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RESUMO

SALGUEIRO, Fernanda Barbosa. CARACTERIZACAO DE MEIS BRASILEIROS:
FISICO-QUIMICA, PERFIL DE SUBSTANCIAS POLARES, ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE E QUIMIOMETRIA. Seropédica, UFRRJ, 2012. 124 p. Dissertacao
de Mestrado em Quimica, Quimica de Produtos Naturais.

No mercado, méis sdo conhecidos pelo seu poder terapéutico e a designacdo de sua
principal fonte floral permite atestar ao consumidor as propriedades de sua origem.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade e caracterizar onze méis de Apis
mellifera provenientes do Estado do Rio de Janeiro, por meio de pardmetros fisico-
quimicos, do perfil de substancias fendlicas, de seus potenciais antioxidantes, além de
usar métodos quimiométricos aplicados aos dados de RMN de 'H e CLAE-DAD. Para
tanto, utilizou-se duas amostras de mel de assa peixe, seis de cambara e trés de morrédo
de candeia de diferentes municipios do Rio de Janeiro. Os parametros fisico-quimicos
avaliados foram: teor de HMF e a cor utilizando método espectrofotométrico, acidez
livre e pH. Além dessas determinagBes, o conteudo de aminodcidos livre foi avaliado
pelo método de cadmio-ninidrina, e proteinas totais pelo método de Bradford. A
capacidade antioxidante dos meis e de seus extratos foi avaliada qualitativamente
através do contedo de fenodlicos total pelo método de Folin-Denis, e de flavondides
total pelo método de complexacdo com cloreto de aluminio. A quantificacdo do
potencial antioxidante foi realizada pela captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH), captura do radical livie ABTS™, além do método de reducéo do fon férrico
(FRAP). A identificagdo e quantificagcdo das substancias polifendlicas dos extratos foi
feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(CLAE-DAD). A aplicacdo da analise multivariada aos dados de RMN de 'H e de
CLAE-DAD distinguiu os méis de assa peixe, cambara e morrao de candeia produzidos
no Estado do Rio de Janeiro. Assim, o uso de RMN de *H e CLAE-DAD combinado
com a quimiometria pode ser uma nova estratégia para tipificacdo de méis brasileiros de

forma rapida e ndo destrutiva.

Palavras chaves: Mel monofloral, anélise multivariada, RMN, CLAE-DAD.
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ABSTRACT

SALGUEIRO. Fernanda Barbosa, CHARACTERIZATION OF BRAZILIAN
HONEYS: PHYSICO-CHEMICAL, POLAR SUBSTANCES PROFILE,
ANTIOXIDANT ACTIVITY AND CHEMOMETRICS. Seropédica, UFRRJ, 2012.
124 p. Dissertacdo de Mestrado em Quimica, Quimica de Produtos Naturais.

Honey is generally known for its therapeutic value and the determination of its main
floral source allows the certification to the consumer the properties related to its origin.
Thus, the aim of this work was to evaluate the quality and characterize eleven honeys
from Apis mellifera from the state of Rio de Janeiro according to physico-chemical
parameters, to phenolics profile, to the antioxidant activity and also through the use of
chemonetric analysis applied to *"H NMR data and HPLC-DAD. Two samples of assa
peixe, six samples of cambara and three samples of morrdo-de-candeia honeys from
diferente regions of Rio de Janeiro were analyzed. The physico-chemical parameters
determined were: HMF content and color through a spectrophotometric method, free
acidity and pH. The content of free amminoacids was also determined through the
cadmium-ninhydrine together with total proteins via the Bradford method. The
antioxidant ability of honeys and their extracts was qualitatively determined through the
total phenolics content using the Folin-Denis method. Total flavonoids were determined
by the complexation method with aluminium chloride. The quantitative antioxidant
activity of honeys was determined by the trapping of the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl
(DPPH) radical, by trapping of the ABTS™ radical and also by the iron reduction
method (FRAP). The identification and quantitation of polyphenols in the extracts were
done by HPLC-PDA. The use of multivariate analysis for the *H NMR data and HPLC
enabled the distinction of the honeys analyzed in this work. Thus, the use of *H NMR
and HPLC data combined with multivariate analysis may be employed as a new strategy
for the fast and non-destructive typification of Brazilian honeys.

Keywords: Floral honey, multivariate analysis, NMR, HPLC-PDA.
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1- INTRODUCAO

Muitas das terapias milenares de civilizacdes antigas utilizaram os produtos das
abelhas como valiosos recursos terapéuticos e/ou conservativos. As historias das
medicinas das civilizacOes tibetana, egipcia e também a greco-romana sdo muito ricas,
todas contendo em seus escritos antigos, centenas de receitas onde entram
principalmente mel, prépolis, larvas de abelhas e as vezes as préprias abelhas, para
curar ou prevenir enfermidades. No Egito antigo, o mel era o medicamento mais
popular, participando de 500 dos 900 remédios da época, com registros decifrados.
Também foi a primeira fonte de acucar utilizada pelo homem e representava fartura
(MENDES et al., 2009; BOGDANOQV, 2009a).

A maioria das abelhas (cerca de 95%) ndo tem habito social. No entanto, as
abelhas sociais sdo as mais conhecidas, por serem exploradas para obtencédo
especialmente do mel estocado em suas colméias e da polinizacdo. As abelhas sociais
mais utilizadas comercialmente pertencem ao género Apis. As abelhas africanizadas no
Brasil referem-se a espécie Apis mellifera (COUTO e COUTO, 2002).

De acordo com a Instru¢cdo Normativa n° 11 de 20 de outubro de 2000, que
regulamenta a identidade e qualidade do mel, entende-se por mel, produto alimenticio
produzida por abelhas meliferas, a partir do néctar das flores ou de secre¢des de arvores
e plantas para a producdo de mel de néctar ou mel de melato (“honeydew”),
respectivamente (BRASIL, 2000).

