cinamico (MANN, 1987).
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O fosfoenolpiruvato, através de uma reacdo alddlica com a eritrose-4-fosfato
forma o intermedidrio 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato (DAHP) que, sob
acdo da enzima 3-desidroquinato sintase, perde um grupo fosfato e sofre ciclizacdo,
formando o 3-desidroquinato. Apds eliminacdo de uma molécula de dgua forma-se o 3-
desidrochiquimato-3-fosfato, este intermedidrio sofre influéncia do cofator nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) sofrendo reducdo e originando o chiquimato. O
proximo passo € mediado pela enzima corismato sintase e apds a transesterificacdo do
chiquimato com uma molécula de fosfoenolpiruvato forma-se o corismato. O corismato
através da acdo da enzima corismato mutase, sofre um rearranjo de Claisen para gerar o
prefenato. Finalmente, a aminacdo redutiva do prefenato forma a fenilalanina, que é um
aminodcido importante na construcdo de outras substancias naturais, tais como as
proteinas, alcaldides e o dcido cinamico 1 (substancia com esqueleto Cg-C3). O acido
cinamico 1 é formado a partir da fenilalanina, pela acdo da enzima L-fenilalanina
amonialiase (PAL), que é capaz de catalisar a remocdo da amdnia (MANN, 1987;

DEWICK, 2001).

A importancia do dcido cindmico 1, figura 3, como constituinte natural e como
provavel progenitor para a formacao de outras substancias contendo esqueleto do tipo

Ce-C5 tem sido descrita na literatura (GEISSMAN & CROUT, 1969; MANN, 1994).

16



. CH30 j@m COOH
S OAINNS S
Acido orto-cumanco 2 Acido meta-cumarico 3 Acido ferdlico 6
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Acido 4-metoxi-cinamico 8 Acido sinapico 7

Figura 4. Proposta biossintética para derivados do &cido cindmico (E1-1: cinamato 2-
hidroxilase, E1-2: cinamato 3-hidroxilase, E1-3: cinamato 4-hidroxilase (GEISSMAN &
CROUT, 1969; MANN, 1994).

A partir do 4cido cinamico 1 através de processos oxidativos e/ou de reacdes de
metilacdo (sendo estes derivados formados pela a¢do do cofator enzimatico S-adenosil
metionina-SAM), sdo formados a maioria dos seus derivados, tais como: acido orto-
cumadrico 2 (2-hidroxicinamico), acido meta-cumdrico 3 (3-hidroxicinamico), acido
para-cumdrico 4 (4cido 4-hidroxicinamico), acido caf€ico 5 (3,4-diidroxi-cindmico),
acido fertdlico 6 (4-hidroxi,3-metoxi-cindmico), dcido sindpico 7 (acido 4-hidroxi, 3,5-
dimetoxi-cindmico) e dcido para-metoxi-cindmico 8 (4-metoxi-cinamico) (DEY, 1997;

DEWCK, 2001; Figura 4).

Essas reacOes sdo totalmente dependentes da acdo enzimdtica, cuja participagao
¢ de fundamental importancia, tanto na velocidade como na especificidade das vias

metabdlicas envolvidas.

Alguns dos dcidos cinamicos mais comuns sdo os dcidos: para-cumdrico,
cafeico, feridlico e o sindpico. Estes podem ser encontrados em plantas, tanto na sua

forma livre, quanto em uma série de compostos esterificados, como exemplo, o dcido
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quinico e o cafeico, que juntos formam o dcido clorogénico ou o dcido 3-O-

cafeiolquinico, figura 5 (DEWICK, 2001).

Acido Cafeico

COCH=CH OH
e
Acid OH
anl'n(i)co HOOC
OH OH Acido Clorogénico 9

Figura 5. Estrutura do 4cido clorogénico.

O 4cido cafeico é largamente distribuido nas plantas superiores na forma de seu
éster com o acido quinico. A formacao do 4cido clorogénico nas plantas superiores a
partir da fenilalanina (ou 4cido cindmico) foi estabelecida através de experimentos de

marcacio isotopica dos precursores com carbono quatorze (**C) (MANN, 1994).

O 4cido benzdico 10 e seus derivados: dcido para-hidroxi-benzéico 11, dcido
para-metoxi-benzéico 12, 4cido protocatecuico 13 (3,4-diidroxi-benzdico), dcido
vanilico 14 (4-hidroxi-3-metoxi-benzdico), dcido gélico 15 (3,4,5-triidroxi-benzdico) e
acido siringico 16 (4-hidroxi-3,5-dimetoxi-benzdico) sdo, assim como os derivados de
cindmico, substancias fendlicas naturais largamente distribuidas nas plantas superiores
(Figura 6), e ocorrem usualmente, como ésteres alquilicos (-COOR) ou glicosidicos (-

COO-gli) e apresentam agucares ligados a hidroxila fenélica (DEWICK, 2001).

COOH COOH COOH
Acido Benzéico 10 OH OCH;
Acido p-hidroxi Acido p-metoxi
Benzéico 11 Benzéico 12
COOH COOH COOH COOH
OH OCHj; HO OH CH;0 OCHj3;
OH OH OH OH
Acido Protocatecuico 13 Acido Vanilico 14 Acido Gdlico 15 Acido Siringico 16

Figura 6. Acido benzdico e seus derivados de ocorréncia natural.
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O 4cido gdlico 15 pode ser formado a partir de um precursor da via do

chiquimato, o 3-desidrochiquimato, intermediario do acido chiquimico, figura 7.

HO™ ™" ~OH HO™ " oH
OH OH
Acido chiquimico Acido 3-desidrochiquimico

'HiCV \i[H]

COCH COCH

—————— >
HO HO OH
OH OH
Acido protocatecuico 14 Acido galico 15

Figura 7. Proposta de formacao do 4cido gélico 15.

A aromatizagdo direta da forma endlica do 3-desidrochiquimato é provavelmente
a rota predominante que leva a formacdo do acido galico nas plantas. A hidroxilagdo
direta do 4cido protocatecuico 14 para formar o 4cido gélico 15, embora rara, também ¢é

conhecida, figura 7 (GEISSMAN & CROUT, 1969; MANN, 1994).

Existem vérias propostas para a biossintese dos hidroxibenzoatos, sendo que
vdrios caminhos podem levar a estes metabolitos dependendo da planta. A principal rota
€ a degradacdo da cadeia dos hidroxicinamatos e remog¢do de acetato. A seqiiéncia de
reacoes foi proposta através de CoA-éster, entretanto, uma segunda possibilidade, que
nao requer a CoA ndo pode ser excluida. A substitui¢do na cadeia do hidroxibenzoato
pode ser detrminada pelo precursor hidroxicinamato, porém, hidroxilagdes e metilacdes
podem ocorrer com os hidroxibenzoatos mediados por enzimas especificas e o cofator

SAM, Figura 8 (STRACK, 1997).
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Figura 8. Proposta biossintética para derivados do dcido benzéico (STRACK, 1997).

Os flavondides sao em geral, substincias polifendlicas caracterizadas pela
presenca de 15 dtomos distribuidos em uma estrutura triciclica (A,B,C) do tipo C¢-Cs-
Cs. Com mais de 8000 substancias individuais conhecidas, os flavondides tém origem
biossintética mista, com parte da molécula proveniente da rota do acido chiquimico e
parte do dcido mevaldnico (Figura 9). Um derivado do 4cido cinamico (fenilpropano),
sintetizado a partir do &4cido chiquimico, age como precursor na sintese de um
intermedidrio ao qual sdo adicionados trés residuos de acetato com posterior ciclizacdo

da estrutura (DI CARLO et al,1999).
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Figura 9. Esqueleto bésico dos flavonéides.

A via do dcido chiquimico origina a fenilalanina, precursor do dcido cindmico
(como mostrado na figura 3), sendo este responsavel pelo anel aromético B e a ponte de
tr€s carbonos. O outro anel aromdtico, anel A do esqueleto basico dos flavonéides é

formado pela rota do acetato.

A biossintese dos flavonoides pode ser vista na figura 10 iniciando com a
condensacdo de 4-cumaril CoA com trés moléculas de acetil CoA, mediado pela enzima
chalcona sintase, formando-se entdo a chalcona. A ciclizacdo da chalcona durante a
sintese da flavanona € catalisada pela chalcona isomerase encontrada fortemente
complexada com a chalcona sintase. A flavanona é precursora de trés diferentes classes
de flavondides, isto é; flavonas, isoflavonas e diidroflavondis. Na formagdao das
flavonas e flavondis ocorre a introdug¢do de uma dupla ligacdo entre C, e Cs. Dois
passos sdo necessdrios para esta conversdao onde sdo necessarias duas flavonas sintase: a
flavona sintase I (dioxigenase) e a flavona sintase Il (monoxigenase). A monoxigenase €
dependente da citocromo P-450, que também catalisa a epoxidacdo para a formacao das
isoflavonas. Os diidroflavonéis sdo formados pela acdo de uma flavanona-3-hidroxilase.
As reagdes enzimaticas envolvidas na producio de algumas classes de flavondides sdo

mostradas na figura 10 (adaptada de DEY & HARBONE, 1997; HELDT, 1997),
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Figura 10. Proposta biossintética para flavondides. E2-1: Chalcona sintase, E2-2: Chalcona
isomerase, E2-3: Flavona sintase I (2-hidroxiflavanona sintase), E2-4: Flavona sintase II (2-
hidroxiflanona sintase), E2-5: Isoflavona sintase (2-hidroxiisoflavona sintase), E2-6:
Flavanona-3-hidroxilase e E2-7: Flavonol sintase), E2-8: Flavona 3’ hidroxilase (adaptada de
DEY & HARBONE, 1997; HELDT, 1997).

Em geral, os flavondides apresentam-se em duas formas: conjugados com

acucares (mono-, di- ou triglicosideos), formando os O-glicosideos (glicosideos) ou C-

glicosideos ( heterosideos); ou na forma livre (aglicona ou genina).
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Por apresentarem uma variada constitui¢do, foram divididos em diferentes
classes, tais como flavonoéis, flavonas, isoflavonas, chalconas, auronas, e flavanonas
(HARBORNE, 1984; HAHLBROCK, 1981), Tabela 7.

Os flavondis sdo encontrados como co-pigmentos das antocianidinas nas pétalas
e folhas de plantas superiores. Caracterizam-se por apresentar uma hidroxila ligada na
posicdo 3 (como exemplo o canferol, quercetina e miricetina). Alguns flavonéis podem
apresentar glicosideos ligados a sua estrutura, sendo o mais comum a quercetina-3-

rutinosideo, mais conhecido como rutina (HARBORNE, 1984; HAHLBROCK, 1981).

As flavonas diferem dos flavondis por ndo apresentarem hidroxila ligada a
posicao 3, e podem apresentar glicosideos ligados a molécula. As flavonas mais comuns

sdo luteolina e apigenina.

As isoflavonas sdo isdmeros das flavonas, porém de ocorréncia muito mais
restrita, em relagdo a atividade fisiolégica, sdo subdivididas em trés grupos, compostos
que mimetizam atividade estrogénica, compostos com atividade inseticida e fitoalexinas
(HARBORNE, 1984; HAHLBROCK, 1981). A Tabela 7 apresenta as estruturas dos
principais flavondides.

As chalconas e auronas sdo grupos pequenos de metabdlitos que ocorrem
especialmente na Familia Asteraceae. Possuem coloracdo amarelada, a qual se torna
vermelha quando exposta a vapores alcalinos. Chalconas ndo apresentam anel central
(anel C), enquanto que nas auronas hd um, formado por 5 membros (HARBORNE,
1984; HAHLBROCK, 1981).

As flavanonas sao isdmeros das chalconas, podendo as moléculas apresentar
interconversao em estudos in vitro. Sao flavondides comuns nos frutos de Citrus, porém

sem a ocorréncia da chalcona andloga (HARBORNE, 1984).
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Tabela 7: Estruturas quimicas de classes comuns de flavondides.

FLAVONOIDES

ESTRUTURA

EXEMPLOS

FLAVONOL

QUERCETINA
Ri=R,=R;=OH
CANFEROL
Ri=H, R=R;=0H
RUTINA
R;=R,= OH, R;= rutinose

FLAVONA

LUTEOLINA
R;=OH, R,= OH
APIGENINA
R;=H, R,=OH
CRISINA
Ri=R,=H

FLAVANONA

NARINGENINA
R1: H, R2 = OH

ISOFLAVONA

GENISTEINA

CHALCONA

BUTEINA

AURONA

AURESIDINA
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Os flavondides sdo substancias fendlicas amplamente encontradas em tecidos
vasculares de plantas, incluindo frutas, pélen, raizes e caules (DI CARLO et al, 1999;
PIETTA, 2000; ANDLAUER & FURST, 1998). Estes grupos de substiancias sio
responsaveis pelas cores de muitas frutas e vegetais e s@o encontrados também em
graos, nozes, folhas e flores (COOK & SAMMAN, 1996). Portanto, sdo constituintes
importantes na dieta humana, e embora nio sejam considerados nutritivos, o interesse
nessas substincias nasceu por conta dos possiveis efeitos sobre a satide humana,
principalmente, as atividades antimicrobiana, anticancer e antioxidante (HERTOG et al,

1992; KANADASWAMI et al, 2005).

De um modo geral, a quimica dos flavondides naturais € complexa, pois em sua
maioria corresponde a formas conjugadas, ligando-se a aclicares ou mais grupos
fendlicos. Os flavondis e as flavonas ocorrem usualmente como glicosideos,
principalmente, nas folhas e outras partes das plantas acima da superficie do solo, pois
sua biossintese é estimulada pela luz (HERTOG et al, 1992). Os flavondis sdo os que
mais se destacam nos alimentos, sendo os principais representantes a quercetina € o
canferol, figura 10. As flavonas sdo menos comuns em frutas e vegetais e consistem,

principalmente, dos glicosideos de luteolina e apigenina (MANACH et al, 2004).
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2 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DO MEL

A utilizacdo do mel como alimento funcional tem recebido grande destaque nos
ultimos anos, porque além dos carboidratos, das proteinas, dos aminodcidos, dos
lipideos e das vitaminas encontrados, o mel apresenta também em sua composi¢ao, as
substancias fendlicas, os dcidos e flavondides, que agrega valor terapéutico a este

alimento alternativo e/ou suplemento nutricional.

Os alimentos funcionais sdo definidos como qualquer substancia ou componente
de um alimento que proporciona beneficios para a satde, inclusive na prevengdo e no
tratamento de doencas. Essas substancias podem variar de nutrientes isolados, produtos
de biotecnologia, suplementos dietéticos, alimentos geneticamente modificados até os
que foram processados, além dos derivados de plantas (POLLONIO, 2000). Eles devem
exercer um efeito metabodlico ou fisiolégico que contribua para a saude fisica e para a
reducgdo do risco de desenvolvimento de doengas cronicas. Nesse sentido, devem fazer
parte da alimentagdo usual e proporcionar efeitos positivos, obtidos com quantidades
ndo toxicas e que exercam tais efeitos mesmo apds a suspensdo da ingestao e que nao se
destinem a tratar ou curar doengas, estando seu papel ligado a redugdo do risco de

contrair doencas (BORGES, 2001).

Sendo assim, as propriedades biol6gicas e/ou funcionais do mel devem-se
principalmente, pela presenca das substancias fendélicas em sua composi¢ao, as mesmas
que sdo produzidas pelo metabolismo secunddrio dos vegetais e que podem ser

incorporadas nos produtos das abelhas.

Neste contexto, torna-se interessante fazer uma breve discussdo sobre algumas
das diversas propriedades bioldgicas do mel em virtude, principalmente, da presenca

das substancias fendlicas em sua composicao.

2.1 Atividade Antioxidante do Mel

O estresse oxidativo nas células ocasionados por diversas espécies reativas de
oxigénio (ROS) pode interferir diretamente na viabilidade celular. Os danos causados
por estes agentes oxidativos, altamente reativos, podem induzir mitose aumentando o
risco de danificar a estrutura do DNA e a divisao de células, com danos irrepardveis ou
que ndo podem ser corrigidos durante o processo de divisdo celular, resultando em uma

série mutacdes (NIJVELDT et al, 2001).
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A eficiéncia das substancias fendlicas como antioxidantes depende, em grande
parte, da sua estrutura quimica, orientacdo relativa e do ndmero de grupos hidroxilas

ligados ao anel aromético (PAGANGA et al, 1996).

Os antioxidantes sao classificados de acordo com seu modo de atua¢do podendo
ser primarios, quando interrompem a cadeia da reacdo através da doagao de elétrons ou
hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos termodinamicamente
estaveis e/ou reagindo com os radicais livres, formando complexos que podem reagir
com outro radical livre. E secunddrios, quando retardam a etapa de iniciacdo da
autoxidacdo, por diferentes mecanismos que incluem complexac¢do de metais, seqiiestro
de oxigénio, decomposicdo de hidroperéxidos para formar espécie nao radicalar,
absor¢do da radiacdo ultravioleta ou desativacao de oxigénio singleto (ADEGOK et al,
1998).

A maioria dos métodos antioxidantes usados envolve a geracdo de espécies
oxidantes, geralmente radicais livres, e sua concentracdo é monitorada na presenga de
antioxidantes que os seqiiestram. Entre os métodos que empregam radicais livres
organicos na avaliacdo de seqiiestradores de radicais livres, o método do DPPH (2,2
difenil-1-picril-hidrazil), Figura 11, tem sido exaustivamente utilizado por vdrios
autores, devido principalmente a sua simplicidade e rapidez (BRAND-WILLIAMS et
al, 1995).

O,N N—N

Figura 11: Estrutura quimica do radical DPPH (2,2—difenil-picril-hidrazil).

A molécula de DPPH ¢é considerada um radical livre estdvel por apresentar um
elétron livre que pode deslocalizar-se por toda a sua estrutura, e além do mais, nao
dimeriza facilmente como ocorre usualmente com os demais radicais livres. Esse efeito
de ressonancia que a molécula de DPPH apresenta resulta em uma coloragdo violeta
escura, que € caracterizada por apresentar uma banda de absor¢cdo em cerca de 520 nm

quando em solugdo de etanol ou metanol.
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Sendo assim, quando a solu¢dao de DPPH ¢é misturada a uma solucdo de mel ou
dos seus extratos, as substancias fendlicas ali presentes reagem com o radical livre
doando um radical hidrogénio, ocasionando a perda de coloracdo que vai do violeta até
a forma incolor, em uma reac¢ao que depende do tempo e da concentragdo dos polifendis
da amostra.

A Figura 12 mostra um exemplo das estruturas de ressonincia do flavonoéide
quercetina ap6s ter doado para o DPPH o seu radical hidrogénio, gerando assim, a orto-

quinona.

Figura 12: Formacao da orto-quinona no anel B da quercetina.