O mel pode ser classificado de acordo com as plantas utilizadas na sua
elaboracdo em mel floral ou mel de melato. O mel floral é obtido dos néctares das
flores, e ainda pode ser classificado em: mel unifloral ou monofloral (quando o produto
procede principalmente da origem de flores de uma mesma familia, género ou espécie e
possua caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e microscopicas proprias) ou mel
multifloral ou polifloral (obtido a partir de diferentes origens florais). O mel de melato é
formado, principalmente, a partir de secrecdes de partes vivas das plantas ou de
excrecOes de insetos sugadores de plantas que se encontram sobre elas (BRASIL, 2000).

As caracteristicas do mel podem ser alteradas de acordo com o tipo de flor
utilizada, clima, solo, umidade, altitude, entre outros, afetando o sabor, a cor e o seu
aroma. O mel é um alimento nutritivo além de ser terapéutico. Na composi¢do do mel
encontra-se a glicose, a frutose, minerais, acidos organicos, enzimas, agua e particulas
solidas provenientes da colheita (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010b).



As substancias fendlicas séo um importante grupo que podem ser relacionados
com a aparéncia e as propriedades funcionais do mel. Eles s&o membros de uma classe
de substancias naturais que recentemente tem despertado o interesse cientifico e
terapéutico. Ao longo da tradicdo humana, o mel tem sido usado ndo apenas como um
nutriente, mas também como um medicamento. Além disso, varias pesquisas ja
comprovaram a contribui¢do das substancias fendlicas na atividade antioxidante do mel.
Apesar da importancia das substancias fenolicas e sua associagdo a beneficios
terapéuticos, sO recentemente surgiu um interesse real e efetivo de identificar e
quantificar o contedo fenélico do mel (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010a).

O conhecimento das importantes fungdes que os antioxidantes desempenham na
inibicdo dos radicais livres resultantes do metabolismo celular, tem motivado o interesse
pela analise destas substancias em diversos produtos alimenticios. Os estudos realizados
tém mostrado que os antioxidantes contribuem para a prevencdo de doencas associadas
ao envelhecimento, diminuindo o risco de doencas cardiovasculares e o aparecimento de
cancer (TOMAS-BARBERAN et al., 2001).

Neste trabalho foram estudadas onze amostras de méis monoflorais (assa-peixe,
cambard e morrdo de candeia) provenientes do Estado do Rio de Janeiro. Foram
determinadas propriedades fisico-quimicas tais como: cor, pH, acidez livre e teor de 5-
hidroximetilfurfural (HMF).

A caracterizacdo da atividade antioxidante das amostras in natura e de seus
respectivos extratos foi efetuada atraves da determinacédo dos teores de acidos fenolicos,
flavondides, aminoacidos e proteinas. A quantificacdo da atividade antioxidante foi
realizada por trés métodos: captura do radical organico 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH), captura do radical livre ABTS™ e método de reducio do ferro (FRAP).

A identificacdo e quantificacdo do contetido de substancias polares dos extratos
de mel foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD). A maioria dos dados que serdo apresentados estdo em

conformidade com trabalhos descritos anteriormente na literatura.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Composicao quimica do mel

A composicao do mel é bastante variavel e depende de sua origem boténica e da
espécie da abelha, no entanto, certos fatores externos tais como 0s sazonais e ambientais
também desempenham um papel importante no processo. O mel contém pelo menos
181 substancias; é uma solucdo supersaturada de agucares, composta principalmente de
frutose (38%) e glicose (31%), contendo também minerais, proteinas, aminoacidos
livres, &cidos, enzimas e vitaminas. Uma grande variedade de constituintes em menores
quantidades também esta presente no mel, muitos dos quais sdo conhecidos por terem
propriedades antioxidantes. Estes incluem os é&cidos fenodlicos, flavonoides, certas
enzimas (glicose-oxidase e catalase) e aminoacidos. Na Tabela 1 estdo resumidos a
composi¢do média dos constituintes do mel (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010b).

Tabela 1 - Composicdo média dos constituintes do mel (dados em g/100 Q)
(ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010b).

Componente Média (%)
Agua 17,2
Frutose 38,19
Glicose 31,28
Sacarose 1,31
Dissacarideos ( calculado como maltose ) 7,31
Acucares superiores 1,5
Acido livre como glucdnico 0,43
Lactona como gluconolactona 0,14
Acido total como glucdnico 0,57
Cinzas 0,169
Nitrogénio 0,041
Minerais 0,2
Aminoacidos, proteinas 0,3
pH 3,9




O mel é composto principalmente de carboidratos que constituem cerca de 95%
do seu peso seco. Em concentragdes bem menores, aproximadamente 0,5% estdo as
proteinas, principalmente enzimas e aminodcidos livres (BOGDANOQOV, 2009b). A
proteina do mel tem duas origens, a vegetal que advém do néctar e do pélen, e a animal
proveniente da propria abelha (WHITE, 1975). As trés principais enzimas presentes no
mel sdo: a diastase (amilase) que decompde amido ou glicogénio em menores unidades
de agUcar; a invertase (sacarase, a-glicosidase) que decompBe sacarose em frutose e
glicose; e a glucose oxidase que produz perdéxido de hidrogénio e acido glucénico a
partir da glicose (BOGDANOV, 2009b).

A quantidade total de aminodcidos livres no mel esta entre 10 e 200 mg/100g,
sendo a prolina responsavel por cerca de 50% desse valor. Além da prolina, podem ser
encontrados acido glutamico, &cido aspartico, asparagina, serina, glutamina, histidina,
glicina, treonina, arginina, alanina, acido gama-aminobutirico, prolina, tirosina, valina,
ion amdnio, metionina, cisteina, isoleucina, leucina, triptofano, fenilalanina, ornitina e
lisina. Uma vez que o pdlen é a principal fonte de origem dos aminoacidos no mel, o
perfil e a proporcdes desses poderia ser utilizado para identificacdo da origem boténica
e geografica do mel (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010b).

Os minerais estdo presentes numa concentracdo que varia de 0,02% a valores
proximos de 1%. Sabe-se que as concentracBes de diferentes elementos minerais
dependem da origem botanica e geoldgica do mel. Os oligoelementos desempenham um
papel fundamental nas atividades terapéuticas relacionadas a este alimento, uma vez que
estdo envolvidos em inumeras funcdes bioldgicos. Os principais elementos encontrados
no mel sdo potéassio, magnésio, calcio, aluminio, ferro, manganes, zinco, boro, cobre,
cobalto, crémio, niquel, cddmio e fosforo que ja sdo utilizados na diferenciacdo entre
méis monoflorais. Além desses elementos, outros em concentracbes menores (Tabela
2) representam a ampla variedade encontrada no mel (BOGDANOV et al., 2007
BOGDANOV, 2009b).



Tabela 2 - Teor dos principais minerais encontrados no mel (BOGDANOV, 2009b).

Elemento Média em mg/100 de mel  Elemento Média em mg/100 de mel
Calcio 4,4 -9,20 Manganés 0,02-0,4
Cobre 0,0003 -0,10 Fosforo 1,9-6,38
Ferro 06-15 Potéassio 13,2 -16,8
Magnésio 1,2-35 Sédio 0,0-7,60
Aluminio 0,01-2,4 Cadmio 0-0,001
Chumbo 0,01-0,03 Silicio 0,05-24
Arsénio 0,014 - 0,026 Cloro 0,4 -56
Litio 0,225 - 1,56 Estroncio 0,04 -0,35
Bério 0,01-0,08 Cobalto 0,1-0,35
Molibidénio 00,004 Enxofre 0,7-26
Boro 0,05-0,3 Flaor 0,4-1,34
Niquel 0-0,051 Vanéadio 0-0,013
Bromo 04-1,3 lodo 10 - 100
Rubidio 0,040 -3,5 Zirconio 0,05-0,08

Embora em concentra¢Bes infimas, vitaminas, tais como: B1, B2, B3, B5, B6,
B8, B9, C, K e D também sdo encontradas no mel (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010b;
CIULU etal., 2011).

O perfil de aroma é uma das caracteristicas mais tipicas de um produto
alimentar, tanto por sua qualidade organoléptica quanto por sua autenticidade. As
substancias responsaveis pelo aroma estdo presentes no mel em concentracdes muito
baixas como misturas complexas de componentes volateis de fungdes diferentes e
relativo peso molecular baixo (PLUTOWSKA et al., 2011).

Mais de 500 diferentes substancias volateis ja foram identificados, devido ao
numero elevado de componentes, o perfil de aroma representa uma “impressao digital”
do produto. Este fato poderia ser usado para determinar a origem floral do mel, ja que a
maioria dessas substancias variam em funcdo da sua origem botanica. (KASKONIENE
e VENSKUTONIS, 2010).



2.2 - Caracteristicas fisico-quimicas do mel.

As anélises fisico-quimicas de meis contribuem para um controle de qualidade e
para a fiscalizagdo do mesmo. Os resultados dessas anélises sdo comparados com 0s
padrdes definidos por orgdos oficiais internacionais, ou com os estabelecidos pelo
préprio pais, protegendo contra fraude.

Quando se trabalha com mel, € comum encontrar variagdes na sua composicao
fisica e quimica, tendo em vista que variados fatores interferem na sua qualidade, como
condi¢des climaticas, estagio de maturacdo, especie de abelha, processamento e
armazenamento, além do tipo de florada.

O crescente consumo do mel nas Gltimas décadas, estimulado pelas propriedades
reconhecidamente benéficas a salde humana, vem exigindo um controle de qualidade
cada vez mais eficiente e rigoroso deste produto. Os mais importantes parametros para
avaliar a qualidade do mel sdo teores de contaminantes (antibidticos, pesticidas e metais
pesados), origem floral, area de producdo e tempo de prateleira. O pardmetro mais
utilizado para conferir se ocorreu um aquecimento indesejavel, ou avaliar o tempo de
estocagem do mel, sdo os teores de 5-hidroximetilfurfural (HMF) e o indice de diastase
(LEMOS et al., 2010).

O mel a ser exportado deve estar de acordo com o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade do Mel que se encontra na integra na Instru¢cdo Normativa n° 11,
de 20 de outubro de 2000 (BRASIL, 2000). Os principais parametros avaliados dizem
respeito ao produto final destinado ao mercado, que deve estar dentro de padrbes
determinados pelo referido regulamento.

As andlises fisico-quimicas indicadas pela legislacdo brasileira para o controle
de qualidade do mel puro de Apis mellifera sdo: quanto a maturidade (aguUcares
redutores, umidade, sacarose aparente), pureza (solidos insollveis em agua, minerais ou
cinzas e polen), e deterioracdo (acidez livre, atividade diastasica e HMF) (BRASIL,
2000).

O mel destinado ao mercado consumidor pode se apresentar em diferentes
coloracOes e diferentes formas de estdgio fisico (liquido, pastoso ou cristalizado), de
acordo com sua origem. N&o é permitido qualquer tipo de adigdo de produtos estranhos
ao mel, que possam alterar sua composicdo, excetuando-se a incorporagdo natural de
gréos de pdlen e cera provenientes do processo de colheita e extracdo. Os méis também

precisam se encontrar dentro de especificidades de normalidade dentro de determinados



valores referenciais em diferentes tipos de analises. Alguns desses valores seréo

apresentados a seguir.

2.2.1 - Acidez Livre

O valor maximo aceito pela legislagdo brasileira para acidez livre no mel é de 50
mEqg/Kg (BRASIL, 2000). Essa acidez se deve a variacdo dos acidos organicos,
provenientes das diferentes fontes de néectar e pela acdo da enzima glicose-oxidase na
glicose que origina o acido glicénico.

Além disso, a a¢do das bactérias durante a maturagdo do mel e a quantidade de
minerais presentes no mel pode contribuir para sua acidez. Os acidos organicos
representam menos que 0,5% dos solidos no mel e, em parte sdo responsaveis pela

excelente estabilidade frente aos microorganismos (MENDES et al., 2009).