A quercetina apresenta duas hidroxilas em posi¢do orfo no anel B, o que garante
uma reagdo mais eficaz, pois deste modo, ela € capaz de seqiiestrar um maior nimero de
radicais livres por molécula, com a conseqiiente producdo de orfo-quinona no anel B.
Além disso, esse flavondide apresenta duas hidroxilas no anel A e uma ligacdo dupla
entre os carbonos 2 e 3 do anel C, que permite que o radical formado tenha varias
estruturas candnicas adicionais diminuindo assim, a sua reatividade como substincia
radicalar, até que se estabilize gerando a orto-quinona. Alguns outros flavonéides, como
por exemplo, canferol, miricetina € morina por ndo apresentarem as mesmas
caracteristicas estruturais da quercetina t€ém a sua atividade seqiiestradora bastante

diminuida (TSIMOGIANNIS & OREOPOULOQOU, 2006).
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Diversos trabalhos tém indicado que parte do papel terapéutico do mel é devido
a sua atividade antioxidante, e esta propriedade pode estar relacionada a sua origem

floral.

A atividade antioxidante dos méis tem sido frequentemente relacionada ao seu
conteudo total de 4acidos fendlicos e flavondides. Na maioria dos trabalhos, sdo
empregados métodos colorimétricos € o uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia

para caracterizar o perfil das substancias presentes nas amostras.

Em trabalhos realizados com méis malasianos de Apis mellifera (Cocos mucifera
e Melaluca spp.) foi observado uma alta correlagdo entre a atividade antioxidante com
os conteudos de fendlicos total presentes, indicando que estas substancias eram as
responsaveis pelos efeitos antioxidantes das amostras ensaiadas, apesar de, obviamente,
outros fatores estarem envolvidos. Nesse trabalho, o mel Melaluca, que apresentou
atividade antioxidante significantemente maior, mostrou conter alguns acidos fendlicos,
tais como 4acidos gélico, ferdlico, cafeico, benzdico e cinamico, enquanto o mel de
Cocos apresentou apenas os dcidos gdlico, cafeico e benzdico (ALJADI &

KAMARUDDIN, 2004).

Na Espanha, cinqiienta e trés amostras de méis, sendo trinta e nove monoflorais,
nove silvestres e cinco méis de melato, apresentaram seus conteidos médios de fendis
totais, variando de 0,66, 0,87 e 1,03 mg/100 g de mel, respectivamente. E o estudo da
capacidade seqiiestradora de radicais frente ao DPPH para esses méis, mostrou-se
crescente nessa mesma ordem (PEREZ et al, 2007).

Entretanto, um estudo com dez amostras de méis da Poldnia com florada
predominante de ervas (camomila, hortela, urtiga, pinho, tomilho, framboesa entre
outras) revelou diferengas ndo proporcionais, entre atividade antioxidante e o contetido
de fendlicos totais. Para essas amostras o teor de fendlicos totais variou de 21,7 a 75,3
mg de equivalentes de 4dcido gdlico por 100g de mel, enquanto o teor de flavondides
totais variou de 6,9 a 28,5 mg de quercetina por 100g de mel. Os perfis dos 4cidos
fendlicos e flavondides foram determinados por CLAE, e os 4cidos para-cumdrico e
gentisico, além dos flavonodides hesperetina e naringenina foram os principais
componentes (SOCHA et al, 2009).

Recentemente os méis portugueses também foram estudados quanto a sua
capacidade antioxidante, quantidade total de substancias fendlicas e coloracdo. Nesse

trabalho foi observada uma correlacdo interessante entre a coloragio escura da amostra
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com o alto teor de fendis e a sua alta atividade antioxidante, que foi avaliada por trés
diferentes métodos (frente ao radical DPPH) através da inibicao da peroxidacao lipidica
pelo sistema do B-caroteno e pelo uso do 4cido tiobarbitirico. Uma andlise de variancia
foi realizada para avaliar a influéncia da intensidade da cor, o0 método de extracdo das
substancias presentes nas amostras de méis, o conteido de fendis e consequentemente,

suas propriedades antioxidantes (FERREIRA et al, 2009).

Fiorani e colaboradores (2006) avaliaram os teores de flavondides totais de
amostras de méis silvestres da regido central da Itdlia, e compararam os resultados dos
extratos etéreos (valores variaram de 0,58 a 2,9 mg/100 g de mel) com os extratos
aquosos (valores variaram de 0,5 a 1,52 mg/100 g de mel), e os correlacionaram com a

atividade antioxidante, além de outras atividades bioldgicas.

Em outro trabalho com méis italianos, vinte sete amostras de méis florais de
diferentes origens da Itdlia tiveram seus niveis de substancias fendlicas determinadas
por andlise colorimétrica e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV). O teor
em equivalentes de dcido gélico variou de 60,50 a 274,04 mg/Kg de mel, o teor de
flavonodides totais foi de 41,88 a 211,08 mg equivalente de quercetina/Kg de mel e a
atividade antioxidante determinada pelo método do ferro reduzido (FRAP) e pelo
radical livre DPPH, com atividades variando de 1,265 a 4,396mmol Fe+2/Kg e ICsy de
7,08 a 64,09mg/mL. Uma correlacdo estatisticamente positiva (P < 0,05) foi observada
(PICHICHERQO et al, 2009).

Bertoncelj e colaboradores (2007) compararam o parametro fisico-quimico
relativo a coloragdo com o teor de fendlicos totais e atividade antioxidante de sete tipos
de méis da Eslovénia. Os resultados mostraram que os méis eslovenos, que variaram do
amarelo claro ao castanho escuro, tiveram significativa atividade antioxidante,
utilizando-se para os ensaios os métodos do radical livre 1,1-difenil-picrilhidrazil e do
poder andioxidante do ferro reduzido (FRAP). Os teores de fendlicos totais foram
expressos em equivalentes de 4cido gdlico, variando de 44,8 mg/kg de mel de acicia
para 241,4mg/kg de mel de abeto. A atividade antioxidante verificada foi maior para os
méis considerados mais escuros de floradas como pinheiros, abeto e heterofloral, e
menor para os méis mais claros, como o de acdcia.

Um trabalho semelhante foi realizado com vinte e quatro amostras de méis de
diferentes regides da Roménia. Pardmetros como umidade, cor, teor de cinzas e de

acucares foram ou relacionadas as quantidades de acidos fendlicos e flavondides totais.
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As caracteristicas fisico-quimicas determinadas se encontraram dentro dos intervalos
limite estabelecidos pela Unido Européia (EU), e a atividade antioxidante teve uma
correlacdo positiva, sendo muito dependente da quantidade de substincias fenodlicas
encontradas nas amostras, que por sua vez, estava relacionada com a origem botanica e
geografica (Al et al, 2009).

Diferentes extratos das substancias fendlicas do mel foram separados por
BLASA et al (2007), com base nas suas caracteristicas hidrofdébicas, e tiveram sua
capacidade antioxidante avaliada frente a radicais livres gerados na membrana das
hemadcias. As fracoes de dgua e éter obtidas a partir do extrato metandlico bruto do mel
apresentaram um teor de substancias fendlicas de 5,33 e 2,62mg equivalentes de dcido
caféico/100g de mel, respectivamente. Esses valores foram correlacionados
positivamente com o poder antioxidante total avaliado pelo ensaio FRAP. O conteiddo
de flavondides totais foi de 2,57 e 1,64 mg de equivalentes de catequina/100 g de mel
para o extrato etéreo e para as fragdes aquosas, respectivamente. A fragcdo etérea, devido
ao seu carater lipofilico, pode interagir com a membrana dos glébulos vermelhos, e seu
efeito protetor pode estar associado com a vinculagdo dos flavondides a membrana
celular. Por sua vez, a fracdo aquosa, mais hidrofilica, atua apenas a partir do exterior da

membrana eliminando os radicais livres antes do ataque a mesma.

2.2 Atividade Antitumoral do Mel

O mel apresenta diversas propriedades terapéuticas que inicialmente foram
observadas pelas antigas civilizagdes, que ji utilizavam o mel em algumas de suas
terapias, e tais caracteristicas, como j4 foi dito se devem em grande parte a presenca das
substancias fendlicas em sua composi¢do. A atuacdo dessas substincias e a sua
biodisponibilidade no organismo pode se dar por diferentes mecanismos.

O tempo foi passando e as idéias sobre a atividade biolégica do mel foram sendo
amplamente disseminadas pela medicina popular, especialmente pela forma de
conhecimento do senso comum, passando de geracdo em geracdo, até chegar aos
laboratdrios e centros de pesquisa atualmente consolidados nas universidades, passando
a ser comprovadas cientificamente.

O risco menor de cancer de cOlon, de prostata e de mama nos individuos
asidticos que consomem regularmente mais vegetais, frutas e chd do que as populacdes

ocidentais tém sinalizado para os estudos dos efeitos protetores dos flavondides e de
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dietas ricas nestes géneros alimenticios, em sua atuagdo natural como agentes
anticancerigenos (KANADASWAMI et al, 2009).

Trabalhos in vitro tem se concentrado nas agOes diretas e indiretas dos
flavondides em células tumorais, e encontraram uma variedade de efeitos
anticancerigenos, tais como o crescimento celular e inibicdo da atividade quinase,
inducdo de apoptose. O padrio de hidroxilagdo do anel B de flavonas e flavonéis como
a luteolina e quercetina, parece ter uma influéncia decisiva nas suas atividades,
especialmente a inibicdo da atividade da proteina quinase. Os diferentes mecanismos
subjacentes a acdo anticancer, em potencial de flavonéides, aguardam elucidacdo, sendo
necessarios muitos outros estudos in vivo, a fim de desenvolver estratégias baseadas na
administracao dessas substincias a populacio (KANADASWAMI et al, 2005).

O passo inicial para a carcinogénese e o envelhecimento das células pode surgir
com as modificacdes permanentes no material genético, induzidas por radicais livres.
Neste contexto, os agentes antioxidantes como os flavondides, presentes na dieta
humana, podem ser uteis na preven¢do de doencas associadas ao estresse oxidativo e na
prevenc¢do do cancer (MARANO & TAKAHASHI, 2009). A quercetina, por exemplo, é
um conhecido flavondide que ganhou muita aten¢ao nos dltimos anos, como uma droga
com possivel potencial no tratamento do cancer.

Indap e colaboradores (2006) investigaram o efeito da quercetina, apds a
determinac¢@o do seu perfil toxicoldgico, sobre o crescimento tumoral em camundongos
com tumor do tipo S-180 (sarcoma ascitico). Nesse trabalho os pesquisadores
observaram que cinqiienta por cento dos camundongos com tumor S-180 sobreviveram
por mais de 2 anos quando foram tratados com uma dose didria intraperitoneal de
100mg de quercetina /kg para nove doses consecutivas. Este resultado sugeriu a
administracao da quercetina em ensaios futuros.

Em outro estudo relacionando o uso de flavondide com atividade antitumoral,
realizado por Haghiac e Walle (2005), a quercetina mostrou agdo efetiva contra o cancer
bucal do tipo SCC-9, induzindo irreversivelmente o crescimento celular e inibindo a
sintese de DNA, e com isso provocando apoptose das células sobreviventes, onde o
mecanismo mostrou-se dependente da dose e do tempo de exposi¢do das células ao
flavonoide.

Os estudos da atividade antitumoral do mel, ainda estdo se iniciando, mas oS
resultados recentes tém mostrado que pesquisas com essa finalidade sdo muito

promissoras. O trabalho de FUKUDA et al (2009), por exemplo, com o mel de selva,
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produzido por abelhas selvagens que vivem na floresta tropical da Nigéria. Este mel,
que é muito utilizado na regido como remédio tradicional para resfriados, inflamacao de
pele e queimaduras, foi capaz de reduzir a incidéncia de tumores do tipo C57BL em
ratos que foram injetados com doses intra-peritoniais com este mel, na concentracao de
Img/dia, durante sete vezes. A atividade do mel provocou, entre outras agdes, um
aumento da populacdo de neutréfilos que sdo potentes organismos antitumorais,
mediados por espécies reativas de oxigénio que também foram aumentadas nas células
tratadas.

Recentemente foram caracterizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
o perfil fendlico de algumas variedades de mel grego das floradas tomilho, pinho e
abeto. Os resultados mostraram que a partir de 1 Kg de mel de tomilho, foi possivel
obter 30,3g de extrato, a maior quantidade entre todas as amostras. O potencial dos
extratos dessas amostras, utilizando-se acetato de etila como solvente, foi testado em
trés tipos de cancer, o de mama (MCF-7), o de prostata (PC-3) e do endométrio. Entre
as amostras ensaiadas, o mel de tomilho reduziu significativamente a viabilidade celular
de cancer do endométrio e de prostata, por andlise da curva dose x resposta, sinalizando
sua utilidade na prevencdo desses tumores. O teor de 4cidos fendlicos totais para as
amostras foi de 990mg, 1160mg e 510mg/100g de mel, para tomilho, abeto e pinho,
respectivamente, mostrando a existéncia de uma correlagdo entre a atividade
antitumoral e a quantidade de 4cidos fendlicos. As substancias fendlicas determinadas
por cromatografia liquida no mel de tomilho foram os acidos para-hidréxibenzédico e o
vanilico, além de nove substincias nao identificadas na andlise (TSIAPARA et al,

2009).

2.3 Atividade Antibacteriana do Mel

Além da atividade antitumoral, uma outra caracteristica muito conhecida do mel
¢ a sua capacidade de inibir o crescimento bacteriano. Segundo Molan (1992), o mel
apresenta um efeito inibitério sobre aproximadamente 60 espécies de bactérias,
incluindo aerdbicas e anaerdbicas, gram-positivas e gram-negativas. Uma acdo
antifingica foi também observada em algumas leveduras e espécies de Aspergillus e
Peniccilium (MOLAN, 1992).

Em trabalho recente, CHACON et al (2009), avaliaram um total de trinta e uma

amostras de mel na inibi¢cdo do crescimento de varios patdgenos bacterianos, entre eles
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Escherichia coli, Salmonella entérica, Bacillus cereus, Shingella sonnei, Pseudomonas
aeruginosa, Sreptococcus mutans, dentre outros. Todas as bactérias, exceto P.
aeruginosa, foram sensiveis as amostras de mel testadas, sendo o patégeno S. sonnei o
que teve a maior inibi¢do. Esse estudo € de grande importancia, pois valoriza a
utilizacdo do mel como curativo e também como conservante de alimentos
minimamente processados.

Os processos reacionais envolvidos que indicam a sensibilidade das bactérias ao
contato com o mel podem apresentar muitas variagdes. Para BOGDANOV (1997), por
exemplo, as substancias bactericidas sdo origindrias das plantas e por este motivo
causam capacidade inibitéria dos diferentes méis uniflorais. J& MOLAN (1992) e
WAHDAN (1998) afirmam que os responsaveis pela habilidade antimicrobiana do mel
sdo os fatores fisicos, como sua alta osmolaridade e acidez, e os fatores quimicos
relacionados a presenca de substancias inibidoras, como o peréxido de hidrogénio, os
flavonoéides e 4cidos fendlicos.

O peréxido de hidrogénio é um agente antimicrobiano muito conhecido,
inicialmente aclamado por suas propriedades bactericidas e desinfetantes quando foi
utilizado pela primeira vez em atividades clinicas (TURNER, 1983). E muitos dos
patdgenos bacterianos sdo resistentes aos antibidticos sintéticos aplicados nos
ferimentos. Neste caso, na maioria dos méis a atividade antibacteriana é devido a
producdo do peréxido de hidrogénio (H,O;), devido aos mecanismos enzimaticos
presentes. No entanto, a atividade da catalase em uma ferida aberta pode diminuir o
potencial antibacteriano do mel, o que contribui para a ndo permissao de sua utilizacao
clinica sistematica (PETER, 2009).

Em geral os produtos da colméia, tais como a propolis, a geléia real e o mel, sao
ingredientes atraentes como alimentos saudaveis, utilizados desde os tempos antigos,
também como parte da medicina tradicional. A prépolis que é uma substancia resinosa
usada pelas abelhas, apresenta atividade antitumoral, antioxidante, antimicrobiana, além
de efeitos antiinflamatérios e imunomoduladores. A geléia real por sua vez, apresenta
além das atividades, antibacterianas, antiinflamatérias, antioxidante, antitumoral,
propriedade hipotensora, antihipercolesterolcémica e acdo desinfetante. Os atributos
terapéuticos dos produtos da colméia sdo atribuidos as substincias fendlicas,
especialmente os flavonéides, por apresentar uma série de propriedades bioldgicas, ja
caracterizados como atividade antibacteriana, antiinflamatdria, antialérgica, antiviral e

vasodilatadora. Os flavondides atuam também na inibicdo da peroxidagdo lipidica, na
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agregacdo plaquetdria, na permeabilidade capilar e na modulagdo de sistemas
enzimaticos, como o ciclo das oxigenases e lipoxigenases (MARTOS et al, 2008).

Nesse trabalho serdo estudados os méis dos estados do Espirito Santo, Sdo Paulo
e Minas Gerais, no que tange a determinacdo de substancias fendlicas por andlise
espectrofotométrica, com a utilizacdo do reagente de fenol de Folin-Denis, e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

As amostras de méis RLE;, RLEg e RLEy, das regides de Uberaba (MG), Sao
Carlos e Campinas (SP), estudadas neste trabalho, tiveram seus perfis cromatograficos
cracterizados em trabalho anterior por LIANDA (2009).

Os resultados para a caracterizagdo do perfil fenélico dos méis serdo comparados
com a atividade antioxidante das amostras in natura, dos seus respectivos extratos,
cujos solventes utilizados foram o acetato de etila e o éter metilico em correlagdo aos
padrdes comerciais, de diferentes flavondides e dcidos fendlicos. A maioria dos dados
que serdo apresentados estdo em conformidade com trabalhos descritos anteriormente
por nosso grupo de pesquisa (DA SILVA, 2004; LIANDA, 2004 e 2009; MONTAGNI,
2005).
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivos Gerais

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade, analisar o perfil
cromatofrafico das substincias fendlicas (acidos e flavondides) e investigar as

propriedades antioxidantes de méis brasileiros de Apis mellifera.

3.2  Objetivos Especificos
e Determinar o teor de HMF utilizando método espectrofotométrico.

e Avaliar a composicdo quimica, com base no perfil cromatografico das

substancias fendlicas, dos méis monoflorais de eucalipto e assa peixe.

e Determinar o conteddo de fendis e de flavondides totais das diferentes

amostras de méis utilizando métodos espectrofotométricos.

e Avaliar o potencial antioxidante dos diferenets méis e dos seus extratos,
utilizando o método de captura do radical livre DPPH (2,2,-difenil-1-
picrilhidrazil).

e Correlacionar o perfil cromatografico das substincias fendlicas dos méis com
os teores de fendis e flavonodides totais, bem como com a atividade

antioxidante.