2.2.2 - 5-Hidroximetilfurfural (HMF)

O HMF (Figura 1), geralmente, ndo estd presente em méis frescos e seu
conteldo tende a aumentar durante o processo de aquecimento e o longo tempo de
estocagem, pela reacdo de Maillard em carboidratos ou pela desidratacao catalitica acida
das hexoses (FALLICO et al., 2006). O HMF é um dos principais produtos de
degradacdo no mel sendo o0 aumento de sua concentracdo influenciada pelo baixo pH,

acidez total, minerais, origem boténica, umidade, temperatura e estresse fotoquimico.

OHOH or HO OH ~H0 HO OH
0 o Q

o_ | o_ | 0
HO™ H HO ) H HO H
HMF o HO o HO OH

Figura 1 - Mecanismo de formagdo do HMF (5-hidroximetilfurfural) (BOGDANOQV, 2009b)



O Codex Alimentarius e a Unido Europeia estabeleceram um nivel maximo de
HMF em mel de 40 mg/kg, exceto para 0s méis oriundos de paises tropicais e para 0s
méis com baixos niveis enzimaticos, cujos valores maximos de HMF estabelecidos sdo
de 80 e 15 mg/kg, respectivamente (Codex Alimentarius, 2000). A legislacéo brasileira
aceita no maximo 60 mg/kg de HMF no mel (BRASIL, 2000).

A presencga de componentes potencialmente toxicos, tais como aldeidos reativos
(formaldeido), em alimentos vém aumentando a atencdo de agéncias protetoras do
consumidor e de controle de qualidade. Em particular, alguns estudos mostram que o
HMF estad entre as substancias consideradas de risco por sua citotoxicidade,

genotoxicidade e atividade mutagénica (LEMOS et al., 2010).

2.2.3—pH

O valor de pH pode ser influenciado pelo pH do néctar, tipo de solo ou
associado aos vegetais que contribuem para a composicdo do mel (CRANE, 1985).
Além das substancias mandibulares da abelha que sdo acrescentadas ao néctar durante o
transporte até a colméia (MENDES et al., 2009). Embora o pH néo seja indicado como
analise obrigatdria no controle de qualidade dos meis brasileiros, pode ser um parametro

atil para auxiliar na avaliacdo da sua qualidade.

2.2.4 - Acucares Redutores

Os acucares sdao um dos principais componentes do mel, onde o0s
monossacarideos frutose e glicose representam 80% e os dissacarideos sacarose e
maltose apenas 10% da quantidade total. Os teores desses diferentes tipos de acucares
podem provocar alteracdes fisicas como viscosidade, densidade, higroscopicidade e
cristalizacdo no mel (WHITE, 1975).

A frutose é normalmente o acucar predominante, sendo um dos fatores
responsaveis pela docura do mel e sua alta higroscopicidade (CRANE, 1985). Além
disso, méis com altas taxas de frutose podem permanecer liquidos por longos periodos
ou nunca cristalizar (MENDES et al., 2009).

Segundo a Instrucdo Normativa n° 11 de 2000 a quantidade minimo de agucares
redutores para mel floral e mel de melato é de 65 g/100g e 60g/100g, respectivamente.
(BRASIL, 2000).



2.2.5 - Umidade

Na composicdo do mel a agua constitui 0 segundo componente em quantidade,
variando de 15 a 21%, dependendo do clima, origem floral e colheita antes da completa
desidratacdo. O contetudo de a4gua no mel pode influenciar na sua viscosidade, peso
especifico, maturidade, cristalizacdo, sabor, conservacao e palatabilidade. Quando o teor
de agua for muito elevado, os microrganismos osmofilicos (tolerantes ao acucar),
presentes nos corpos das abelhas, no néctar, no solo, nas areas de extracdo e
armazenamento podem provocar fermentacdo no mel (MENDES et al., 2009).

O mel é um alimento muito higroscépico, e pode facilmente absorver agua,
conforme as condic¢des de armazenamento, manejo e regido. O mel deve apresentar no
méaximo 20 g de umidade/100g (BRASIL, 2000).

2.2.6- Sacarose Aparente

A concentracdo de sacarose constitui um bom critério para diferenciar os méis
monoflorais dos poliflorais. O teor elevado deste agUcar significa na maioria das vezes
uma colheita prematura do mel, isto é, a enzima invertase ainda ndo transformou a
sacarose ainda totalmente em glicose e frutose (AZEREDO et al., 1999). A sacarose
aparente maxima para o mel floral deve ser no maximo de 6 g/100g e para o mel de
melato de 15 g/100g (BRASIL, 2000).

2.2.7 - Solidos Insoluveis

Esta analise permite detectar as impurezas presentes no mel, tornando-o uma
importante medida de controle higiénico. Os sélidos insollveis correspondem aos
residuos de cera, patas e asas das abelhas, além de outros elementos inerentes do mel ou
do processamento que este sofreu (MENDES et al., 2009).

O méximo permitido € de 0,1 g/100g, exceto para 0 mel prensado que se tolera
até 0,5 g/100g, unicamente em produtos acondicionados para sua venda direta ao
publico (BRASIL, 2000).



2.2.8- Cinzas

A falta de higiene e a ndo decantacdo e/ou filtracdo no final do processo de
retirada do mel pelo apicultor sdo algumas irregularidades que podem ser identificadas
através do método de determinacdo de cinzas (MENDES et al., 2009). O maximo de
cinzas permitido é de 0,6 g/100g, porém no mel de melato e suas misturas com mel
floral tolera-se até 1,2 g/100g.(BRASIL, 2000).

2.2.9 - Atividade Diastésica

A diastase ¢ uma das enzimas do mel que atua sobre a molécula de amido, sendo
muito sensivel ao calor, podendo assim indicar o grau de conservacdo e
superaguecimento do produto. A sua auséncia pode ser relacionada a procedimentos
e/ou adulteracOes realizadas no mel, tal como uso de temperatura acima de 60°C durante
0 beneficiamento, condi¢cbes de armazenamento inadequadas (tempo acima de seis
meses e temperaturas elevadas) ou adi¢do de aclcar invertido (MENDES et al., 2009).