36



4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Material e Métodos

Todos os solventes com graus de pureza para andlise e espectroscopicos foram
obtidos comercialmente da Vetec Quimica Fina Ltda e da Tedia Brasil, e foram
utilizados sem purificacdo prévia. A &dgua utilizada na cromatografia liquida e nas
dilui¢des das amostras de méis foi Milli-Q da Millipore. O &cido acético glacial, grau
espectroscopico (Tédia Brasil) foi usado como modificador de pH da fase aquosa nas

andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

As andlises utilizando cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)
foram realizadas em cromatofolhas de aluminio com gel de silica 60 F254 (Merck,
Darmstadf, Germany). Foram selecionados, apds diversas investigacdes, dois eluentes,
um para dcidos fendlicos e para flavondides agliconas (hexano: acetato de etila: acido
férmico — 15: 24: 1) e outro para os flavondides glicosilados (cloroférmio: metanol:
agua: dcido formico — 30: 18: 1: 1). A visualizacdo das substancias por CCDA foi feita,
quando possivel, sob luz UV a 254 e 365 nm e/ou pulverizadas com solucdo 1% de
AICl; em etanol como revelador quimico para a avaliagdo dos flavondides. As misturas
dos solventes utilizados nos processos cromatograficos foram feitas em % v/v. Como
parametros de avaliagdo foram utilizados a comparacdo do Ry (fator de retencdo) e da
cor desenvolvida na seqiiéncia de reveladores empregados para a deteccao do perfil

cromatografico dos extratos e dos padrdes.

As fracdes contendo as substancias fendlicas foram separadas por cromatografia
em coluna usando resina Amberlite XAD-2 (copolimero de estireno e divinilbenzeno,
com poro 9 nm e particula 0,3—1,2 mm), obtida comercialmente da Supelco (Bellefonte,
PA, EUA).

Os solventes e as amostras foram previamente filtrados em membranas de nylon

de 0,45 pm obtidas da Sartorius antes de serem analisadas por CLAE.

A eliminagdo dos solventes dos extratos e das fracOes obtidas das colunas
cromatogréficas foi feita sob pressdo reduzida em evaporadores rotatérios FISATON,

mantendo a temperatura do banho de dgua a 40°C.

O teor de HMF, totais de fendis e de flavonodides dos méis foram realizadas em

espectrofotometro UV/VIS (Nova 2000 UV).
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As leituras espectrofotométricas na regido UV realizadas, tanto para os padrdes
quanto para as amostras, na avaliacdo da atividade antioxidante foram obtidas no
aparelho ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay), modelo 680 microplate
reader da Bio Rad, utilizando como solvente metanol grau espectroscépico e/ou dgua de

Milli-Q.

4.3 Amostras de Méis

As amostras de méis foram compradas diretamente de apicultores ou entrepostos
de distribuicao de produtos apicolas do comércio local, Tabela 8. Os méis estudados
foram oriundos das seguintes regides: Boa Esperanca, no extremo norte do estado do
Espirito Santo; Uberaba, no Tridngulo Mineiro, e Sdo Lourenco, no sul do estado de
Minas Gerais; Sdo Carlos e Campinas no estado de Sao Paulo. Os méis analisados

foram obtidos na forma centrifugada e/ou com favos, sem passar pela centrifugacao.

Tabela 8: Amostras de méis de favos e centrifugadas estudadas neste trabalho.

Amosteas. Voral  Datada Coleta D Geogritica
NCA, Assa peixe 31/08/2007 09/2008 Sao Lourengo-MG
NCA; Assa peixe 06/09/2008 0972008 Sdo Lourengo-MG
NCA; Assa peixe 15/08/2008 0972008 Sdo Lourengo-MG

NCA;/Favos Assa peixe 15/08/2008 0972008 Sao Lourengo-MG
NCE, Eucalipto 03/01/2009 02/2009 Boa Esperanga-ES

NCEs/Favos Eucalipto 19/02/2009 02/2009 Boa Esperanga-ES

NCE¢Favos Eucalipto 03/01/2009 02/2009 Boa Esperanga-ES
RLE; Eucalipto * 08/2006 Uberaba-MG
RLE; Eucalipto * 04/2007 Séio Carlos-SP
RLE, Eucalipto % *

Campinas-SP
(entreposto)

* sem informacao; ** LIANDA (2009)

Todas as amostras foram guardadas na geladeira 2 4° C até o momento da

andlise, a fim de evitar qualquer tipo de alteracdo.
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4.3 Determinacao de HMF no mel

A determinacdo de HMF nos méis de eucalipto e assa peixe foi realizada
segundo a metodologia descrita na Instru¢do Normativa recomendado pelo Ministério
da Agricultura e Abastecimento (BRASIL, 2000).

Solubilizou-se 5 g do mel em um béquer com 25 mL de 4gua destilada, em
seguida, transferiu-se a mistura para baldo volumétrico de 50 mL. Logo ap¢s, foi
adicionado e misturado 0,5 mL de solu¢do de Carrez I e depois 0,5 mL de solucdo de
Carrez II, completando-se o volume com dgua. A mistura foi filtrada em papel filtro
qualitativo, descartando-se os primeiros 10 mL do filtrado. Em seguida, 5 mL da
solucdo foi transferida para dois tubos de ensaio, onde foram adicionados 5 mL de dgua
em um dos tubos (amostra) e 5 mL de solucdo de bissulfito de sédio 0,2% no outro
(referéncia). Apds a mistura, a absorvancia foi determinada a 284 e 336 nm em cubeta
de quartzo de 1 cm. Para cada amostra, o mesmo procedimento foi repetido no minimo
trés vezes. OBS: Se a absorvancia for maior que 0,6 a solu¢do da amostra devera ser
diluida com 4gua e a solucdo de referéncia diluida com solucdo de bissulfito de sédio
0,10%, na mesma propor¢ao.

A determinacao do HMF ¢é calculada pela aplicagdo da equacdo abaixo:
Equacgdo: | (Asgs— Aszse) x 149.7x 5 = HMF mg/Kg onde:
P

Ajgs = leitura da absorvancia a 284 nm

Ass6 = leitura da absorvancia a 336 nm

P = massa da amostra de mel em g

149,7 = (126/16830) x (1000/10) x (1000/5)

Onde, 126 = peso molecular do HMF

16830 =absortividade molar do HMF a 284 nm
1000 = conversao de g para mg
10 = dilui¢do de 5 g de mel para 50 mL
1000 = conversdo de g para kg

5 = massa nominal da amostra
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4.3.2 Preparo dos Reagentes

No preparo da solugdo de Carrez I, foram dissolvidos 15 g de ferrocianeto de
potassio em dgua destilada e o volume completado para 100 mL, em baldao volumétrico.
Ja para a solu¢do de Carrez II, foram dissolvidos 30 g de acetato de zinco em dgua
destilada e o volume completado para 100 mL, em baldo volumétrico.

A solucdo de bissulfito de sodio a 0,2% m/v foi preparada dissolvendo-se 0,2 g
de bissulfito de sédio em 4gua destilada, e o volume diluido para 100 mL, em balao

volumétrico.

4.4 Padroes Utilizados

Os padrdes utilizados nas anélises cromatograficas foram sempre com grau de
pureza elevado (~99%). Os acidos cinamico, cafeico, prototocatecuico, orto-cumarico,
para-cumdrico, siringico e meta-cumarico foram obtidos comercialmente da Sigma
Chemical Co. (Saint Lowis, MO, EUA) e os &cidos gélico, ferilico, para-metoxi-
benzoico, para-hidroxibenzdico, 2,4-diidroxibenzéico e vanilico da Merck (Darmstadf,
Alemanha). Os flavondides quercetina, morina, isoquercetina, rutina, luteonina, crisina
canferol, narigenina e apigenina foram obtidos da Merck (Darmstadf, Alemanha). A
tricetina foi doada gentilmente, pelo Prof® Dr. Mdario Geraldo de Carvalho (DEQUIM-
UFRRJ). As solucdes dos padrdes foram preparadas individualmente ou misturadas.
Essas solucdes foram feitas a 1% em metanol (grau espectroscopico) e utilizadas como
solucdo estoque padriao. Todas as solugdes foram filtradas previamente antes da anédlise

por CLAE, através de membrana de nylon de 0,45 um.

Os padrdes utilizados nas andlises espectrofotométricas para o preparo das
curvas analiticas de fendis totais foram os mesmos utilizados nas andlises
cromatogréficas: dcido gélico, protocatecuico, ferilico, vanilico, para-hidroxibenzéico,
para-cumdrico, orto-cumdrico, cafeico, siringico e meta-cumdrico, com exce¢do do
acido cindmico. Para as andlises dos flavondides foram usados quercetina, morina,

rutina, canferol e narigenina.

Para avaliacdo da atividade antioxidante foi utilizado o DPPH (2,2—difenil-1-
picril-hidrazil) obtido da Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Alemanha) também

solubilizado em metanol grau espectroscopico.
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4.5  Anadlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

Paralelamente ao estudo por CCDA procedeu-se as andlises dos padrdes e dos
extratos dos méis em um cromatdgrafo liquido equipado com detector de arranjo de
diodos (DAD), e sistema controlado por computador, utilizando o programa LCSolution
da Shimadzu. As andlises foram feitas em coluna analitica de fase reversa C-18 (Shim-
pak octadesil-C18, 250 x 4,6 mm, 5 pm de particula, da Shimadzu), sendo a temperatura
da coluna de 35 °C e usando como fase mdvel dgua: dcido acético (99:1, solvente A) e
metanol: acetonitrila (90:10, solvente B). A separacgdo foi feita com fluxo constante de
1,0 mL.min"' e gradiente de eluicdo: 35 a 65% de B em 25 min.; 65 a 85% B em 15
min; 85 a 100% B em 5 min, retornando a 35% de B apds 10 minutos. As amostras
foram solubilizadas em metanol e 10 pL. forma injetados através de injetor Rheodyne

71251 com loop de 20 pL.

O monitoramento dos cromatogramas foi realizado a 270 e 340 nm, visto que a
maioria dos 4cidos fendlicos e flavondides encontrados nos méis mostram suas
absor¢des maximas no ultravioleta, proximos a esses comprimentos de onda (MARTOS

et al, 1997).

4.6  Preparo dos Extratos de Mel

As substancias fendlicas foram extraidas do mel segundo metodologia descrita
previamente na literatura (FERRERES et al, 1994; MARTOS et al, 2000; TOMAS-
BARBERAN, et al, 2001) com algumas modificacdes (LIANDA, 2004). Para o
preparo dos extratos do mel foram pesados cerca de 50 gramas, os quais foram
misturados com 250 mL de 4gua destilada, ajustada a pH = 2 com é&cido cloridrico
concentrado e agitada com agitador magnético, a temperatura ambiente, até completa
dissolucdo. Em seguida, a amostra fluida foi filtrada através de algoddo para eliminar
possiveis particulas sélidas. O filtrado foi entdo misturado com cerca de 75 gramas de
resina Amberlite XAD-2 (poro 9 nm e particula 0,3-1,2 mm) , agitado por 10
minutos e, empacotado em uma coluna de vidro (45 x 3,5 cm). O material contido
na coluna foi lavado primeiramente com 100 mL de 4gua acidificada (pH =2 com HCI
concentrado), e depois com 150 mL de dgua destilada para remover todos os agucares
e outros constituintes polares do mel, enquanto as substdncias fendlicas

permaneceram na coluna. A fragcdo fendlica adsorvida na coluna foi entdo eluida com
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350 mL de metanol, concentrada sob pressdo reduzida em evaporador rotatério a 40° C.

O extrato metandlico foi pesado e armazenado a 4 °C até ser utilizado no processo de

extracdo liauido-liauido com acetato de etila e éter (Figura 13).

Atividade antioxidante

(DPPH)

Flavonoides totais

(AICL,)
Mel
y
50g 50g
| |
diluidos diluidos
em em
Solucéo agua acidificada Solucéo agua acidificada
(HCL, pH =2) (HCl, pH = 2)
Amberlite Amberlite
XAD-2 XAD-2
d ‘ , AW
Aciicares Fracao Fracio Acicares
(fracao aquosa) metanélica metanolica (fracao aquosa)
A \ 4
particao particao
Eter Acetato
A \ 4
EXTRATO EXTRATO
(~5-250mg) (~5-30mg)

—

Atividade antioxidante
(DPPH)

-

Analises
Cromatograficas

Figura 13: Modelo esquemaético de preparo e andlises das amostras de méis.
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Para o procedimento de extracdo liquido-liquido foram adicionados 10 mL de
agua destilada ao extrato metandlico, em seguida fez-se a particdo com dois solventes
diferentes: éter (TOMAS-BARBERAN et al, 2001) e acetato de etila (DA SILVA,
2004; LIANDA, 2009; MONTAGNI, 2005). O extrato metandlico redissolvido em 10
mL de 4gua destilada foi transferido para funil de separacdo e extraido com éter e
acetato de etila (5 x 10 mL). As fases orgéanicas foram reunidas, secas com sulfato de
s6dio anidro, concentradas até secura em rotavapor a 40°C e pesadas para obter os
extratos etéreos e o de acetato de etila. Em seguida, o extrato foi redissolvido em 5 mL
de metanol grau espectroscopico, filtrado em membrana de 0,45 um e analisado por
CLAE. Além do preparo do extrato fendlico, na Figura 13, estdo representadas também,
as seqiiencias que foram usadas para os demais ensaios (fendis e flavondides totais e

atividade antioxidante) realizados nesse trabalho.

4.7  Determinacao do Teor de Fendis Totais no Mel

A determinagado do teor de fendis totais para os méis de eucalipto e assa peixe,
foi feita pelo método espectrométrico descrito previamente na literatura (MEDA et al,
2005), utilizando o reagente de Folin-Denis (FOLIN & DENIS, 1912; SILVA, et al,
2006).

Solubilizou-se 100 mg do mel em 1 mL de 4gua Milli-Q. A uma aliquota de 0,5
mL (utilizando micropipetas de 1000uL) dessa solucdo adicionou-se 2,5 mL do
reagente de Folin-Denis, e apds 5 minutos adicionou-se 2,0 mL de uma solugdo 14% de
carbonato de sédio, recém-preparadas. A mistura reacional foi mantida incubada por 2h
e observou-se a mudancga da coloracdo da solucdo de esverdeada para azul. Em seguida,
fez-se a leitura de sua absorvancia a 760 nm, utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm
de caminho 6ptico e 4dgua Milli-Q como branco (MEDA et al, 2005; AHN et al, 2007;
KUCUK et al, 2007; PEREZ et al, 2007).

A concentracdo dos fendis totais dos méis foi determinada utilizando uma curva
analitica estabelecida com solu¢des de concentracdo conhecida para diferentes acidos
fendlicos padroes. Os resultados foram expressos, pela média de trés determinagdes,

em mg de equivalentes de cada um dos 4cidos padrdes utilizados por 100g de mel.
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4.7.1 Preparo do Reagente de Folin-Denis

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de
refluxo, foram solubilizados 5 g de tungstato de sodio diidratado (Sigma-Aldrich), 1 g
de 4cido fosfomolibdico (Sigma-Aldrich) e 2,5 mL de 4cido fosférico (Sigma-Aldrich)
com 38 mL de dgua Milli-Q. Apds duas horas de refluxo, a mistura reacional foi
resfriada, transferida para baldo volumétrico de 50 mL e seu volume completado com
dgua. A solugdo apresentou coloragdo esverdeada, foi mantida no escuro e sob

refrigeracdo até o momento do uso (Official Methods of Analysis of the, AOAC, 1950).

4.7.2 Preparo da Curva Analitica com os Acidos Fenélicos Padrdes

Foi preparada uma curva analitica a partir da solucdo aquosa padrio de cada um
dos 4cidos: gdlico, siringico, protocatecuico, ferdlico, vanilico, para-hidroxibenzodico,
para-cumarico, orto-cumadrico, meta-cumarico e cafeico (I mg/mL = 0,0059 mM).
Aliquotas de 2 a 100 pL desta dltima solucdo, conforme o anexo (pg. 97), foram
misturados com 2,5 mL do reagente de Folin-Denis, e apds 5 minutos adicionou-se 2,0
mL de solu¢do 14% de carbonato de sédio, recém-preparada. As leituras foram feitas a
760 nm, utilizando-se dgua Milli-Q como branco. A curva analitica foi construida a
partir do programa Origin 6.0 (UFRRJ), onde foi efetuada a regressao linear e obtida a
equacdo da reta [y = a + b.x], relacionando concentragdo de cada acido versus
absorvancia de cada leitura. Através dessa equagdo determinou-se indiretamente o teor
de fendis totais nas amostras (concentracdo, x), substituindo y pela média das

absorvancias de cada amostra de mel.

4.8 Determinacao do Teor de Flavonoides Totais nos Méis

O teor de flavondides totais foi determinado segundo metodologia descrita na
literatura (MEDA et al, 2005; AHN et al, 2007) utilizando como reagente o cloreto de
aluminio. A 3,0 ml da solucdo de mel em metanol (grau espectroscépico) ou em
metanol/agua (conforme a concentracdo que variou de 200-800 mg/mL), adicionou-se
3,0 mL de solucdo 2 % de cloreto de aluminio hidratado (Vetec) em metanol. Apés 30
minutos em repouso, foi realizada a leitura espectrofotométrica em 415 nm, utilizando 3

mL de metanol como branco.
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4.8.1 Preparo da Curva Analitica com Quercetina

Para a construcio da curva analitica foi preparada uma solucio padrdo com cada
um dos flavondides: quercetina, apigenina, morina, isoquercetina, rutina, canferol,
luteonina, narigenina, crisina e miricetina em metanol (1,78 mg/mL = 0,0059 mM). Em
seguida, aliquotas de 2 a 120 pL desta solucdo original, conforme anexo (pg. 93), foram
misturadas com 3,0 mL de soluc¢do de cloreto de aluminio 2% em metanol. Apds 30
minutos em repouso, foi realizada a leitura espectrofotométrica em 415 nm, utilizando 3
mL de metanol como branco. A curva analitica foi feita a partir do programa Origin 6.0
(UFRRJ), efetuando-se a regressdo linear sendo obtida a equagdo da reta [y = a + b.x],
relacionando concentracdo de cada flavondide contra absorvancia de cada leitura.
Através dessa equacgdo determinou-se indiretamente o teor de flavondides totais nas
amostras, onde se substituiu y pela média da absorvancia de cada amostra de mel para

se calcular x (concentracao).

4.9 Determinacao da Atividade Antioxidante na reacao com DPPH

4.9.1 Atividade Antioxidante dos Méis e dos Extratos

O potencial de atividade antioxidante dos méis e dos seus extratos (acetato e
éter) foi determinada por meio da capacidade seqiiestrante da solug¢do do radical livre
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (MENSOR et al, 2001). Na presenca de um
antioxidante, a coloragdo purpura da solucio de DPPH decai, e a mudanga de
absorvancia pode ser lida espectrofotometricamente (PEREZ et al, 2007). Para a
determinacdo da atividade antioxidante dos méis e dos seus extratos foi utilizado
solu¢do metandlica 0,3 mM de DPPH. Para a determinacdo da atividade antioxidante
das amostras, as solucdes dos extratos (em metanol) foram preparadas na concentragao
de 0,1 mg/mL (100 mg/mL) e a dos méis (solubilizados em metanol : 4gua — 50:50) na
concentracdo de 100 mg/mL. A partir da concetracdo inicial dessas solucdes foram
feitas dilui¢des (50, 25, 10, 1 e 0,1 pg/mL do extrato ou mg/mL do mel) para se
determinar a faixa de melhor atividade antioxidante. Os ensaios foram realizados em
microplacas com 96 pocos cada, onde foram adicionados 71 pL. da amostra ou do
padraio e 29 plL da solugdo de DPPH, que correspondeu aos seis pontos nas
concetragdes de 71; 35,5; 17,75; 7,1; 0,71 e 0,071 ug/mL de amostra ou mM de padrao

ou mg/mL de mel, como mostra a figura 14.
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Figura 14: Esquema do ensaio de atividade antioxidante utilizando o espectrofotdmetro
ELISA.

Ap6s 30 minutos de incubacdo no escuro, foram realizadas as leituras em
espectrofotometro ELISA a 520 nm. O branco especifico para cada amostra foi
determinado utilizando-se 29 pL de metanol e 71 pL da amostra (em cada
concentracdo). Para o controle positivo foi utilizado 29 uL. de DPPH e 71 pL de

metanol. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

A atividade antiradicalar (%AA) foi calculada como a porcentagem de
descoloragdo do radical DPPH, segundo a equagao abaixo, adaptada de MENSOR et al
(2001):

%AA =100 — [(AbS amostra — Abs branco) x 100 ] / Abs controle onde,

(Abs = absorvancia lida a 517 nm ap6s 30 minutos de reacao)
Absymosta = absorvancia da solu¢do de DPPH + amostra a ser analisada (mel ou extrato).
ADbS controle = absorbancia da solu¢do de DPPH + metanol (solugd@o controle positivo).
ADS pranco = absorbancia da solu¢do amostra (mel ou extrato) + metanol.

A atividade seqiiestrante do radical livre DPPH também foi expressa em termos
de CEsp (concentragdo minima necessdria para o antioxidante reduzir em 50% da
concentracdo inicial do DPPH), através da média obtida nos graficos que relacionam o
percentual de atividade contra a concentracdo da substancia ensaiada. Desta forma,

quanto menor o seu valor, maior € a capacidade antioxidante das amostras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Desde a antigiiidade, os produtos apicolas se encontram entre os elementos
naturais empregados pelo homem como complemento alimentar e, ao longo do tempo,
para combater e prevenir as doengas. Os principais produtos apicolas considerados pela
legislagdo brasileira como alimento sdo: mel, geléia real, propolis e pdlen apicola.
Existem ainda os méis compostos e os méis de abelhas sem ferrdo que ainda nao foram
contempladas pela legislacdo brasileira.

O mel de abelhas é um produto muito apreciado, no entanto, devido ao seu alto
valor comercial estd sujeito as adulteracdes. As andlises de rotina, prescritas pela
legislagdo brasileira sdo fundamentais para o controle de qualidade deste produto.
Neste trabalho adotou-se apenas a determinagcdo do conteido de hidroximetilfurfural
(HMF) para cada um dos méis, dentre as inimeras andlises fisico-quimicas possiveis de
serem realizadas, com o objetivo de se avaliar a qualidade dos méis de assa peixe e
eucalipto, e posteriormente comparou-se com os indices estipulados pela legislacao
brasileira e internacional.

A caracterizacdo de substancias fendlicas em méis, por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, tem se mostrado como uma atividade de pesquisa muito promissora.
Especialmente pelo fato dessas substancias (fendlicos e flavondides) apresentarem
comprovada atividade antioxidante (FERREIRA et al, 2009; MARGHITAS et al, 2009;
PICHICHERO et al, 2009; SOCHA et al, 2009), antitumoral (FUKUDA et al, 2009;
KANADASWAMI et al, 2009; MARANO & TAKAHASHI, 2009; TSIAPARA et al,
2009), antibacteriana (MOLAN, 1992; CHACON et al, 2009; PETER, 2009), dentre
outras propriedades.

Neste contexto, o perfil cromatografico de polifendis em méis brasileiros de Apis
mellifera tem sido estudado por nosso grupo de pesquisa hd mais de cinco anos.

O presente trabalho buscou determinar a quantidade de fendlicos e de
flavonoéides totais em méis monoflorais de Apis mellifera (eucalipto e assa peixe).

Os processos classicos de cromatografia em coluna (CC) e cromatografia de
camada delgada analitica (CCDA) foram empregados previamente, para separar,
purificar e pré-determinar as substancias fendlicas presentes nos méis e, que tiveram sua
presenca confirmada paralelamente pela cromatografia liquida de alta eficiéncia,

acoplada ao detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD).

47



A atividade antioxidante dos méis, in natura, bem como dos seus respectivos
extratos, em acetato de etila e em éter, foi avaliada neste trabalho, e possibilitou

corroborar a propriedade terapéutica do mel e de seus extratos.

5.1 Teor de 5-hidroximetilfurfural nos Méis

Todos os produtos alimenticios devem se adequar a Rotulagem Nutricional
Obrigatéria conforme a "Resolucdo RDC n. 39 de 21 de margo de 2001" (BRASIL,
2001b), portanto, é de extrema importancia a determinacdo da composi¢do fisico-
quimica e seu valor nutricional.

As caracteristicas fisico-quimicas do mel sdo utilizadas no sentido de fornecer
informacdes que possam contribuir para o conhecimento do produto, dentre elas: os
acucares, umidade, atividade diastdsica, hidroximetilfurfural, proteina, cinzas, pH,
acidez, indice de formol, condutividade elétrica, viscosidade e cor. Dentre essas
andlises, adotou-se utilizar apenas o teor de HMF como um dos parametros fisico-
quimicos de qualidade.

O hidroximetilfurfural € uma substancia formada pela reacdo de desidratacdo de
hexoses em condi¢des dcidas, fendmeno este que ocorre em uma velocidade que varia
de acordo com a temperatura a que o mel é submetido ou estocado. O seu contetido
pode aumentar com a elevacdo da temperatura, armazenamento, adicao de acucar
invertido, podendo também ser afetado pela acidez, pH, dgua e minerais no mel
(SALINAS et al, 1991). E um indicador de qualidade no mel, visto que, quando elevado
representa uma queda no seu valor nutritivo, pela destrui¢do, por meio de aquecimento
de algumas vitaminas e enzimas que sdo termoldbeis (VERISSIMO, 1988). O HMF &
utilizado como indicador de qualidade, uma vez que tem origem na degradacdo de
enzimas presentes nos méis e apenas uma pequena quantidade de enzima € encontrada
em méis maduros. Teoricamente, méis com maior taxa de frutose dardo origem a
maiores taxas de HMF, ao longo de processos de armazenagem. Pequenas quantidades
de HMF sao encontradas em méis recém-colhidos, mas valores mais significativos
podem indicar alteracdes importantes provocadas por armazenamento prolongado em
temperatura ambiente alta e/ou superaquecimento (VILHENA & ALMEIDA-
MURADIAN, 1999a) ou adulteragdes provocadas por adicdo de agucar invertido.
Embora alguns autores reportem aumentos no teor d¢ HMF com o tempo de estocagem

(DURAN et al, 1996) tais acréscimos seriam em pequena propor¢cdo, como observado
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por Faria (1993) que relatou aumento de HMF em méis armazenados durante 450 dias,
com valor maximo de 3,5 mg kg

A quantidade de 5-hidroximetilfurfural € um parametro fisico-quimico de grande
importancia na determinacao da qualidade do mel, pois ele pode sugerir se o produto foi
processado adequadamente ou mesmo adulterado, até chegar ao consumidor final
(SALINAS et al, 1991, VERISSIMO, 1988; WHITE, 1978). Além disso, estudos
recentes tém mostrado uma correlagdo significativa entre a quantidade de HMF e a
atividade citotdxica, genotdxica e mutagénica (SURH et al, 1994).

Os trabalhos de anélises fisico-quimicas de méis visam comparar os resultados
obtidos com padrdes ditados por 6rgaos oficiais internacionais, ou com os estabelecidos
pelo proprio pais, deixando claro ndo sé uma preocupag¢do com a qualidade do mel
produzido internamente, como também torna possivel a fiscalizacio de méis
importados. Segundo as normas brasileiras, o Brasil por ser um pais de clima tropical
apresenta o teor de HMF como valor maximo de 6Omg.kg'1 de mel (BRASIL, 2000),
enquanto pelo Codex Alimentarius e pela norma da Unido Européia é de 40 mg.kg™.

O mel, sendo um produto biolégico bastante complexo, pode apresentar
variacdes em sua composi¢do a depender da flora de origem, além das condicdes
climdticas e edaficas da regido onde foi produzido. No entanto, devido a grande
extensdo territorial brasileira, sio encontrados diferentes ecossistemas, cada um com sua
particularidade de clima, solo e composi¢do vegetal. Esta variagdo, além de tornar
possivel a producdo de mel durante praticamente todo o ano, faz com que exista uma
grande variagdo em relagdo as caracteristicas dos méis produzidos nestes diferentes
locais do Pais, seja em relagdo a sua composi¢do fisico-quimica, as suas caracteristicas
organolépticas (aroma, sabor e a cor) ou em relagdo a sua composi¢ao em substancias

fenodlicas.

Tem sido descrito na literatura, que o aquecimento de alimentos que contém
acucares redutores e aminodcidos durante o cozimento ou esterilizacdo desencadeia uma
seqiiéncia de reacdes ndo-enzimdticas conhecidas como rea¢cdo de Maillard, Figura 15, e
o HMF (figura 1, pg. 5) € um dos principais produtos intermedidrios dessa reagao

quimica (SURH et al, 1994).
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Figura 15. Formac¢ao de HMF a partir da reagc@o de desidratacao de agucares redutores
(LEWKOWSKI, 2001).

Os 1indices de hidroximetilfurfural dos méis analisados (Figura 16) se
enquadraram nos padrdes exigidos pela legislacdo brasileira vigente, que estabelece um
valor méximo de 60 mg. kg'1 (BRASIL, 2000). DAYRELL &VITAL (1991) afirmam
que, em paises de clima tropical, as amostras de méis costumam apresentar elevado teor
de HMF em funcdo do clima quente, sendo a quantificacio deste parametro
fundamental para a verificagdo da qualidade do produto. Analisando amostras de méis
brasileiros, esses autores encontraram valores variando de 1,1 a 248,2 mg. kg'l.

Na figura 16 estdo apresentados os valores médios de HMF referentes as
andlises em triplicata, determinadas para as dez amostras de méis estudadas neste
trabalho, em comparagdo aos valores estipulados pela legislacdo brasileira e européia.

O intervalo de variacdo de HMF apresentado nas diferentes floradas analisadas
foi de 1,9 a 64,1 mg.kg'l, sendo que apenas um mel estudado, o de eucalipto RLE,
apresentou o valor de 64,1 mg.kg "' de mel, ficando acima dos valores estipulados pela

legislacdo brasileira e internacional.
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Figura 16. Valores médios de 5-hidroximetilfurfural (HMF) encontrados nos méis de
Apis mellifera.

A chegada das amostras ao laboratorio variou de 08/2006 a 02/2009, como
mostra a Tabela 8, pg. 38. Considerando que entre as amostras de méis de eucalipto, a
amostra RLE; é a mais antiga entre todas analisadas, esse fato pode contribuir com o
mais alto teor de HMF determinado. As amostras mais recentes (NCE4, NCEs e NCE¢
favos), com chegada em 02/2009 apresentaram os menores valores de HMF, variando
entre 2,2 ¢ 3,7 mg.kg'1 de mel.

Entre os méis de assa peixe (NCA;, NCA,, NCA3; e NCA; favos), a amostra
NCA,, a mais antiga a ser coletada (08/2007) também apresentou o mais alto valor de
HMF, com 13,0 m,cg,.kg'1 de mel.

Se os valores de HMF nos méis estiverem acima do permitido pela legislacao
que regula a qualidade desse alimento, isto pode indicar que ele foi aquecido
inadequadamente, sofreu alguma adulteracio ou que ja teve o seu tempo de
envasamento e/ou de prateleira com validade vencida, podendo assim ser
desqualificados.

Os valores obtidos de andlises, quando confrontados com os pré-estabelecidos
(indices de qualidade) por 6rgdos oficiais internacionais ou pelo préprio pais, servem
para manutencdo da qualidade e fiscalizacdo do mel produzido no Pais ou mesmo
importado. No entanto, devido as diferentes condi¢Oes climéticas, edéficas e floristicas

das regides onde este mel € produzido, tem sido verificada uma grande variagdo em suas
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caracteristicas fisico-quimicas. Assim, tém-se a necessidade de uma reavaliacdo da
legislacdo vigente, adaptando-a a realidade do pais.

Das dez amostras analisadas nesse trabalho apenas uma (eucalipto RLE;) estaria
reprovada no que diz respeito ao parametro de determinacdo de HMF no que diz
respeito ao consumo humano. Entretanto, esta amostra foi mantida no estudo e

analisada quanto aos teores das substincias fendlicas e atividade antioxidante.

5.2 Teor em Fenois Totais nos Méis

Para a determinacdo indireta do teor em fendis totais nos méis de assa peixe e
eucalipto foi utilizando o método de Folin-Denis, e o conteido foi expresso em
concentracao de acido galico (mg/ 100g de mel, metodologia descrita na pg. 43). Entre
os acidos fendlicos mais utilizados como substancia padrao para a determinacdo dessas
substancias fendlicas nos méis, descritos na literatura, estd o dcido gélico (MEDA et al,
2005; SOCHA et al, 2009; FERREIRA et al, 2009; PICHICHERO et al, 2009; Al et al,
2009).

A andlise de polifendis, com base em reacdes de oxiredugdo, surgiu com os
trabalhos preliminares de Otto Folin e Macallum, em suas determinagdes qualitativas de
acido drico pelo reagente fosfotingstico. O ensaio era colorimétrico, produzindo uma
cor azul, quando o 4cido drico entrava em contato com o reagente (FOLIN e DENIS,
1912).

A partir dai, o reagente original passou a ser utilizado com derivados de fenol. E
com uma série de combinagdes sistematicas do dcido fosférico com tungstato de sédio,
molibdato de sédio e/ou com varias misturas dos dois, seguido de andlise
espectrofotométrica dos valores de cada croméforo oriundo da reagdo tanto do 4cido
urico quanto dos derivados de fenol, foram obtidos dois reagentes distintos. O primeiro
(4cido fosfotingstico) era altamente sensivel para o dcido drico, mas ndo reagia bem
com derivados de fenol, e o segundo (um composto fosfotiingstico-fosfomolibdico), de
preparacao muito mais delicada do que qualquer outro reagente colorimétrico (FOLIN e
DENIS, 1912).

A preparacdo do reagente de fenol de Folin-Denis estd descrita na parte
experimental (pg. 44). A presenca dos metais de transi¢do molibdénio e tungsténio, em

diferentes quantidades, garantem a rea¢do de oxireducdo em presenca de polifendis e
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carbonato de sédio, uma base fraca que faz a desprotona¢do do hidrogénio 4cido da

substancia fenodlica deixando-a na forma de anion fenolato, como mostra a Figura 17.

COOH COO Na*
solucdo
N32CO3
HO OH HO OH
OH OH
COO’ Na+ CcOO’ Na+
+ 2Mo* 5 + oM™ + 2HT
HO OH o) OH
OH 0

Figura 17: Reacdo de oxidacgdo do acido gélico (sal fenolato de sédio) pelo molibdénio.

N

Com isso, ocorre a reducdo dos metais contidos no reagente, e conseqiiente
formacdo de complexos de coloracio azul que podem ser quantificados por
espectrofotometria (FOLIN e DENIS, 1912; SCALBERT, 1992).

Nos dias de hoje, a determinacdo de compostos fenélicos em alimentos pode ser
realizada por reagentes diferentes baseados no mesmo principio da oxiredugdo, entre
eles estd o reagente de Folin-Ciocalteu. A reagdo entre os polifendis e este reagente
origina um complexo de cor azul que ao absorver radiacdo a 765 nm permite a
quantificacdo dessas substancias (MEDA et al, 2005).

Existem algumas diferencas no preparo de ambos os reagentes Folin-Denis e
Ciocalteu, que é na verdade uma variagdo do primeiro. O reagente de Folin-Denis leva
duas horas em refluxo contra dez horas do Folin-Ciocalteu. Além disso, uma outra
importante diferenca entre os dois estd na composi¢do quimica dessas solugdes. Além
dos elementos presentes no reagente original, o Folin-Ciocalteu leva o sulfato de litio
(LiSOy4), um sal que atua evitando a formacdo de precipitado durante a reagdo. Ainda
assim, ambos os reagentes apresentam diversas limitacdes, especialmente em termos de
reacdo quimica, pela afinidade das substincias da solu¢do que serdo reduzidas pelos
polifendis. Podendo também, interagir com outros constituintes presentes na amostra

analisada, resultando em mudanga de coloragdo e absorcdo no comprimento de onda
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especifico, o que pode favorecer a superestimacdo das quantidades substancias fendlicas
esperadas (SINGLETON e ROSSI, 1965; APPEL et al, 2001).

A Figura 18 mostra que a absorcao azul do reagente Folin-Ciocalteu mostra-se
mais intensa, em termos de absortividade molar (725nu), do que em amostras
preparadas nas mesmas condi¢cdes com o uso do reagente de fenol de Folin-Denis, como
mostra a Figura 18, adaptado de (SINGLETON e ROSSI, 1965). Neste mesmo trabalho,
que comparou estes dois reagentes, a absorvancia para a andlise de vinho em
comparacdo com o acido gélico nas mesmas condi¢des, também foi superior para o

Folin-Ciocalteu.
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Figura 18: Rendimento da absorvancia em relagdo ao acido gélico e outras substancias
redutoras, adaptado de (SINGLETON e ROSSI, 1965).

Contudo, ndo se pode dizer qual dos dois reagentes € mais eficiente, pois uma
maior absortividade molar em reacdes com diferentes amostras ndao indica maior ou
menor seletividade dos reagentes, pois eles podem ter sido reduzidos por outros
constituintes do extrato, e a intensidade da reacdo, depende também da estrutura dos
fendis, ocasionando maiores ou menores absorvancia na andlise (APPEL et al, 2001).

Em se tratando da determinacdo do teor de fendis totais em amostras de méis,
nao foi encontrado na literatura, nenhum trabalho que compare a utilizagdo desses dois
métodos de andlise espectrofotométrica, o de Folin-Denis e o de Folin-Ciocalteu. No
entanto, o nosso grupo de pesquisa vem utilizando o método de Follin-Denis, que tem
se mostrado sensivel o bastante para estimar o conteido de fendis totais em méis

brasileiros.
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Ao aplicar este método, o teor em polifendis € frequentemente expresso em
termos de concentracdo em 4cido gélico, onde € necessdrio construir uma curva
analitica com solugdes padrdo desta substancia.

Para a determinacao indireta do teor de fendis totais em cada amostra de mel,
utilizou-se a curva analitica tracada com as concentra¢des de 0 — 0,025 mg.mL™ do
acido galico, e assim determinou-se a sua equacao da reta.