A atividade diastasica diminui devido a desnaturacdo parcial ou total das
amilases. A legislacdo permite atividade diastasica como minimo oito na escala Géthe.
Os méis com baixo contetido enzimatico devem ter como minimo trés na escala Goéthe,
sempre que o conteudo de HMF n&o exceda a 15 mg/Kg (BRASIL, 2000).

Além desses critérios tratados pela Instrucdo Normativa n° 11, de 20 de outubro
de 2000, ha outros requisitos ndo menos importantes para estabelecer os critérios para a
identidade e qualidade do mel, entre eles podem ser salientados: o acondicionamento,
aditivos, contaminantes, higiene, rotulagem e métodos de analises microbioldgicas
(LORENZON et al., 2011).

2.3- Propriedades terapéuticas

O mel tem sido usado como um medicamento ao longo dos tempos. Um grande
namero de tratalhos tem sido publicados confirmando sua atividade antibacteriana,
antitumoral, antimutagénica, anti-inflamatoria e sua acao fungicida (TSIAPARA et al.,
2009; KOC et al., 2011; ESTEVINHO et al., 2011; AL-WAILI et al., 2011
VOIDAROU et al., 2011; KWAKMAN et al., 2011)
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Alguns trabalhos tambem ja demostraram que o mel reduz a inflamacéao da pele,
edema e exsudacgdo, promove a cicatrizagdo de feridas, diminui o tamanho da cicatriz e
estimula a regeneracéo de tecidos (BOGDANOQV et al., 2008; HASHEMI et al., 2011)

A atividade antimicrobiana do mel esta relavionada a sua alta osmolaridade,
acidez e a presenca de peroxido de hidrogénio, formado a partir da oxidacéo da glicose
pela enzima glicose-oxidase. Quando o perdxido de hidrogénio é removido pela adigcdo
de catalase, alguns méis ainda apresentam atividade antibacteriana significativa. Isto se
deve aos chamados fatores “ndo-perdxidicos”, na qual se incluem as lisozimas, 0s
acidos fendlicos e flavonoides, e sua acidez relativa (ALVAREZ-SUAREZ et al.,
2010b)

Existem diferencas na atividade antibacteriana entre méis monoflorais de
diferentes floras. A maior atividade foi relatada no mel de Manuka (Leptospermum
scoparium), originario da Nova Zelandia. A alta atividade antibacteriana desse mel esta,
em muitos casos, relacionada aos fatores “ndo-peroxidico”. O mel de Manuka contém
diversas substancias fendlicas, incluindo &cido siringico e siringato de metila, possui
também atividade antibacteriana significativa contra Staphylococcus aureus (ALJADI e
YUSOFF, 2002; JAYAVANTH et al., 2011; JENKINS et al., 2011).

2.4 - Atividade Antioxidante

2.4.1 - Radicais Livres e Antioxidantes

Atualmente existe um grande interesse no estudo das substancias com
propriedades antioxidantes devido, principalmente, as descobertas sobre o efeito dos
radicais livres no organismo. A oxidacdo é parte fundamental da vida aerdbica e do
nosso metabolismo e, assim, os radicais livres s&o produzidos naturalmente ou por
alguma disfuncdo bioldgica. Radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidos
continuamente durante os processos metabdlicos e atuam como mediadores para a
transferéncia de elétrons em varias reagdes bioquimicas, desempenhando fungdes
relevantes ao metabolismo (ALVES et al, 2010). Esses radicais livres, que possuem
pelo menos um elétron desemparelhado, quando em excesso apresentam efeitos
deletérios ao organismo vivo, tais como danos ao DNA, proteinas e organelas celulares,

e promovem a peroxidagdo dos lipidios de membrana. Dessa forma, encontram-se
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envolvidos em diversas patologias, tais como artrite, envelhecimento precoce, choque
hemorréagico, doencas cardiovasculares, catarata, disfungfes cognitivas, etc podendo ser
a causa ou o fator agravante do quadro geral (BARREIROS et al., 2006). Para combater
os radicais livres os organismos produzem substancias que sdo capazes de regenerar ou
prevenir os danos oxidativos, exercendo seu papel como antioxidante.

De acordo com Halliwell et al. (1995): “Antioxidante € qualquer substancia que,
quando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera

0 substrato ou previne significativamente a oxida¢do do mesmo”.

Na industria de alimentos, os antioxidantes s&o utilizados com a finalidade de
inibir ou retardar a oxidacao lipidica de 6leos, gorduras e alimentos gordurosos. A
oxidacdo de substancias organicas é uma das principais causas da reducdo da vida de
prateleira de diversos produtos alimenticios. As principais reacGes de oxidacdo que
ocorrem nestes produtos sdo 0 escurecimento enzimatico e a oxidacgdo de lipideos

Muitos antioxidantes sdo de origem natural ou produzidos sinteticamente, como
0 BHT- butil-hidroxitolueno, BHA- butil-hidroxianisol, TBHQ- terc-butil-hidroguinona

(Figura 2), que sao amplamente utilizados na industria alimenticia.

OH OH OH
C(CHz)3  (CH)C C(CHs)s C(CHs)3
CHj CHs OH
BHA BHT TBHQ

Figura 2 - Exemplos de antioxidantes sintéticos comumente utilizados.

Alguns antioxidantes atuam por mecanismos que retardam a etapa de iniciagéo
da autoxidacdo. Entre esses mecanismos incluem-se: a complexacdo com metais; 0
sequestro de oxigénio; a decomposicdo de hidroperdxidos para a formacdo de espécie
ndo radical e a absor¢do da radiacdo ultravioleta ou desativacdo do oxigénio singlete
(RAMALHO e JORGE, 2006).