Os dados utilizados para construcdo da curva analitica do dcido galico, bem
como para a preparagdo das curvas dos outros dcidos (cafeico, meta-cumarico, orto-
cumadrico, para-cumadrico, para-hidroxibenzdico, vanilico, fertlico, protocatecuico e
siringico), que foram estudados individualmente no mel, estdo mostrados mais
detalhadamente no anexo (pg. 97).

Inicialmente, serdo apresentados os resultados obtidos para os teores em fendis
totais, e depois os teores em acidos fendlicos individuais determinados em cada mel.

Na Tabela 9 estdo apresentados os valores das absorvancias obtidas nos ensaios
realizados com o reagente de Folin-Denis, feitos em triplicatas, para os dez méis

estudados nesse trabalho, bem como a média e o desvio padrao obtidos.

Tabela 9. Valores das absorvancias (em triplicata) dos méis de assa peixe e eucalipto
para os ensaios realizados com o reagente de Folin-Denis.

Amostras de mel Absorvancia Média
(UV-760nm) Abs. = D.P’
1° 2° 3°

NCA; 0,273 0,275 0,285 0,278+0,006
NCA, 0,435 0,436 0,423 0,431+0,007
NCA; 0,454 0,427 0,456 0,446+0,016
NCA; (Favos) 0,579 0,600 0,607 0,595+0,015
NCE, 1,011 0,996 1,015 1,007+0,010
NCE; (Favos) 1,010 1,146 1,069 1,075+0,068
NCE, (Favos) 0,708 0,716 0,767 0,730+0,032
RLE, 0,884 0,894 0,943 0,907+0,032
RLEg 1,102 1,128 1,164 1,131+0,031
RLE, 1,553 1,541 1,548 1,5474+0,006

* DP = desvio padrao

Na Tabela 10 estdo apresentados os resultados obtidos a partir da curva analitica,
obtida para o 4cido gélico e demais 4cidos padrdes (em anexo pg. 97). A partir da
equacao da reta obtida para o 4cido gélico, foi calculado o teor de fendis totais (valor de
X na equagdo da reta), substituindo-se o valor das absorvancias de cada ensaio das

amostras de mel (Tabela 9), pelo valor de Y da equagdo da reta. E a partir das
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equagdes das

retas

dos

demais

acidos

padrdes

foram possiveis

indiretamente, os niveis individuais de cada dcido presente no mel.

determinar,

Tabela 10. Resultados obtidos a partir da curva analitica preparada com diferentes
acidos fendlicos padroes.

Acidos Valor * Erro Valor + Erro R D.P.* Equacao
A B
gélico 0,0828+0,01521  81,75914+1,34147 0,99892 0,032  Y=0,0828+81,75914X
cafeico 0,1505+0,018 142,8241242,203  0,99893 0,039 Y=0,1505+142,82412X
m-cumarico 0,23645+0,015 74,16945+1,181  0,99886 0,026 Y=0,23645+74,16945X
o-cumarico 0,23424+0,01014  58,96444+0,811  0,99915 0,018 Y=0,23424+58,96444X
p-cumarico 0,21796+0,01188  70,23431+0,94999 0,99918 0,021 Y=0,21796+70,23431X
p-OH-benzéico  0,25886+0,0253  72,7173743,38156  0,99357 0,038  Y=0,25886+72,71737X
vanilico 0,14352+0,01791  90,76225+1,39831  0,99893 0,031 Y=0,14352+90,76225X
feruilico 0,19134+0,00983  72,79119+0,70778  0,99957 0,017 Y=0,19134+72,79119X
protocatecuico  0,15406+0,0207  118,69606+2,18239 0,99882 0,033  Y=0,15406+118,69606X
siringico 0,15252+0,00739  52,69362+0,48952 0,99961 0,013  Y=0,15252+52,69362X
* DP = desvio padrio; P <0,0001

Para o calculo dos teores em fendis totais de cada amostra, suas absorvancias

foram substituidas na equacdo fornecida pela reta, cujos valores foram expressos em mg

de equivalentes de 4cido gélico/100 g de mel, conforme demonstrado abaixo, utilizando

a amostra assa peixe NCA |, como exemplo:

Amostra Absorvancia Equacao reta para
(UV-760nm) acido galico
10 20 30
NCA, 0,273 0,275 0,285 Y=0,0828 + 81,75914X

Substituindo-se a letra Y da equacdo pelo valor da 1° absorvancia, o valor de X

foi calculado:

0,273= 0,0828 + 81,75914X

X= 0,002326345 mg.mL"

O valor de 0,002326345 mg (em equivalentes de dcido gdlico) foi determinado

por mL (solu¢do usada no ensaio), o cdlculo final deve considerar que para cada
amostra foram utilizados 5,0 mL de soluc@o no ensaio (0,5mL da solu¢do de mel + 2,5
mL do reagente de Folin-Denis + 2,0mL da solu¢do de carbonato de sédio). Sendo
assim, a massa de 4cido gdlico que corresponde a essa solugao foi de 0,011631725 mg.

Considerando que nesse volume de 5,0 mL de solucdo s6 hd apenas 0,05g de mel,
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conclui-se que em 100g de amostra (NCA ) ha 23,26345 mg em equivalentes de dcido
gdlico. Esse mesmo raciocinio foi repetido para cada um dos outros dois valores de
absorvancias do mel de assa peixe (NCA; Tabela 9), bem como para todas as outras
amostras.

As médias dos valores calculados para os teores em fendis totais para cada

amostra de mel, tendo como fendlico padrao o dcido galico, estdo reunidas na Figura 19.

Fenéis Totais - Equivalente de Acido Galico
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Figura 19. Teor de 4cido gélico equivalente nos méis de assa peixe e eucalipto.

Conforme pode ser observado, o teor em fendis totais para os méis estudados
nesse trabalho variou significativamente com o tipo de mel analisado, apresentado os
valores de 23,83 a 62,69 mg acido gélico/100 g, para os méis de assa peixe, e de 79,2 a
179,13 mg 4cido gélico/100 g para os méis de eucalipto (Figura 19). Dos méis
analisados, o mel assa peixe (NAC;) foi o que apresentou uma menor concentragao
(23,83 mg acido galico/100 g de mel) nestas substancias.

Ao comparar esses resultados com os estudos realizados com méis heterofloral e
monofloral do Rio de Janeiro e Sao Paulo, onde foi relatado uma faixa entre 42,8 a 78,2
mg/100 g de mel, para méis silvestres e 34,0 a 53,2 mg/ 100g de mel para méis de
laranjeira (LIANDA, 2009), verificou-se que os valores obtidos no presente trabalho
foram superiores.

Ao comparar também esses resultados com os determinados em estudos
semelhantes realizados com méis de outros paises e de diferente origem floral,

verificou-se que os valores determinados nesse trabalho sdo, sem duvida, superiores.
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mg/100g de mel

Em comparagdo aos valores obtidos para méis de ervas da Polonia, SOCHA et al
(2009) relataram uma variacdo de 21,7 a 75,3 mg em equivalentes de acido gélico/100g
de mel, estando também abaixo dos contetdos relatados nesse trabalho.

Para vinte e quatro amostras de méis da Roménia, AL et al (2009) relataram
uma variagao de 2,0 a 39,9 mg; 16,00 a 38,0 mg e de 20,0 a 45,0 mg em equivalentes de
acido galico/100 g de mel para mel de acécia, limdo e girassol, respectivamente.

Em outro trabalho com méis italianos, vinte sete amostras de méis florais de
diferentes origens da Itdlia apresentaram um teor de fendis totais variando de 60,50 a
274,04 mg/Kg de mel em equivalentes de dcido gilico (PICHICHERO et al, 2009),
mostrando também que os méis brasileiros de Apis mellifera foram superiores quanto
aos teores de fendis totais.

A comparacdo desses resultados pode sugerir que a concentracdo e o tipo de
substancias fendlicas encontradas dependem da origem floral e/ou geografica do mel, e
essas substancias sdo as principais responsdveis pelas propriedades bioldgicas (AL-
MAMARY et al, 2002; KUCUKET et al, 2007; WEI & ZHIRONG, 2003).

Os teores em éacidos fendlicos individuais obtidos para cada uma das dez
amostras de mel estdo especificados nas Figuras 20 e 21, sendo estes valores referentes

a média para trés determinacoes.

Fenois Totais - Méis de Assa peixe
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Figura 20. Teores em dcidos fendlicos individuais para os méis de assa peixe.
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A partir da andlise da Figura 20, foi possivel observar que entre os resultados
obtidos, a amostra NCAj3 (favos) foi a que apresentou os maiores valores em &acidos
fendlicos, até mesmo quando comparada com a amostra NCAj centrifugada. O teor da
amostra NCAj; (favos) variou de 31,15 mg em equivalentes de dcido cafeico a 84,04 mg
em equivalentes de dcido siringico /100g de mel, enquanto a NCAj; (centrifugada)
variou de 20,67 mg em equivalentes de dcido cafeico a 55,63mg em equivalentes de
acido siringico /100g de mel.

Entre os 4cidos fendlicos avaliados nos méis de assa peixe, a concentragao em
termos do 4cido siringico foi a maior, com valores médios de 54,08 mg. Seguido pelo
acido galico e orto-cumdrico, com 43,38 e 34,47 mg, respectivamente. J4 os acidos
cafeico e protocatecuico, com média de 20,10 e 23,88 mg, respectivamente, foram os
que apresentaram os menores conteidos dentre os méis de assa peixe.

A centrifugacdo do mel, antes do seu envasamento, ¢ um tipo comum de
manipulacdo industrial, para grandes quantidades do produto. J4 o mel de favos, ou
deles espremidos manualmente, ¢ uma maneira artesanal de manipular o produto. De
acordo com SEELEY (2006) as abelhas usam a propolis, que € rica em polifendis, para
reforcar a cera dos favos, fazendo uma espécie de assepsia enquanto sdo preparados
para receber o mel. Esse fato talvez possa ser uma das explicagdes para a presenca de
uma maior quantidade de acidos na amostra de mel de favos (NCEs favos), quando
comparada a amostra centrifugada (NCA3), que € o mesmo mel, porém diferindo apenas
no seu processamento.

Na Figura 21 estdo apresentados os resultados de acidos fenodlicos individuais

obtidos para os seis méis de eucalipto, sendo dois de favos, as amostras NCE5 e NCEg.
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Fenois Totais - Méis de Eucalipto
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Figura 21. Teores em acidos fendlicos individuais para os méis de eucalipto.

Ao analisar os resultados obtidos para os méis de eucalipto, foi observado que a
amostra RLEg foi a que apresentou os maiores valores em dcidos fendlicos individuiais
quando comparadas as outras amostras de méis. Os seus contetidos variaram de 97,8
mg a 264, 7mg /100 g de mel em equivalentes de 4cido cafeico e dcido siringico,
respectivamente. J4 a amostra NCEg favos foi a que apresentou a menor quantidade,
variando de 40,6mg/ 100g de mel em equivalentes de 4cido cafeico a 109,66mg/100 g
de mel em equivalentes de dcido siringico /100g de mel.

Entre os 4cidos fendlicos avaliados para as amostras de eucalipto, foi também a
concentracdo em termos do 4cido siringico a maior, com média de 173,43 mg, seguidas
dos écidos orto-cumdrico e para-cumdrico com 141,13 e 120,8 mg, sendo basicamente
a mesma quantidade de 4cido galico (120,31 mg). E os 4cidos cafeico e protocatecuico
apresentaram os menores conteidos, com valores médios de 64,13 e 76,86 mg,
respectivamente.

O fato de entre os dcidos estudados, os dcidos siringico, orfo-cumarico, para-
cumdrico e gilico mostrarem mais altos niveis entre as dez amostras, sugere que estes

acidos podem ser considerados caracteristicos dos méis monoflorais estudados.
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5.3 Teor em Flavonoides Totais dos Méis

Um dos métodos para a determinagdo do teor de flavondides em méis baseia-se
no uso de uma solu¢do metandlica de cloreto de aluminio (AICl3). Esta solucdo foi
sugerida inicialmente para diagnosticar a preseng¢a de antocianinas, uma classe de
pigmentos do grupo dos flavondides que sdo encontradas principalmente em flores, mas
muitas vezes também em frutos, sendo responsavel por sua coloracao.

A partir de 1954, Harbone sugeriu o uso do cloreto de aluminio para a
determinagdo espectrofotométrica da presenca de certos grupamentos quimicos em
flavondides (MABRY et al, 1970).

Os métodos espectrofotométricos usando AICIl; embora permitam quantificar
flavondides com estruturas similares, sdo convenientes e apropriados nas determinacoes
de flavondis e flavonas, porém apresentam limitacdes na sensibilidade e especificidade.

O principio dessa andlise € a formagdo de complexos estdveis formados entre o
cation aluminio e os flavondides, como mostra a Figura 22, originando uma coloragdo

amarela que pode ser avaliada através de uma andlise espectrofotométrica a 415nm.

Figura 22: Complexo Flavondide-Al com solu¢do metanélica de cloreto de aluminio.

A formacdo deste complexo promove um desvio batocrémico (para maiores
comprimentos de onda) no espectrofotdmetro, além de uma intensificacdo na absorcao.
A estabilidade do complexo obtido deve-se a formacdo de um anel de seis membros
estdvel através do 4tomo de aluminio com a hidroxila em C-5 e o grupo carbonila em C-
4. Dessa maneira, € possivel determinar a quantidade de flavondides, evitando-se a
interferéncia de outras substancias fendlicas, principalmente os &dcidos, que também
podem formar complexos com AICl;, mas absorvem em comprimentos de onda muito
inferiores, evitando-se dessa maneira interferéncias nas medidas de absorbancia

(WOISKY, 1996; WOISKY & SALATINO, 1998; MEDA et al, 2005).

61



Os flavondides presentes no mel podem ter origem no pdlen, na propdlis e no
néctar, sendo a propdlis a fonte mais rica em flavonoides (FERREIRA ef al, 1997).

Para a determinagdo indireta do teor de flavonodides totais para cada amostra de
mel, utilizou-se a quercetina como padrao.

Os dados utilizados para construcdo da curva analitica da quercetina, bem como
para a preparagdo das curvas dos outros flavondides (morina, rutina, canferol e
narigenina), que foram estudados individualmente no mel, estdo mostrados mais
detalhadamente no anexo (pg. 97).

Inicialmente, serdo apresentados os resultados obtidos para os teores em
flavonodides totais, e depois os teores em flavondides individuais determinados para

cada mel.

Na tabela 11 estdo apresentados os valores das absorvancias obtidas para as dez
amostras de méis avaliadas na presenga de uma solucio 2% de AICl; em metanol, como

descrito na metodologia (pg. 44).

Tabela 11. Valores das absorvancias (triplicata) para os méis de assa peixe e eucalipto
e, com suas respectivas médias e desvios padrao.

Amostras Absorvancia Média
(UV-415nm) Abs. £ D.P.*
1° 2° 3°

NCA; 0,052 0,041 0,063 0,052+0,011
NCA, 0,058 0,041 0,045 0,048+0,009
NCA; 0,010 0,014 0,012 0,012+0,002
NCA; (Favos) 0,185 0183 0,187 0,185+0,002
NCE, 0,175 0,171 0,173 0,173+0,002
NCE;s (Favos) 0,104 0,106 0,109 0,106+0,003
NCE (Favos) 0,080 0,098 0,062 0,080+0,018
RLE, 0,073 0,048 0,071 0,064+0,014
RLEg 0,077 0,091 0,080 0,083+0,007
RLE, 0,155 0,148 0,151 0,15140,004

* DP = desvio padrio

O teor em flavondides totais foi expresso em termos de concentracdo em
quercetina sendo por isso necessario a constru¢do de uma curva analitica com solucgdes
padrdo de quercetina em diferentes concentracdes de 0 — 0,025 mg.mL™.

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados obtidos a partir da curva analitica,
obtida para quercetina e para os demais flavondides avaliados (em anexo pg. 97). A

partir da equacdo da reta obtida para quercetina, foi calculado o teor de flavondides
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totais (valor de X na equagao da reta), substituindo-se o valor das absorvancias de cada
ensaio das amostras de mel (Tabela 11), pelo valor de Y da equagdo da reta. E a partir
das equacOes das retas dos demais flavondides padrdes foram possiveis determinar,

indiretamente, os niveis individuais de cada flavonéides presentes no mel.

Tabela 12. Resultados obtidos a partir da curva analitica preparada com diferentes
flavonoéides padrdes.

Flavonéide  Valor £ Erro Valor + Erro R D.P.*  N#* Equacao

A B

Quercetina  0,00482+0,0140  47,44374+1,071 0,99797 0,0261 10  Y=0,00482+47,44374X
Morina -0,03084+0,013  57,75397+0,854 0,99891 0,0259 12 Y=-0,03080+ 57,75397X
Rutina -0,02492+0,011  28,05653+0,351 0,99922 0,0215 12 Y=-0,02492+ 28,05653X
Canferol -0,032440,013  90,34225+0,918 0,99954 0,026 11  Y=-0,0324+ 90,34225X
Narigenina  3,2.10*+1,4.10"  0,5146+0,002  0,99995 23.10* 9 Y=3,210"+ 0,5146X

* DP = desvio padrdo; N** = niimero de pontos na curva; p < 0,0001

Para o calculo dos teores em flavondides totais de cada amostra, suas
absorvancias foram substituidas na equacdo fornecida pela reta, cujos valores foram
expressos em mg de equivalentes de quercetina/100 g de mel, conforme demonstrado

abaixo, utilizando a amostra assa peixe NCA |, como mostra o exemplo:

Amostra Absorvancia (UV- Equacao reta para quercetina
760nm)
1° 2° 3°
NCA, 0,052 0,041 0,063 Y=0,00482 + 47,44374X

Substituindo-se a letra Y da equacdo pelo valor da 1° absorvancia, o valor de X
foi calculado:
0,052=0,00482 + 47,44374X
X=0,00099444 mg.mL"

O valor de 0,00099444 mg (em equivalentes de quercetina) foi determinado por
mL (solu¢do usada no ensaio), o cdlculo final deve considerar que para cada amostra
foram utilizados 6,0 mL de solucdo no ensaio (3,0mL da solu¢do de mel + 3,0mL da
solucdo de AICls). Sendo assim, a massa de quercetina que corresponde a essa solugcdo
foi de 0,00596664 mg. Considerando que nesse volume de 6,0 mL de solucdo s6 ha
apenas 1,8g de mel, conclui-se que em 100g de amostra (NCA;) h4a 0,33148 mg em
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equivalentes de quercetina. Esse mesmo raciocinio foi repetido para cada um dos outros
dois valores de absorvancias do mel de assa peixe (NCA; Tabela 11), bem como para
todas as outras amostras.

As médias dos valores calculados para os teores em flavondides totais para cada

amostra de mel estdo reunidas na Figura 23 a seguir.

Flavonoides Totais - Equivalente de Quercetina
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Figura 23: Teor de quercetina em equivalentes nos méis de assa peixe e eucalipto.

A quercetina € um dos padrdes mais utilizados para as determinagdes dos teores
de flavonddes totais em méis. Conforme pode ser observado, o teor em flavondides
totais para os méis estudados nesse trabalho variou de 0,04 a 2,53 mg equivalentes em
quercetina/100g mel, para os méis de assa peixe, e de 0,4 a 1,54 mg quercetina/100 g
para os méis de eucalipto (Figura 23). Dos méis analisados, o mel assa peixe (NAC3) foi
0 que apresentou uma menor concentracdo (0,04 mg quercetina/100 g de mel) nestas
substancias.

De um modo geral, os resultados indicam existir uma diferenca significativa
entre teor em flavonodides e a origem floral e/ou geografica do mel.

Ao comparar esses resultados com os realizados por LIANDA (2009), para méis
heterofloral e monofloral do Rio de Janeiro e Sao Paulo, onde os valores encontrados
variam de 0,25 a 4,27 mg em querecteina/100 g de mel, para méis silvestres e de 0,25 a
0,3 mg em quercetina/100g de mel para méis de laranjeira, foi possivel verificar que os
valores obtidos no presente trabalho foram muito superiores para os méis monoflorais
de eucalipto (0,71 — 1,54 mg/100g) quando comparados ao de laranjeira (0,25 — 0,3
mg/100g).
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Contudo, ao comparar esses resultados com os determinados em estudos
semelhantes realizados com méis de outros paises e de diferentes origens florais, os
quais variam entre 0,2 e 8,4 mg de quercetina/100g de mel (MEDA et al, 2005; SOCHA
et al, 2009), foi possivel verificar que os valores determinados neste trabalho estdao
abaixo do intervalo de valores referidos por esses autores.

Os resultados obtidos estdo de acordo com os relatos da literatura que sugerem
que nos méis brasileiros os dcidos fendlicos s@do bem mais abundantes que os
flavondides (LIANDA, 2009; SOCHA et al, 2009).

Os teores em flavondides individuais obtidos para cada uma das dez amostras de
mel estdo especificados nas Figuras 24 e 25, sendo estes valores referentes a média para

trés determinacgdes.

Flavonoides - Méis de Assa peixe

O NCALl B NCA2 O NCA3 0O NCA3 favos

mg/100g de mel

o) i — :__ﬂ

Morina Rutina Canferol Quercetina

Flavonoides

Figura 24. Teor em flavonéides individuais nos méis de assa-peixe.

Semelhantemente aos resultados obtidos com os fendlicos, a amostra NCA;
favos também apresentou o maior resultado em comparagao 4 sua amostra centrifugada
(NCA3) com uma variagdo de 2,53mg em equivalentes de quercetina para 4,99mg em
equivalentes de rutina/100g de mel, contra 0,04 mg em quercetina para 0,33mg em
equivalentes de rutina/100g de mel. Esse fato corrobora a idéia de SEELEY (2006)
indicando que os favos, por receberem uma camada de resina, rica em polifendis,
apresentam também, uma maior quantidade de flavondides em relagdo a sua amostra

centrifugada.

Na Figura 25 estdo apresentados os resultados em flavonodides individuais

obtidos para os seis méis de eucalipto, sendo as amostras NCEs e NCEg (méis de favos).
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Flavonoéides Totais - Méis de Eucalipto
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Flavonéides

Figura 25. Teor em flavondides individuais para os méis de eucalipto.

A amostra RLEg apresentou o maior teor de flavonodides variando de 0,69mg de
canferol equivalente para 2,09mg de rutina /100g de mel. E semelhante aos resultados
obtidos para os fendlicos o mel NCEg favos, apresentou o menor resultado entre todos
analisados com 0,31mg de canferol equivalente, valor minimo, e 0,93mg de rutina

/100g de mel.

A quercetina é um dos padrdes mais utilizados nas determinacdes dos teores de
flavonédes em méis. E nas andlises realizadas neste trabalho, o teor de quercetina
equivalente variou de 0,04mg, valor minimo obtido com a amostra NCA3, a um valor

maximo de 2,53mg/100g de mel para a amostra NCAj3 favos.

Os resultados de SOCHA et al (2009) para a determinacio do teor de quercetina
em diferentes amostras de méis poloneses foram de 6,9 a 28,5mg de equivalente de

quercetina /100g de mel.

O teor de flavondides totais para vinte e quatro amostras de méis romenos foi
determinado por AL et al (2009), que obteve uma variacao de 0,91-2,42; 4,70-6,98 e
11,53-15,33mg de quercetina equivalente /100g de mel de acédcia, limdo e girasol,

respectivamente.

Em um outro trabalho com méis italianos, vinte sete amostras de méis florais de
diferentes origens da Itdlia apresentaram um teor de equivalentes de quercetina variando

de 41,88 a 211,68 mg/Kg de mel (PICHICHERO et al, 2009).

Os métodos espectrofotométricos usando AICI; embora permitam quantificar

flavondides com estruturas similares, sdo convenientes e apropriados nas determinagdes
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de flavondis e flavonas, porém apresentam limita¢des na sensibilidade e especificidade.
O uso deste reagente na determinagdo de flavonas, flavondis, flavanonas e isoflavonas
se encontra bem documentados (Tabela 13). No caso, dos flavondis (quercetina,
canferol, rutina, miricetina e morina) e flavonas (apigenina, crisina e luteolina), é gerado
um complexo estdvel com um maximo de absor¢do a 415 nm (JURD, 1962). As
flavanonas naringenina, hesperidina e naringina ndo apresentam absor¢do importante
com AICl;, porém sdo ativas com 2,4-dinitrofenilidrazina com méaximo de absor¢do a

495 nm.

Tabela 13: Bandas de absor¢do de flavondides em solu¢do metandlica e na presenca de
cloreto de aluminio (AICI3).

Deslocamento por

Tipos de Flavonoides Banda I (nm) I];:?:;?) complexacio com
AICl; (nm)*
Flavonas 310-350 250-280 + 35-55
Flavondis 350-385 250-280 + 35-55
Flavonéis (3-OH substituido) 330-360 250-280 + 50-60
Isoflavonas 310-330 ombro 245-275 +10-14
Flavanonas e diidroflavonois 300-330 ombro 230-270 +20-26

*Em 415 nm, os 4cidos fendlicos e outras substancias fendlicas ndo absorvem em presenca de AICl;, por
isso ndo hd interferéncia destas substancias na quantificag¢do de flavonéides.

Os complexos formados entre outros flavondis e o aluminio absorvem bem
proximo de 425 nm, mas os complexos derivados da classe das flavonas e flavanonas
absorvem em comprimentos de onda inferiores, o que pode causar uma superestimativa
nas determinacOes de misturas muito ricas em flavonas e flavanonas, como pode ser

observado com a naringenina na Figura 26.
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Figura 26. Teor de naringenina em méis de assa-peixe e eucalipto, referente a média de
trés determinagdes.

Como pode ser observado, os resultados mostram valores altos em equivalentes
de naringenina obtidos para cada amostra, variando de 5,26 a 239,25 mg/100g de mel.
Esses teores foram calculados a partir da equacdo da reta mostrada na Tabela 12 (pg
63), obtida pela reacdo entre a solucdo de naringenina padrao, em diferentes
concentracdes, com o AlCl; em metanol.

A equacgdo da reta mostra os coeficientes linear e angular (A e B), com valores
muito menores (3,2.10* ¢ 0,5146) em comparacdo aos valores observados para as outras
equacgoes, referentes aos flavondis (rutina, quercetina, morina e canferol). Neste
contexto, o AICI; em metanol ndo se mostrou um bom reagente de complexacdo para
promover o desvio batocrdmico (para maior comprimento de onda), bem como a
intensificacdo da banda de absor¢do da flavanona naringenina no espectrofotometro.
Esse fato, provavelmente pode ser explicado pela auséncia da hidroxila no carbono C3,
bem como a falta de insaturacao nos carbonos C2-C3, na estrutura da narigenina (Figura
27) que auxilia a complexagdo com o cdtion aluminio A estabilidade do complexo
obtido deve-se a formacdo de um anel de seis membros estdvel e planar através do
atomo de aluminio com a hidroxila em C-5 e o grupo carbonila em C-4, que tem no C-3

adjacente uma ligacao dupla e uma hidroxila, como no caso dos flavondis.
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Figura 27. Estrutura da flavanona naringenina

As flavonas e flavondis, do ponto de vista da reatividade, formam complexos
estdveis com cloreto de aluminio e sdo suscetiveis a serem analisados mediante
espectrofotometria ultravioleta-visivel (MABRY et al, 1970; MARKHAM, 1982),
entretanto, as flavanonas reagem melhor com 2,4-dinitrofenilhidrazina (NAGY Y
GRANCALI 1996), situac@o que tem sido avaliada por Chang et al (2002), Kosalec et al
(2004) e GROSSO et al ( 2007) para estimar o total de flavondides em propolis de
diferentes paises. No primeiro caso se formam complexos de coloracdo amarelo
formados pelos flavondis (3,5-diidroxiflavondis) que absorvem a 415 nm, e no segundo,
formam-se derivados de coloracdo laranja de 2,4-dinitrofenilidrazonas (Figura 28),

através da reac@o que acontece na carbonila (C-4) da flavanona e que absorve a 495 nm.

I OH

ReS

OH 1,\1
NH
NO,

NO,

Figura 28. Estrutura do derivado 2.4-fenilidrazona formado através da naringenina e
2.4 dinitrofenilidrazina.
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54 Atividade Antioxidante dos Méis e seus Extratos

Radicais livres (RL) e espécies reativas de oxigénio (ERO) desempenham papel
fundamental no metabolismo celular. No entanto, quando em excesso, podem gerar
estresse oxidativo, levando a alteracdes teciduais responsaveis por diversas patologias,
incluindo o cancer (DROGE, 2002). Antioxidantes s3o compostos que atuam inibindo
e/ou diminuindo os efeitos desencadeados pelos radicais livres e pelos compostos
oxidantes (CHEN er al, 2000). Entre os antioxidantes mais conhecidos estdo as
vitaminas, principalmente vitaminas C e E, os dcidos fendlicos e os flavondides, entre
os quais pode-se citar os 4cidos galico, caféico, protocatecuico, quercetina, rutina,
hesperidina e naringenina.

Muitas substincias obtidas de alimentos tém sido identificadas como
seqiiestradoras de espécies reativas de oxigénio, sendo capazes de proteger o corpo
humano dos efeitos provocados por estas espécies, além de retardar o aparecimento de
muitas doencas cronicas (MEDA et al, 2005). Uma das propriedades mais promissoras
do mel € sua atividade antioxidante, que resulta principalmente da presenga natural de
substancias fendlicas como dcidos fendlicos e flavondides, em sua composi¢ao

Diferentes métodos tém sido desenvolvidos para obter a diferenciacdo, seja
qualitativa ou quantitativa, da capacidade antioxidante de compostos, tanto através de
testes sem a utilizagdo de células (testes quimicos) ou utilizando culturas celulares
(testes bioldgicos). Os testes quimicos s@o mais rapidos e simples de serem executados,
e embora sejam muito utilizados, ndo s@o representativos das condi¢des celulares do
homem.

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 muito usado para se avaliar a capacidade seqiiestrante de produtos da apicultura,
como poélen (CAPES et al, 2008), propolis (AHN et al, 2007) e mel (MEDA et al,
2005). Esse radical organico estavel é muitas vezes preferido na andlise de seqiiestro de
radicais livres em fungdo da sua rapidez e simplicidade. Esse método € baseado na
reducdo de solugdes alcodlicas de DPPH a 517 nm na presenga de um antioxidante

doador de hidrogénio.

Neste trabalho, a propriedade antioxidante dos méis de assa peixe e eucalipto foi

avaliada pelo ensaio do DPPH, que € um método muito utilizado nesse tipo de
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determinagdo. Na presenca de um antioxidante, a coloragdo purpura da solu¢do de

DPPH decai, e a mudanca de absorvancia pode ser lida espectrofotometricamente

(PEREZ et al, 2007).

A atividade antioxidante ou antiradicalar pode ser observada visualmente pela
descolorac¢do do radical DPPH ao entrar em contato com a amostra de mel ou do seu

extrato em concentragdes previamente determinadas, Figura 29.

FEPEBEANERRE

Figura 29. Microplaca mostrando a mistura das solucdes de mel em diferentes
concentragdes com a solucdo de DPPH em concentragdo fixa. A) Apds 3 minutos. B)
Ap6s 20 minutos.

O teste com DPPH, o qual utilize uma rea¢do redox com o radical 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil, pode ser usado para determinar a capacidade antioxidante do mel e dos
seus extratos. O radical tem uma coloragdo violeta, devido ao um elétron
desemparelhado sobre o nitrogénio, e depois da reacdo com uma substancia
seqiiestradora de radical (como os polifendis, por exemplo), o DPPH-H reduzido (2,2-
difenil-1-picril-hidrazina) passa a ter coloragdo amarela. Esta mudanca de coloragcdo
pode ser observada espectrofotometricamente a 517 nm e desta maneira o potencial

antioxidante de uma substancia ou de um extrato pode ser determinado (Figura 30).
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Figura 30. Andlise espectrofotométrica de uma solu¢cdo de DPPH com substincias
antioxidantes.

Embora o mecanismo de acdo antioxidante das substancias fendlicas ndo esteja
totalmente esclarecido e possa variar de acordo com a estrutura quimica dos compostos
(GUO et al, 1999), de modo geral, os flavondides sdo capazes de doar hidrogénio para
os radicais livres, estabilizando-os e impedindo o estresse oxidativo capaz de gerar
danos tissulares ou morte celular (CHEN et al, 1990; SAIJA, 1995; JOVANOVIC et al,
1998).

Todas as determinacOes foram realizadas em triplicata. A porcentagem de
atividade de seqiiestrante (%AA) foi determinada segundo a férmula de Mensor et al

(2001).

A atividade seqiiestrante do radical livie DPPH também foi expressa em termos
de CEs (concentracdo efetiva minima necessdria para o antioxidante reduzir em 50% a
concentracdo inicial do DPPH), através da média obtida nos gréficos, que relaciona o
percentual de atividade versus a concentracdo da substancia ensaiada Desta forma,
quanto menor o valor de CEsy, maior € a capacidade antioxidante das substancias

presentes.

A figura 31 mostra a atividade antioxidante dos méis de assa peixe e eucalipto,

com os resultados expressos em CEsy obtidos apds o minimo de trés determinagdes.
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Figura 31. Atividade antioxidante dos méis de assa peixe e eucalipto, obtida a partir de
trés determinacgdes.

A melhor atividade entre as amostras de méis de assa peixe pode ser observada
no mel NCA; favos, com CEsy de 18,89 mg/mL. Ja entre as amostras de eucalipto, os
méis RLEg, RLEy e RLE;, com 10,32, 11,29 e 11,45 mg/mL, respectivamente,
apresentaram o melhor resultado.

Comparando-se esses valores com os resultados obtidos por LIANDA (2009),
para méis monofloral de laranjeira do Rio de Janeiro e Sao Paulo, onde o valor minimo
encontrados foi de 29,85 mg/mL, e o valor maximo de 52,64 mg/mL, observa-se que os
méis NCAj; favos, RLEg, RLEg e RLE;, estudados neste trabalho, tiveram um melhor
rendimento.

Em comparagdo aos valores obtidos para méis portugueses, FERREIRA et al
(2009) relataram uma variagdo de 106,67 a 168,94 mg/mL de ECsy estando também
abaixo dos conteudos relatados nesse trabalho.

A Figura 32 expressa a atividade antioxidante dos extratos em éter, dos méis de
assa peixe e eucalipto, com os resultados descritos em termos de CEsy obtidos apds o

minimo de trés determinacdes.
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Figura 32. Atividade antioxidante dos extratos em éter dos méis de assa peixe e
eucalipto, obtida a partir de trés determinagdes.

Os resultados mostram que os extratos etéreos dos méis de eucalipto, das
amostras NCEs favos e NCE4, com CEsy de 11,24 e 18,71 ug/mL, respectivamente,
foram os que apresentaram os melhores rendimentos. Ja entre os méis de assa peixe, a
amostra NCA| teve o melhor rendimento com CEsy de 30,37 pg/mL, valor muito acima
dos extratos etéreos NCE;5 favos e NCE,.

Vale destacar que o extrato etéreo da amostra NCE; favos apresentou o pior
rendimento entre os extratos etéreos com CEsy de 85,33 pg/mL.

A figura 33 mostra a atividade antioxidante dos extratos em acetato, dos méis de
assa peixe e eucalipto, com os resultados descritos em termos de CEsy obtidos apds o

minimo de trés determinacdes.
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Figura 33. Atividade antioxidante dos extratos em acetato dos méis de assa peixe e
eucalipto, obtida a partir de trés determinagdes.
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As avaliacdes mostram que o extrato em acetato da amostra NCE4 com CEsg de
10,93 pg/mL, apresentou o melhor resultado entre as amostras de eucalipto. J4 entre as
amostras de assa peixe, o extrato em acetato NCA2, com CEsy de 15,24 ug/mL,
apresentou o melhor resultado.

O extrato NCA; apresentou o pior resultado entre todos os extratos em acetato
analisados, com CEsy de 80,5 ug/mL, seguido pelo NCE¢ favos e NCEs favos, com 65,5
e 60,48 ug/mL, respectivamente.

A Tabela 14 compara todos os valores obtidos neste trabalho para atividade
antioxidante dos méis, e seus extratos em éter e acetato, com suas médias e respectivos

desvios padroes.

Tabela 14. Comparacdo entre os valores de CEsy para os méis de assa peixe e eucalipto,
e seus respectivos extratos em acetato e éter, com suas médias e desvios padroes.

Mel -
Amostra “{ﬁ;}ﬁﬁs“ Meﬁﬁrgltzoso_ [E;LL] Nﬁiltlraag]z_soA[;egt/?&]
NCA; 73,34+5,28 30,37+0,14 80,5+5,83
NCA, 42,77+0,88 54,28+0,41 15,24+0,05
NCA; 35,47+0,19 77,501,76 41,0+1,80
NCA; (Favos) 18,89+0,14 85,33+2,89 23,28+0,82
NCE,4 36,09+0,75 18,71+1,35 10,93+0,29
NCE;s (Favos) 23,59+0,08 11,24+0,21 60,48+0,60
NCE;, (Favos) 27,19+0,42 48,24+1,09 65,50+0,78
RLE, 11,45+0,11 22,51+0,25 9,01+0,4
RLE; 10,32+0,16 20,40+0,09 36,7720,17
RLE, 11,29+0,16 24,230,4 31,88+0,60
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5.5. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos extratos de mel

Em geral, as separacdes de acidos fendlicos e flavonodides tem sido realizada por
CLAE utilizando coluna de fase reversa (C18 — octadecil). Eluicdo com gradiente &
normalmente usado em virtude da complexidade do perfil fendlico das amostras de
méis. Numerosas fases moveis tém sido empregadas, mas um sistema bindrio
compreendendo um componente aquoso € um solvente organico menos polar (exemplo
acetonitrila ou metanol) tem sido o mais comum. Acidos (férmico, acético ou fosférico)
tem sido adicionado a fase aquosa para manter o pH em condi¢des ideais durante a
execucdo do gradiente. O padrdo de eluigdo comumente observado: acidos benzdicos,
cinamicos, flavonona glicosilada, seguida por flavonol e flavona glicosilada e entao as
agliconas (TOMAS-BARBERAN, 1993; SOCHA, et al, 2009; TSIAPARA et al, 2009).