Desta maneira, 0s antioxidantes podem interromper as reagdes de propagacéo e
inibir a oxidacdo de moléculas evitando a alteracdo do funcionamento normal da célula
(AL-MAMARY et al., 2002; SERAVALLI e RIBEIRO, 2007). Sendo assim, 0sS

antioxidantes contribuem para a prevencdo de doencas associadas ao envelhecimento,
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diminuindo o risco de doencas cardiovasculares e 0 aparecimento de cancer
(GHELDOF e ENGESETH, 2001).

O conhecimento das importantes fungfes que os antioxidantes desempenham na
inibicdo dos radicais livres resultantes do metabolismo celular, tem motivado o interesse
pela analise destas substancias em diversos produtos alimentares.

Um crescente numero de estudos tem sido realizado com o objetivo de
quantificar as substancias fendlicas e estimar sua relacdo com a capacidade antioxidante
do mel. Muitos pesquisadores encontraram boas correlacbes entre os contedos
fenolicos e a atividade antioxidante do mel (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010a;
ALJADI e KAMARUDDIN, 2004; AL-MAMARY et al.,, 2002; BERETTA et al.,
2005, BLASA et al.,, 2006; BRUDZYNSKI et al.,, 2011; KHALIL et al., 2011;
GHELDOF e ENGESETH, 2002; MEDA et al., 2005).

Uma substdncia com caracteristica antioxidante protege o sistema bioldgico
contra o efeito nocivo de processos ou reagdes que podem causar oxidagdo excessiva.
Evidéncias epidemioldgicas crescentes do papel de alimentos antioxidantes na
prevencdo de certas doencas tém conduzido ao desenvolvimento de grande nimero de
métodos para determinar a capacidade antioxidante (PEREZ-JIMENEZ e SAURA-
CALIXTO, 2006; ZULUETA et al., 2009).

2.4.2 - Oxidagéo Lipidica ou Autoxidagéo

O processo de autoxidacdo dos lipidios foi proposto inicialmente por Farmer et
al. (1942). O mecanismo de oxidagdo lipidica é classicamente dividido em trés etapas:
iniciacdo, propagacdo e terminacdo. Este processo € iniciado com a formacgdo de
radicais livres, espécies reativas do oxigénio (EROs).

Na etapa de iniciacdo, um grupo (RH) reage com um iniciador (X*) formando
radical livre (R®) e uma substancia neutra (XH). Durante a etapa de propagacao, estes
radicais sdo prontamente susceptiveis ao ataque do oxigénio atmosférico, e assim
convertidos em outros radicais, levando a formacgéo dos produtos primarios da oxidagédo
(peroxidos e hidroperoxidos). Os radicais livres formados atuam como propagadores da
reacdo, resultando em um processo autocatalitico.

Por ultimo, na etapa de terminacgdo, os radicais livres formados se ligam

formando substancias estaveis. Esses produtos estaveis (produtos secundarios da
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oxidacdo) sdo derivados da decomposicdo dos hidroperdxidos, como alcoois, aldeido,
cetonas, esteres e outros hidrocarbonetos, além de produtos resultantes de dimerizacao e
polimerizagédo (Esquema 1, adaptado de RAMALHO e JORGE, 2006)

Iniciacdo: X*+RH —» R* + XH

Propagacdo: R*+ O, » ROO*
ROO®*+RH - R* + ROOH

Terminagéo: R+ R* - R-R

R* + ROO®* —» ROOR
ROO®* + ROO® —» ROOR + O;

Esquema 1 - Esquema geral da autoxidacdo lipidica (adaptado de RAMALHO e
JORGE, 2006).

As principais espécies reativas do oxigénio (EROs) distribuem-se em dois

grupos: os radicalares e os ndo-radicalares, e estdo representados na Tabela 3.

Tabela 3 - Espécies reativas de oxigénio - EROs (adaptado de BARBOSA et al.,2008).

Radicais livres Né&o radicais
Superoxido (O;™) Perdxido de Hidrogénio (H,0,)
Hidroxila (OH"") Acido Hipobromoso (HOBT)

Hidroperoxila (HO," ") Acido hipocloroso (HOCI)

Peroxila (RO;™) Ozobnio (03)

Alcoxila (RO") Oxigénio Singleto (*0,)
Carbonato (CO3™) Perdxidos Organicos (ROOH)

Didxido de Carbono (CO;") Peroxinitrito (ONOO)

Acido Peroxinitroso (ONOOH)

Enquanto algumas dessas espécies podem ser altamente reativas no organismo
atacando lipidios, proteinas e DNA, outras sdo reativas apenas com os lipidios. Além
disso, existem ainda alguns que sdo pouco reativos, entretanto podem gerar espécies
danosas (BARREIROS et al., 2006).
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2.4.3 - Mecanismos de a¢do antioxidante

Os métodos de avaliacdo da atividade antioxidante séo classificados em fungéo
do mecanismo de atuacdo em duas classes: os que atuam pela transferéncia de
hidrogénio e os que atuam pela transferéncia de elétrons. Ambos 0os mecanismos podem
atuar simultaneamente ou um dominaré o outro em fun¢do da estrutura do antioxidante
ou radical (PRIOR et al.,2005).

Os métodos com transferéncia de hidrogénio sdo os mais comuns e medem a
habilidade de um antioxidante em doar um atomo de hidrogénio para um padréo. Estas
reacOes ndo dependem do pH e do solvente, além de serem reacGes rapidas (PRIOR et
al.,2005).

Neste caso, a eficiéncia da capacidade antioxidante de uma substancia esta
relacionada a rapidez com a qual este doa um &tomo de hidrogénio. A facilidade de
formagéo e estabilidade do radical gerado deve ser maior do que a do radical inicial, e
assim retardar ou até mesmo interromper a reacdo de propagacao do processo oxidativo.
Todos esses fatores estdo relacionados a energia de dissociacdo, isto €, quanto mais
fraca for a ligacdo covalente (R-H) da substancia, mais facil sera a transferéncia do
hidrogénio (QUIDEAU et al., 2011).