Em CLAE a deteccdo de substancias fendlicas € tipicamente baseada na medida
de absor¢do por ultravioleta, frequentemente usando um detector de arranjo de
fotodiodo (DAD). A combinacdo de ambos o espectro de UV-Vis e o tempo de retengao
(tr) pode conduzir mais facilmente a identificacdo das substancias separadas. O DAD
pode simultaneamente detectar cromatogramas em diferentes comprimentos de onda
(A). Este fato aumenta significantemente a eficiéncia do sistema de separagdo,
particularmente quando diferentes grupos polifendlicos estio misturados em uma
mesma amostra. Quando € escolhido o comprimento de onda correto (no maximo de
absor¢do) todos os grupos podem ser detectados com mais alta sensibilidade. Uma
apropriada selecio do comprimento de onda pode também possibilitar a quantificagao
de um pico com pouca resolu¢do. Contudo, uma abordagem convencional baseada no
espectro de UV € frequentemente limitada quando amostras contem substancias muito
semelhantes.

As andlises por CLAE-DAD dos extratos de méis foram realizadas de acordo
com o método descrito no item 4.5 (pg. 41). A avaliacdo das substincias fendlicas teve
inicio pela andlise do perfil dos padroes por CCDA em gel de silica (fase normal),
seguido da andlise por CLAE-DAD (fase reversa). Primeiramente, os padrdes foram
analisados em cromatoplacas de fase normal, com o propdsito de observar o fator de
retencao (Ry), bem como o aspecto e cor de suas manchas observadas pela irradiacio da
luz UV nos comprimentos de onda de 254 nm e 366 nm.

Cada padrao de 4cido fendlico e flavondide foi analisado, individualmente, por

CLAE-DAD para terem seus tempos de retencdo e as suas curvas de UV determinadas,
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e posteriormente, foram reunidos para comporem a mistura 1 (Figura 34). A
composi¢cao desta mistura contendo os 4cidos e flavonoéides (Figura 35) teve como base
os resultados preliminares obtidos nas anélises por CCDA, mostrados em anexo (Figura
P-X, pg. 118), (Rf e cores desenvolvidas) dos extratos dos méis, quando estes foram
comparados aos padrdes e com resultados anteriores do nosso grupo (DA SILVA, 2004;
MONTAGNI, 2005; LIANDA 2004 e 2009 e PEREIRA, 2010). Os tempos de retencao
e algumas curvas de UV (Figura 36, pg. 79) obtidas a partir do cromatograma da
mistura 1 foram utilizadas, posteriormente, para identificar nos diferentes extratos de

mel (acetato de etila e éter) as substincias desconhecidas.
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Figura 34. Mistura 1 analisada por CLAE-DAD -coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6
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Figura 35. Estruturas das substancias fendlicas contidas na mistura 1 (1- Acido gélico, 2-
Acido protocatecuico, 3-Acido p-hidroxi-benzdico, 4-Acido cafeico, 5-Acido vanilico, 6-
Acido 2,4-diOHbenzéico, 7-Acido p-cumdrico, 8-Acido ferilico, 9-Acido o-cumdrico, 10-
Acido p-metoxi-benzdico, 11-Tricetina, 12-Acido cinamico, 13-Narigenina, 14-Canferol,
15-Apigenina)
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Para a avaliacdo preliminar dos resultados obtidos nos cromatogramas dos
extratos dos méis de assa peixe e eucalipto (Figura A-O, em anexo pg. 104) foi feita
uma comparagdo dos seus tg € das suas curvas de UV com aquelas obtidas para os
padrées na mistura 1 (Figura 34, pg. 77). Devido a possiveis interacdes entre as
substancias na mistura, em alguns casos ocorreram coincidéncias ou pequenas variacoes

nos tempos de retencdo quando comparados aos padrdes analisados individualmente.

Abaixo esta apresentada a Tabela 15 que relaciona as principais substincias
fendlicas identificadas nos méis assa peixe e eucalipto avaliados por CCDA e/ou
CLAE-DAD. Na Tabela 16 estao apresentadas as substancias fendlicas identificadas em
méis dessa mesma origem floral, que foram estudadas por LIANDA, 2009 e PEREIRA,
2010.
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Tabela 15: Substancias fenodlicas identificadas nos extratos de méis de assa peixe e
eucalipto nesse trabalho.

Amostras

Substancias Fenolicas identificadas por CCDA e/ou CLAE-DAD

Assa peixe

NCA,

NCA,;

NCA;

Acidos: para-hidroxi-benzdico, para-cumaérico, ferulico para-metoxi-benzoéico
e cinamico
Flavondéide: tricetina*, apigenina**

Acidos: gélico, protocatecuico, para-hidroxi-benzdico, cafeico, ferulico, para-
metoxi-benzdico e cinamico.

Acidos: gdlico, protocatecuico para-hidroxi-benzdico, para-cumarico, para-
metoxi-benzdico

Flavonodide: Narigenina**, apigenina**

Acidos: gélico, , para-hidroxi-benzdico, cafeico, para-cumarico , ferulico,

NCAs/favos para-metoxi-benzoico e cindmico

*Flavonodide: Narigenina*, apigenina**

Eucalipto

NCE4

Acidos: protocatecuico, para-hidroxi-benzoéico, cafeico, para-cumdrico,
ferulico, cindmico

Flavonoéide: miricetina, canferol**

Acidos: gélico,, para-hidroxi-benzdico, vanilico, para-cumdrico, ferulico*,

NCEs/favos Para-metoxi-benzoico, cindmico

NCE¢/favos

Flavonoéides: miricetina, canferol**

Acidos: gélico, protocatecuico, para-hidroxi-benzodico, cafeico, para-cumarico,
ferdlico, cindmico

Flavonéides: tricetina *, narigenina, canferol, miricetina, apigenina

* confirmado por CLAE-DAD; ** confirmado por CCDA

81



Tabela 16: Substancias fendlicas identificadas em méis de eucalipto (LIANDA, 2009) e
assa peixe (PEREIRA, 2010) em trabalhos realizados anteriormente.

Eucaliptos

Acidos: protocatecuico, para-hidroxi-benzdico e siringico

RLE, .. o
*Flavondide: tricetina

RLEg Acidos: protocatecuico, para-hidroxi-benzdico, vanilico e siringico
Acidos: protocatecuico, siringico e cinamico

RLE, .. o
*Flavondide: tricetina

Assa peixe

**Acidos: gélico, protocatecuico, para-hidroxibenzdico, para-cumarico,

MPA cindmico, vanilico, fertlico.

**Flavondides: apigenina, narigenina, miricetina, canferol.

* Confirmado por CCDA; ** Identificados por CCDA/CLAE-DAD
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6 CONCLUSOES

A determinacdo da substincia 5-hidroximetilfurfural (HMF) para os méis de
assa peixe e eucalipto mostrou que entre todas as amostras, o mel RLE;, com HMF de
64,1 mgkg"' de mel, ndo se enquadra dentre os valores estabelecidos pela legislagdo
internacional e brasileira, com limites de 40 e 60 mg.kg'1 de mel, respectivamente.
Considerando que todas as amostras receberam as mesmas condigdes de
acondicionamento apods a sua chegada ao laboratério, o valor auto de HMF encontrado
no mel RLE; pode estar diretamente relacionado com o aquecimento inadequado, ou
com algum tipo de adulteragdo ou mesmo com o seu tempo de prateleira, que € o maior
(08/2006), entre todas. As amostras mais recentes (NCE4, NCE5 e NCEg favos), com
chegada em 02/2009 apresentaram os menores valores de HMF, variando entre 2,2 e 3,7
mgkg' de mel. Sendo assim, os valores obtidos para o teor de HMF, quando
compardos com os pré-estabelecidos (indices de qualidade) por Orgdos oficiais
internacionais ou pelo proprio pais, podem servir para manutencdo da qualidade e
fiscaliza¢do do mel produzido no Pais.

A determinacdo de fendis totais mostrou que as maiores quantidades de
fendlicos foram observadas entre os méis de eucalipto, amostras NCE4, NCEs e NCEq
favos, RLE;, RLEg e RLEy, em comparacdo com os méis de assa peixe, NCA|, NCA,,
NCA; e NCA; favos. Para os teores em acidos fendlicos individuais, destacam-se os
equivalentes de acido siringico, com média de 173,43 mg, os dcidos orfo-cumarico,
para-cumdrico e gélico com 141,13; 120,8 e 120,31 mg, respectivamente. Os 4cidos
cafeico e protocatecuico foram os que apresentaram os menores conteidos, com valores
médios de 64,13 e 76,86 mg, respectivamente.

Os teores de flavondides totais ndo foram tdo elevados em comparacdo com os
de fendis totais, como tem sido descrito para os méis brasileiros (LIANDA, 2009).
Dentre os méis analisados, os maiores valores para os teores em flavondides individuais
foram observados na amostra NCAj favos (mel assa peixe em favo), com uma variagao
de 2,53 mg em equivalentes de quercetina a 4,99 mg em equivalentes de rutina. Esse
fato sugere que a origem floral e/ou o tipo de processamento do mel, se por
centrifugacdo ou se mantidos dentro dos préprios favos, podem contribuir
significativamente para o aumento dos teores de flavondides totais nos méis.

Em realacdo a atividade antioxidante, os méis de eucalipto RLEg, RLEg e RLE,

com CEspde 10,32, 11,29 e 11,45 mg/mL, respectivamente, foram os que apresentaram
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os melhores resultados. Esse fato pode estar relacionado com o maior teor de fendlicos
observados nessas amostras. Para os méis de assa peixe, a melhor atividade foi
verificada para o mel NCAj favos, com CE5y de 18,89 mg/mL. Apesar do mel NCA3
favos ndo ter apresentado o mais alto teor de fendlicos, a sua melhor atividade
antioxidante pode estar relacionada com a mais elevada quantidade de flavondides.

Para a atividade antioxidante dos extratos em éter, as amostras NCEs favos e
NCE,, com CEsp de 11,24 e 18,71 ug/mL, respectivamente, apresentaram os melhores
rendimentos. Esse fato ndo se repetiu para o extrato em acetato de etila da amostra
NCE;s favos, que apresentou o segundo pior resultado (CEsy de 65,50 ug/mL), seguido
pela amostra NCE; (CEsp de 80,5 pg/mL). Resultado  semelhante  também  foi
observado para a amostra NCAj favos (CEsp de 85,33 pug/ml), que teve o mais baixo
rendimento entre os extratos etéreos, enquanto para o extrato em acetato de etila o CEj
foi de 23,28 pug/ml. Em relacdo aos extratos das amostras de eucalipto (RLE;, RLEg e
RLEy), ndo se observou grandes variagdes quando os extratos etéreos foram comparados
aos de acetato de etila. Nesse caso, destacou-se o extrato em acetato de etila da amostra
RLE~, que apresentou o melhor resultados entre todos os outros extratos, até mesmo o0s
etéreos, com CEsj de 9,01 pg/mL . A quantidade e a diferenca estrutural das susbtancias
fendlicas podem variar em amostras de méis de diferentes floradas ou até mesmo entre
amostras de mesma origem floral. Essa variagdo no perfil fendlico implicard
diretamente nas propriedades antioxidantes do mel.

Devido as diferentes condi¢des climaticas, edaficas e floristicas das regides onde
o mel € produzido, tem sido verificada uma grande variacdo em suas caracteristicas
fisico-quimicas e nas suas propriedades. Esse fato sugere que a complexidade da
composi¢ao fendlica do mel exige, cada vez mais, um estudo especifico e cauteloso
quanto ao estabelecimento de critérios para a quantificacdo e identificagdo desses

polifendis.
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Valores obtidos a partir da solugdo padrio de acido caféico em diferentes concentra¢des apds o
ensaio em triplicata com reagente de Folin-Denis.

Volume [1] Absorvancia Média
(uL) mg/mL (UV-760nm) Abs. = D.P
1° 2° 3°

2 0,00047 0,177 0,185 0,189  0,184+0,006
4 0,00094 0,305 0,310 0,314  0,310+0,005

6 0,00141 0,333 0,355 0,371  0,353+0,019

8 0,00189 0,470 0,452 0,482 0,468+0,015
10 0,00236 0,525 0,511 0,508 0,515+0,009
20 0,00470 0,816 0,815 0,782  0,804+0,019
30 0,00703 1,056 1,068 1,084  1,069+0,014
40 0,00936 1,553 1,479 1,481  1,504+0,042
50 0,01167 1,755 1,832 1,810  1,799+0,040
60 0,01397 2,154 2,221 2,096  2,157+0,063
70 0,01627 2,500 2,500 2,500  2,500+0,000

Curva Padrao — Acido Cafeico o
2,5

2,0 d

Absorvancia

0,5

0,0+

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014 0,016 0,018
mg/mL

Valores obtidos a partir da solugdo padriao de acido m-cumarico em diferentes concentragdes

apods o ensaio em triplicata com reagente de Folin-Denis.

Volume [] Absorvancia Média
(uL) mg/mL (UV-760nm) Abs. = D.P
1° 2° 3°

4 0,00086 0,260 0,274 0,280 0,271+0,010
0,00129 0,320 0,317 0,272 0,303+0,027

10 0,00215 0,394 0,391 0,399  0,395+0,004
20 0,00428 0,547 0,528 0,548 0,541+0,011
30 0,00641 0,705 0,727 0,706  0,713+0,012
40 0,00852 0,901 0,878 0,838  0,872+0,032
50 0,01063 1,050 1,089 1,063  1,067+0,020
60 0,01273 1,195 1,215 1,216  1,209+0,012
70 0,01482 1,321 1,327 1,389  1,346+0,038
80 0,01690 1,506 1,503 1,514 1,508+0,006
90 0,01897 1,590 1,627 1,640 1,619£0,026
100 0,02104 1,770 1,780 1,734 1,761+0,024

Curva Padrio - Acido m-Cumarico

Absorvéncia

0,8
0,6
0,4

0,2

T T T 1
0,010 0,015 0,020 0,025

mg/mL

T T
0,000 0,005

Valores obtidos a partir da solu¢ao padrao de acido vanilico em diferentes concentracdes apds o
ensaio em triplicata com reagente de Folin-Denis.

Volume [1] Absorvancia Média
(uL) mg/mL (UV-760nm) Abs. = D.P
1° 2° 3°

4 0,00088 0,267 0,253 0,235 0,252+0,016
10 0,00220 0,329 0,358 0,373 0,35310,022
20 0,00439 0,553 0,566 0,559 0,559+0,007
30 0,00656 0,712 0,702 0,733 0,716%0,016
40 0,00873 0,871 0,907 0,931 0,903+0,030
50 0,01089 1,140 1,140 1,145 1,142%0,003
60 0,01304 1,257 1,283 1,265 1,268+0,013
70 0,01518 1,528 1,508 1,531 1,522+0,013
80 0,01731 1,781 1,722 1,723 1,742+0,034
90 0,01944 1,876 1,896 1,909 1,894+0,017

100 0,02155 2,096 2,154 2,154 2,135+0,033

25-  Curva Padrao — Acido Vanilico

2,0

Absorvancia

0,5

0,0

T T T 1
0,010 0,015 0,020 0,025

mg/mL

T T
0,000 0,005
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Valores obtidos a partir da soluc¢do padrio de acido feriilico em diferentes concentragdes apds o
ensaio em triplicata com reagente de Folin-Denis.

Volume [1 Absorvancia Média
(uL) mg/mL (UV-760nm) Abs. £ D.P
1° 2° 3°
6 0,00143 0,294 0,285 0,295  0,291%0,005
10 0,00239 0,377 0,375 0,372 0,375+0,002
20 0,00475 0,559 0,532 0,541  0,544+0,014
30 0,00711 0,715 0,725 0,728  0,723+0,007
40 0,00946 0,875 0,886 0,875  0,879+0,006
50 0,01180 0,989 1,040 1,039  1,023+0,029
60 0,01413 1,191 1,124 1,253 1,189+0,065
70 0,01645 1,391 1,421 1,407  1,406+0,015
80 0,01876 1,559 1,554 1,572 1,562+0,009
90 0,02106 1,716 1,731 1,715 1,721+0,009
100 0,02334 1,900 1,900 1,894  1,903+0,011

Absorvéncia

0,8 -
0,6
0,4 -

0,2

Curva Padrio — Acido Feriilico

T T T T T T T T T T T
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025
mg/mL

Valores obtidos a partir da solugdo padrdo de acido o-cumarico em diferentes concentragdes
apds o ensaio em triplicata com reagente de Folin-Denis.

Volume [ ] mg/mL Absorvancia Média
(uL) (UV-760nm) Abs. = D.P
1° 2° 3°

4 0,00086 0,267 0,270 0,265 0,267+0,003
10 0,00215 0,394 0,358 0,376 0,376+0,018
20 0,00428 0,480 0,480 0,480 0,480+0,000
30 0,00641 0,596 0,596 0,600 0,597+0,002
40 0,00852 0,749 0,741 0,749 0,746+0,005
50 0,01063 0,869 0,871 0,871 0,870+0,001
60 0,01273 0,975 0,999 0,997 0,990+0,013
70 0,01482 1,116 1,121 1,120 1,119+0,003
80 0,01690 1,260 1,259 1,261 1,260+0,001
90 0,01897 1,331 1,347 1,338 1,339+0,008

100 0,02103 1,479 1,452 1,420 1,450+0,030

Absorvancia

Curva Padrao - Acido o-cumarico
1,69

0,8
0,6
0,4

0,2

T T T T T 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025
mg/mL

Valores obtidos a partir da solugdo padrio de acido protocatecuico em diferentes
concentragdes apds o ensaio em triplicata com reagente de Folin-Denis.

Volume [ ] mg/mL Absorvancia Média
(uL) (UV-760nm) Abs. = D.P
1° 2° 3°
4 0,00081 0,280 0,269 0,265 0,271+0,008
10 0,00202 0,463 0412 0,395 0,423+0,035
20 0,00402 0,633 0,618 0,611 0,621+0,011
30 0,00602 0,824 0,826 0,844  0,831+0,011
40 0,00801 1,128 1,092 1,086 1,102+0,023
50 0,00999 1,284 1,338 1,331 1,318+0,029
60 0,01195 1,557 1,554 1,569 1,560+0,008
70 0,01391 1,783 1,778 1,781 1,781+0,003
80 0,01587 2,096 2,096 2,096 2,096+0,000

Absorvancia

Curva Padrio — Acido Protocatecuico

)
2,0

0,54

0,0

T T T T "~ T T T T T T 1
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0012 0,014 0,016 0,018

mg/mL
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Valores obtidos a partir da solugdo padrio de acido p-OH-benzdico em diferentes
concentracdes apds o ensaio em triplicata com reagente de Folin-Denis.

Volume [1] Absorvancia Média
(uL) mg/mL (UV-760nm) Abs. = D.P
1° 2° 3°
4 0,00072 0,258 0,262 0,259  0,260+0,0021
10 0,00181 0,368 0,398 0,365 0,377+0,0182
20 0,00360 0,560 0,524 0,575  0,553+0,0262
30 0,00539 0,715 0,704 0,641  0,687+0,0399
40 0,00717 0,797 0,825 0,817 0,813+0,0144
50 0,00895 0915 0,929 0,903  0,916+0,0130
60 0,01071 1,042 1,043 1,043 1,043+0,0006
70 0,01247 1,122 1,103 1,128  1,118+0,0131

Absorvincia

_ Curva Padriio — Acido p-OH-benzéico

0,8

0,6

0,4

0,24~

T
0,000

T T T T 1
0,006 0,008 0,010 0,012 0,014

mg/mL

T T T
0,002 0,004

Valores obtidos a partir da solu¢do padriao de acido galico em diferentes concentragdes apds o
ensaio em triplicata com reagente de Folin-Denis.

Volume [1] Absorvancia Média
(uL) mg/mL (UV-760nm) Abs. £D.P
1° 2° 3

2 0,00044 0,087 0,094 0,085 0,089+0,005
0,00133 0,168 0,177 0,183 0,1760,007

8 0,00178 0,233 0,254 0,237 0,241+0,011
10 0,00221 0,245 0,244 0,224 0,238+0,012
20 0,00443 0451 0,471 0,476 0,466+0,013
30 0,00662 0,679 0,694 0,679 0,684+0,009
50 0,01099 0,957 0,967 1,008 0,977+0,027
70 0,01531 1,292 1,325 1,352 1,323+0,030
90 0,01960 1,661 1,73 1,752 1,714+0,048
100 0,02174 1,786 1,825 1,866 1,826+0,040

229

Absorvancia
o
1

0,84
0,6
0,44
0,24

0,04

Curva Padrio — Acido Galico

T T T 1
0,010 0,015 0,020 0,025

mg/mL

T T
0,000 0,005

Valores obtidos a partir da solugdo padrio de acido p-cumarico

apods o ensaio em triplicata com reagente de Folin-Denis.

em diferentes concentracdes

Volume [] Absorvancia Média
(uL) mg/mL (UV-760nm) Abs. = D.P
1° 2° 3°
4 0,00086 0,275 0,264 0,260  0,266+0,008
10 0,00215 0,370 0,369 0,369  0,369+0,001
20 0,00428 0,522 0,533 0,526  0,527+0,006
30 0,00641 0,636 0,679 0,675  0,663+0,024
40 0,00853 0,821 0,829 0,832 0,827+0,006
50 0,01063 0,981 0,976 0,978  0,978+0,003
60 0,01273 1,115 1,128 1,127 1,123+0,007
70 0,01482 1,125 1,251 1,257 1,211+0,074
80 0,01690 1,458 1,427 1,416 1,434+0,022
90 0,01897 1,546 1,544 1,557 1,549+0,007
100 0,02104 1,687 1,692 1,690 1,690+0,002

Curva Padrao — Acido n- Cumarico

0,8

Absorvancia

0,6 1

0,4

0,24

T T T 1
0,010 0,015 0,020 0,025

mg/mL

T T
0,000 0,005

100




Valores obtidos a partir da solug@o padréo de acido siringico em diferentes concentragdes apds
0 ensaio em triplicata com reagente de Folin-Denis.

Volume [] Absorvancia Média
(uL) mg/mL (UV-760nm) Abs. +D.P
1° 2° 3°
4 0,00104 0,209 0,206 0,208  0,208+0,002
10 0,00259 0,286 0,284 0,289  0,286+0,003
20 0,00517 0,414 0,412 0,410 0,41240,002
30 0,00774 0,555 0,540 0,555  0,550+0,009
40 0,01029 0,692 0,691 0,726  0,703+0,020
50 0,01284 0,863 0,853 0,864  0,860+0,006
60 0,01537 0,994 0,940 0,971  0,968+0,027
70 0,01789 1,109 1,078 1,089  1,092+0,016
80 0,02041 1,180 1,237 1,249  1,22240,037
90 0,02291 1,353 1,351 1,347  1,350+0,003
100 0,02540 1,505 1,488 1,477  1,490+0,014

Absorvéncia

Curva Padrio - Acido Siringico

0,8
0,6
0,4

0,2

T T T T
0,010 0,015 0,020 0,025

mg/mL

T T
0,000 0,005

Valores obtidos a partir da solu¢do padrao de morina em diferentes concentracdes apds o ensaio
em triplicata com cloreto de aluminio a 2%.

Volume [ ] mg/mL Absorvancia Média
(uL) (UV-760nm) Abs. = D.P
1° 2° 3°
2 0,00119 0,049 0,057 0,046 0,051+0,006
4 0,00237 0,113 0,105 0,101 0,106+0,006
6 0,00356 0,193 0,183 0,185 0,187+0,005
8 0,00474 0,267 0,256 0,241  0,255+0,013
10 0,00592 0,319 0,356 0,334 0,336+0,019
15 0,00887 0,438 0,429 0,431 0,433+0,005
20 0,01180 0,635 0,653 0,649 0,646+0,009
25 0,01473 0,785 0,797 0,792 0,791+0,006
30 0,01764 0,994 0,978 0,985 0,986+0,008
35 0,02055 1,083 1,134 1,158 1,125+0,038
40 0,02345 1,360 1,363 1,350 1,358+0,007
50 0,02921 1,679 1,684 1,656  1,673+0,015

Curva Padrao — Morina

0,8

Absorvancia

0,6
0,4
0,2

0,0

T T T T d
0,015 0,020 0,025 0,030

mg/mL

T T T
0,000 0,005 0,010

Valores obtidos a partir da solucio padriao de rutina em diferentes concentracdes apds o ensaio
em triplicata com cloreto de aluminio a 2%.

Volume [ 1mg/mL Absorvancia Média
(uL) (UV-760nm) Abs. +D.P
1° 2° 3°
2 0,00240 0,059 0,058 0,045 0,054+0,008
4 0,00479 0,130 0,130 0,120  0,127+0,006
6 0,00718 0,191 0,179 0,179  0,183+0,007
8 0,00957 0,241 0,260 0,251  0,251+0,010
10 0,01196 0,307 0,319 0,306  0,311+0,007
15 0,01791 0,482 0,485 0,470  0,479+0,008
20 0,02383 0,596 0,592 0,589 0,592+0,004
25 0,02974 0,762 0,784 0,794 0,780+0,016
30 0,03563 0,993 0,968 0,964 0,975+0,016
35 0,04150 1,136 1,142 1,158  1,145%0,011
40 0,04736 1,324 1,321 1,318  1,321+0,003
50 0,05900 1,619 1,668 1,645 1,644+0,025

Curva Padrao — Rutina

0,8

Absorvancia

0,6 L}
04
0,2

0,04

— — — —
0,03 0,04 0,05 0,06

mg/mL

T T T
000 001 0,02

101




Valores obtidos a partir da solugdo padriao de canferol em diferentes concentracdes apds o
ensaio em triplicata com cloreto de aluminio a 2%.

2,54

Volume [ ] mg/mL Absorvancia Média
(uL) (UV-760nm) Abs. = D.P
1° 2° 3°
2 0,00112 0,083 0,069 0,068 0,073+0,008
4 0,00225 0,186 0,177 0,174 0,179+0,006
6 0,00337 0,297 0,290 0,292 0,293+0,004
8 0,00449 0,394 0,383 0,394 0,390+0,006
10 0,00561 0,501 0,452 0,488 0,480+0,025
20 0,01395 0,921 0,916 0,948 0,928+0,017
25 0,01671 1,189 1,223 1,184 1,199+0,021
30 0,01946 1,449 1,458 1,449 1,452+0,005
35 0,02220 1,717 1,753 1,761 1,744+0,023
40 0,02766 1,959 1,976 1,969 1,968+0,009
50 0,00112 2,500 2,500 2,500 2,500+0,000

2,04

Absorvancia

0,54

0,0

Curva Padrao — Canferol

T T T T T T T T
0,010 0,015 0,020 0,025

mg/mlL

T T T T
0,000 0,005

1
0,030

Valores obtidos a partir da solucéo padrdo de quercetina
ensaio em triplicata com solucao de cloreto de aluminio.

em diferentes concentracdes apds o

Volume [1] Absorvancia Média
(uL) mg/mL (UV-415nm) Abs. = D.P
1° 2° 3°
2 0,0012 0,052 0,045 0,04 0,046+0,006
4 0,0024 0,106 0,12 0,114 0,113+0,007
6 0,0035 0,204 0,177 0,163 0,181+0,021
8 0,0047 0,216 0,283 0,239 0,246+0,034
10 0,0059 0,314 0,286 0,294 0,298+0,014
20 0,0118 0,497 0,53 0,542 0,523+0,023
25 0,0147 0,758 0,708 0,707 0,723+0,026
30 0,0176 0,866 0,818 0,92 0,868+0,051
35 0,0205 0,91 0,99 0,916 0,939+0,045
40 0,0234 1,114 1,155 1,128 1,132+0,021

0,8

0,6

Absorvancia

0,44
0,24

0,0

Curva Padrao — Quercetina

/

e

T T
0,015 0,020

mg/mL

T T T
0,000 0,005 0,010

T
0,025

Valores obtidos a partir da solu¢do padrdo de narigenina em diferentes concentra¢des apds o
ensaio em triplicata com cloreto de aluminio a 2%.

Volume [ 1 mg/mL Absorvancia Média
(uL) (UV-760nm) Abs. £D.P
1° 2° 3°

2 0,00107 0,004 0,004 0,006  0,005+0,001
10 0,00533 0,016 0,008 0,017 0,014+0,005
20 0,01063 0,031 0,029 0,035 0,032+0,003
30 0,01589 0,064 0,064 0,061  0,063+0,002
50 0,02631 0,105 0,105 0,111 0,107+0,003
70 0,03659 0,148 0,156 0,156  0,153+0,005
90 0,04674 0,193 0,202 0,202  0,199+0,005

100 0,05177 0,223 0,229 0,226  0,226+0,003

120 0,06172 0,274 0,261 0,247  0,261+0,014

0,07-.
0,06-
0,05-.
0,04-.

0,03 +

Absorvancia

0,02 -
0,01

0,00

Curva Padrao — Narigenina
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Figura A. Extratos de mel de Assa Peixe analisados por CLAE-DAD: NCA1_acetato
de etila. Em coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 pm), fluxo de 1,0 mL.min”',
fase mével metanol: acetonitrila (90:10)-solvente B e dgua: acido acético (99:1 -

solvente A), 200-400 nm. DAD-270 e 380 nm.
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Figura B. Extratos de mel de Assa Peixe analisados por CLAE-DAD: NCA1_ éter. Em
coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 um), fluxo de 1,0 mL.min'l, fase movel
metanol: acetonitrila (90:10)-solvente B e dgua: dcido acético (99:1 - solvente A), 200-
400 nm. DAD-270 e 380 nm.
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Figura C. Extratos de mel de Assa Peixe analisados por CLAE-DAD: NCA2_acetato
de etila. Em coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 pm), fluxo de 1,0 mL.min™',
fase mével metanol: acetonitrila (90:10)-solvente B e dgua: acido acético (99:1 -
solvente A), 200-400 nm. DAD-270 e 380 nm.
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Figura D. Extratos de mel de Assa Peixe analisados por CLAE

-1

coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 pm), fluxo de 1,0 mL.min"", fase mével

metanol: acetonitrila (90:10)-solvente B e dgua: dcido acético (99:1 - solvente A), 200-

400 nm. DAD-270 e 380 nm.
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Figura E. Extratos de mel de Assa Peixe analisados por CLAE-DAD: NCA3
Centrifugado_acetato de etila. Em coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 pum),
fluxo de 1,0 mL.min'l, fase movel metanol: acetonitrila (90:10)-solvente B e 4gua:
acido acético (99:1 - solvente A), 200-400 nm. DAD-270 e 380 nm.

107



C:\LabSolutions\Data\Project1\sinc\Carlos\Amostras\NCA3Centrifugado_éter.lcd

mAU AT
] @ PDA Muiti 1
700 I
5 =
| - s>
il < ::.
4 = [
600 8 =
| S o
@
0
O
1 S
500~ =
' g
d |
400 l
! 1'
{
300 I § ;
] | i [
0 i | |
1 © il 1 |
| w92 ! ; |
200~ B~ 9 | - |
] 8 =28 I
1 n. 9. oand I |
- o= = LO(O\‘_‘C_) \‘: 1 i |
| sl do0ee = || |
100~ 6o £ Pgao— J \
00 <957 0 =%e@w 3 l“ [
] 53 T No3gSer 1 i
! cENEEEE || |
] .-ﬁ J FESES A || n
o e e R e R R
' ‘ 5 TEs e o] . 0
0 5 10 15 20 25 30
min

1 PDA Multi 1/270nm 4nm

Figura F. Extratos de mel de Assa Peixe analisados por CLAE-DAD: NCA3
Centrifugado_éter. Em coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 pm), fluxo de 1,0
mL.min"', fase mével metanol: acetonitrila (90:10)-solvente B e dgua: acido acético
(99:1 - solvente A), 200-400 nm. DAD-270 e 380 nm.
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Figura G. Extratos de mel de Assa Peixe analisados por CLAE-DAD: NCA3
Favos_acetato de etila. Em coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 pum), fluxo de
1,0 mL.min'l, fase movel metanol: acetonitrila (90:10)-solvente B e dgua: acido acético
(99:1 - solvente A), 200-400 nm. DAD-270 e 380 nm.
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Figura H. Extratos de mel de Assa Peixe analisados por CLAE-DAD: NCA3
Favos_éter. Em coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 um), fluxo de 1,0 mL.min'l,
fase mével metanol: acetonitrila (90:10)-solvente B e dgua: acido acético (99:1 -
solvente A), 200-400 nm. DAD-270 e 380 nm.
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Figura 1. Extratos de mel de Assa Peixe analisados por CLAE-DAD: NCE4_ acetato
de etila. Em coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 pm), fluxo de 1,0 mL.min™,

fase moével metanol: acetonitrila (90:10)-solvente B

solvente A), DAD-270 e 380 nm.

e dgua: dcido acético (99:1 -
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Figura J. Extratos de mel de Assa Peixe analisados por CLAE-DAD: NCE4_ éter. Em
coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 pm), fluxo de 1,0 mL.min'l, fase movel
metanol: acetonitrila (90:10)-solvente B e dgua: dcido acético (99:1 - solvente A), 200-
400 nm. DAD-270 e 380 nm.
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Figura K. Extratos de mel de Assa Peixe analisados por CLAE-DAD: NCES_ acetato
de etila. Em coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 pm), fluxo de 1,0 mL.min™,
fase mével metanol: acetonitrila (90:10)-solvente B e dgua: acido acético (99:1 -
solvente A), 200-400 nm. DAD-270 e 380 nm.
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Figura L. Extratos de mel de Assa Peixe analisados por CLAE-DAD: NCES5_ éter.
Em coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 pum), fluxo de 1,0 mL.min'l, fase movel
metanol: acetonitrila (90:10)-solvente B e dgua: 4dcido acético (99:1 - solvente A),

DAD-270 e 380 nm.
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Figura M. Extratos de mel de Assa Peixe analisados por CLAE-DAD: NCE6

metanol. Em coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 pm), fluxo de 1,0 mL.min
fase moével metanol: acetonitrila (90:10)-solvente B

solvente A), DAD-270 e 380 nm.
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Figura N. Extratos de mel de Assa Peixe analisados por CLAE-DAD: NCE6_ acetato
solvente A), 200-400 nm. DAD-270 e 380 nm.

de etila. Em coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 pm), fluxo de 1,0 mL.min

fase moével metanol: acetonitrila (90:10)-solvente B
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Figura O. Extratos de mel de Assa Peixe analisados por CLAE-DAD: NCE6_ éter. Em
coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 um), fluxo de 1,0 mL.min'l, fase movel
metanol: acetonitrila (90:10)-solvente B e dgua: dcido acético (99:1 - solvente A), 270-

380 nm. DAD-270 e 380 nm.
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Figura P. Andlises dos extratos NCA 1la, NCA le, NC 2a, NC 2e, e os padrdes dos
acidos fendlicos: gdlico, vanilico, para-metéxi-benzdico, ferilico, protocatecuico,
cindmico, para-hidroxi benzdico, para-cumdrico, cafeico e sindpico (nessa ordem
aplicados na placa).

Figura Q. Anélises dos extratos NCA la, NCA le, NCA 2a, NCA 2e, e os padrdes dos
flavondides: narigenina, luteolina, crisina, miricetina, canferol, apigenina e quercetina
(aplicados nessa ordem).

Figura R. Anidlises dos extratos NCA 3a (favos), NCA 3e (favos), NCA 3a
(centrifugado), NCA 3e (centrifugado), e os padrdes dos &dcidos fendlicos: gélico,
vanilico, para-metéxi-benzdico, ferilico, cindmico, para-hidroxi benzodico, cafeico,
para-cumdrico, sindpico e protocatecuico (nessa ordem aplicados na placa).
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Figura S. Andlises dos extratos NCA 3a (favos), NCA 3e (favos), NCA 3a
(centrifugado), NCA 3e (centrifugado), e os padrdes dos flavondides: narigenina,
luteolina, crisina, miricetina, canferol, apigenina e quercetina (aplicados nessa ordem).

Figura T. Andlises dos extratos NCE 4a, NCE 4e, NCE 5a, NCE Se, e os padrdes dos
dcidos fendlicos: gélico, vanilico, para-metdxi-benzdico, fertlico, protocatecuico,
cindmico, para-hidroxi benzdico, para-cumadrico, cafeico e sindpico (nessa ordem
aplicados na placa).

Figura U. Anilises dos extratos NCE 4a, NCE 4e, NCE 5a, NCE 5e, e os padroes dos
flavondides: narigenina, luteolina, crisina, miricetina, canferol, apigenina e quercetina
(aplicados nessa ordem).
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Figura V. Anilises dos extratos NCE 1a, NCE le, NCE MeOH, e os padrdes dos
acidos fendlicos: clorogénico, galico, vanilico, para-metdxi-benzoéico, ferulico,

protocatecuico, cinamico, para-hidroxi benzdico, cafeico, para-cumdrico e para-
cumadrico (nessa ordem aplicados na placa).

Figura X. Andlises dos extratos NCE MeOH, NCE 1a, NCE le, e os padrdes dos
flavondides: narigenina, luteolina, crisina, miricetina, canferol, apigenina e quercetina
(aplicados nessa ordem).

ﬂzl;z)dr:gie;es Narigenina Luteonina Crisina Miricetina Canferol Apigenina Quercetina
R, 0,57 0,38 064 %3¢ 0,53 0,47 0,43
0,45

Padroes . ” . Cina m- P p- p-oH- P roto- Vanili
Acidos  cafeico Ferilico gdlico mico .. metoxi- .. .- catecui  sindpico

e cumdrico o cumdrico benzoico co
fendlicos benzdico co

Ry 0,34 0,40 0,22 0,56 0,58 0,56 0,44 0,46 0,36 0,42 0,42
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