Os métodos com transferéncia eletronica medem a eficacia de um antioxidante
em transferir um elétron para reduzir a substancia, incluindo radicais, carbonilas e
metais. O potencial de ionizacdo (Pl) neste caso € um parametro fisico-quimico de
extrema importancia, j& que quanto mais baixo, mais facil sera a transferéncia eletronica
0 que assegura a atividade antioxidante (PRIOR et al.,2005; QUIDEAU et al., 2011)

No Esquema 2 estdo representados os mecanismos de acdo de um antioxidante,
na qual a energia de dissociacdo (ED) e potencial de ionizagdo (PI) S40 os dois
parametros fisico-quimicos que podem ser usados para determina a eficiéncia do

processo em cada mecanismo, respectivamente.

Transferéncia de hidrogénio: R*+AH — RH + A° ED

Transferéncia eletronica: R°+B — R+ BA'" Pl

Esquema 2 - Mecanismos de acéo de um antioxidante.
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2.4.4. - Métodos para Avaliar a Atividade Antioxidante (AA)

Os diversos métodos propostos na literatura para determinar a atividade
antioxidante in vitro de substancias biologicamente ativas variam quanto ao tipo de
radicais gerados, ao indicador de oxidacdo escolhido e ao método usado para sua
deteccdo e quantificacdo. Sdo chamados ensaios de captura (“trap assays”). Em todos
esses ensaios, um radical € gerado e reage com moléculas-alvo, para produzir cor,
fluorescéncia, quimioluminescéncia, perda ou ganho de sinais de ESR (“Electron Spin
Resonance” ou Ressonancia do Spin Eletronico) ou outra mudanca mensuravel. A
presenca de antioxidantes altera esses sinais, 0 que permite sua analise gquantitativa
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Estes métodos podem ser baseados na captura do radical peroxila (ORAC —
“Oxygen-Radical Absorbance Capacity” - Capacidade de Absorcdo de Oxigénio
Radicalar e TRAP — “Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter” - Potencial
Antioxidante Total, no poder de reducdo do metal (FRAP — “Ferric Reducing
Antioxidant Power” - Poder Antioxidante de Reducio do fon Ferrico e CUPRAC —
“Cupric Ion Reducing Antioxidant Capacity” - Poder Antioxidante de Reduc&o do fon
Cuprico), na captura do radical hidroxila (método de desoxirribose), na captura do
radical organico ABTS (4acido 2,2'-azinobis(3-etillbenzotiazolina-6-sulfénico) e DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil), na quantificagio de produtos formados durante a
peroxidacdo de lipidios (TBARS — “Thio Barbituric Acid Reactive Substances” -
Medida da lipoperoxidacdo), na oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) ou
na co-oxidagdo do B-caroteno. Dentre estes métodos, DPPH, ABTS, FRAP e ORAC séo
alguns dos mais usados atualmente na analise de alimentos (PEREZ-JIMENEZ e
SAURA-CALIXTO, 2006).
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2.4.4.1 - Ensaio com DPPH radicalar (2,2-difenil-1-picril-hidrazil).

A molécula de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) é um radical livre estavel
devido a deslocalizagdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta
deslocalizacéo é responsavel por sua coloracao violeta.

O método DPPH (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) é baseado na captura do
radical DPPH" por antioxidantes que agem como doadores de hidrogénio, reduzindo-o a
hidrazina (Figura 3). Este processo leva a um decréscimo da absorbancia a 520nm
causado pela mudanca na coloracéo de violeta a amarelo claro.

A atividade do antiradical expressa pelo pardmetro ECsy é definida como a
quantidade do antioxidante necessario para diminuir 50% da concentragdo do DPPH’

inicial.

N—N- NO, + R —» N—N NO,

Figura 3 - Estabiliza¢do do radical livre DPPH (MOLYNEUX, 2004).

Embora seja um teste amplamente utilizado na avaliacdo da atividade
antioxidante de alimentos, extratos vegetais e substancias puras, tanto pela simplicidade
e rapidez quanto pela reprodutibilidade, os resultados devem ser interpretados com
cuidado. A presenca de substancias, tais como os carotendides, que absorvem por volta
de 515 nm podem interferir nos resultados devido a sobreposicdo dos seus espectros ao
do DPPH (ALVES, et al., 2010).

2.4.4.2 - Ensaio com ABTS ou TEAC (Capacidade Antioxidante de Equivalente em
Trolox)

O método foi apresentado por Miller et al., (1993) para ser utilizado em
amostras biologicas. Desde entdo tem sido aplicado a alimentos e substancias fendlicas
soliveis em &gua. O método ABTS [acido 2,2'-azinobis (3-etillbenzotiazolina-6-

sulfénico)] baseia-se na capacidade de antioxidantes descolorirem o radical-cation
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(ABTS™) 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato, sal de diaménio), que é azul-
esverdeado em solucgdo, e tem um maximo de absorcdo em 734 nm (RE et al., 1999).

Nesse ensaio, 0 ABTS é convertido ao seu radical-cation (ABTS™) pela adicéo
de persulfato de potéssio, na qual o anion S,Og  atua como uma espécie oxidante. O
ABTS"™, radical cromoforico mono catidnico, reage com diversos antioxidantes (tais
como, fendlicos, tidis, vitamina C, etc) através da doacdo de um &tomo de hidrogénio,
promovendo a supressdo da cor da solucdo devido a sua conversdo de volta a forma
neutra (ABTS), que é sem cor. Essa medida da absorbancia é realizada a 734 nm, na
qual a ocorre minima interferéncia de outros componentes que existem na amostra
(Figura 4; ZULUETA et al., 2009).

H5C2 KzSZOg H5Cz

) S SOy 5 S0y
058 s N:< o 045 s N <
/ + antioxidante s
>: N N P . >: N N
N\ / N /
\
CoHs CyHs

cor: azul esverdeado cor: azul-claro
Figura 4 - Estabilizacdo do radical ABTS™ por um antioxidante (ZULUETA et al., 2009).

Uma das vantagens deste ensaio € a sua metodologia simples e sua
aplicabilidade para o estudo de antioxidantes lipossollveis e hidrossoliveis. O
percentual de inibicdo de ABTS™ é determinado em fungio da concentracio e do tempo
(PEREZ-JIMENEZ e SAURA-CALIXTO, 2006). Quando a medida é relativa a
reatividade do Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico), como
padrdo, sob as mesmas condi¢des, o teste ¢ denominado TEAC (“Trolox Equivalent
Antioxidant Activity” ou Capacidade Antioxidante de Equivalente em Trolox), expresso
como unidades equivalentes de Trolox que correspondem a 1,0 mmol/L. Entretanto
possui certas limitagdes tais como: o valor de TEAC expressa a capacidade da amostra
que esta sendo avaliada em reagir como ABTS™ e ndo a sua capacidade em inibir o
processo oxidativo. Além do que o ABTS™ apresenta baixa seletividade em relagéo a
molécula doadora do 4tomo de hidrogénio, ja que este reage com qualquer substancia
aromatico hidroxilado independente de seu potencial antioxidante.
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2.4.4.3 - Ensaio FRAP (Poder Antioxidante de Redugo do fon Férrico)

O método FRAP (“Ferric Reducing Antioxidant Power” ou Poder Antioxidante
de Reducdo do fon Férrico) foi inicialmente desenvolvido para medir o poder redutor do
plasma (BENZIE e STRAIN, 1996).

Pulido et al. (2000) demonstraram que o metodo com modificacbes pode ser
aplicado ndo somente para estudos da atividade antioxidante de alimentos e bebidas,
mas, também, para o estudo da eficiéncia antioxidante de substancias puras, com
resultados comparaveis agqueles obtidos com outras metodologias. Dentre os métodos
em avaliacdo, o FRAP é o unico que néo é baseado na capacidade de captura do radical
livre e sim na capacidade de reducdo (BENZIE e STRAIN, 1996). O método testa a
forca antioxidante das substancias, via avaliacdo da reducdo do complexo Fe**-TPTZ
(ferritripiridiltriazina) [2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina] a ferro-tripiridiltriazina (Fe*'-
TPTZ) por redutores, no caso, os antioxidantes, em valor de pH baixo. O complexo
Fe?*-TPTZ tem uma cor azul intensa e pode ser monitorado, a 593 nm, em

espectrofotometro (Figura 5).

| AN X
YO =z I N/ N\ N/
N | !
AN

(|||)/ =N
+ antioxidante
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] e

[ Fe(lll) (TPTZ),1* [ Fe(ll) (TPTZ) ;13"
Figura 5 - Reducdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe**
(adaptado de RUFINO et al., 2006).

O ensaio FRAP possui algumas limitacdes tais como: sendo um teste baseado na
capacidade de reducdo do ion férrico, substancias antioxidantes que atuam via
mecanismos de transferéncia eletronica, por exemplo, os carotenoides, ndo serao
detectados. Além disso, qualquer substancia (até mesmo 0s que ndo apresentam
atividade antioxidante) com potencial de reducédo inferior a 0,7 V (o potencial redox do
Fe*®-TPTZ) pode teoricamente reduzir o Fe(l11)-férrico a Fe(l1)-ferroso, contribuindo

para uma superestimacdo dos resultados. Apesar dessas limitacdes, 0 método FRAP, em
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comparacdo a outras técnicas, € simples, rapido e ndo requer equipamentos
especializados (PULIDO et al., 2000).

2.4.4.4 - Ensaio ORAC (Capacidade de Absorcéo de Oxigénio Radicalar)

O método ORAC (“Oxygen-Radical Absorbance Capacity” ou Capacidade de
Absorc¢do de Oxigénio Radicalar) se baseia na propriedade fluorescente das proteinas B-
ficoeritrina (B-PE) e R-ficoeritrina (R-PE). Neste ensaio o radical (I) derivado de
AAPH [dicloreto de 2,2’-azobis(2-amidinopropano)], por perda de N, reage com
oxigénio atmosférico, gerando radical (Il) peroxila. Em auséncia de antioxidante, 1l
reage com B-PE e/ou R-PE, suprimindo a fluorescéncia destas proteinas. Em presenca
de antioxidantes, estas interceptam II, formando produtos estaveis e B-PE e/ou R-PE
podem persistir fluorescendo (Figura 6). Este ensaio avalia a atividade antioxidante
através da inibicdo da oxidacdo, induzida pelo radical peroxila, por transferéncia de
atomos de hidrogénio (ALVES, et al., 2010).

A habilidade antioxidante da substancia é calculada a partir da medida da area
sob a curva de decaimento da fluorescéncia comparada ao padrdo que, na maioria das

vezes, é o Trolox.

cl”
H H
~n _
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N H. + _H
HoN S N NH AN
2 —_> N2 + 2 /”\ .
N HN c
N "
H™ +
a " /\
AAPH _
@)
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H_+ _H
o ()
Produto estavel Fluorescente 2
-~
(Perda de fluorescéncia) H,N 06

l Antioxidantes

Produtos estaveis

Figura 6 - Reagdo do radical AAPH no teste ORAC (ZULUETA et al., 2009).
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E preciso destacar que todos esses métodos apresentados se baseiam
exclusivamente em reacGes quimicas in vitro e ndo tém qualquer similaridade com
sistemas bioldgicos. A validade de seus dados limita-se a um contexto de interpretacéo

estritamente quimico.

2.5 - Atividade Antioxidante das Substancias Polares

Segundo Quideau et al. (2011), o termo substancias fendlicas ou polares deve
ser usado para definir metabolitos secundarios das plantas derivados exclusivamente da
via do chiquimato-fenilpropandide e/ou derivados policetideos, com mais de um anel
aromatico e desprovido de qualquer grupo funcional nitrogenado na sua estrutura mais
basica.

As substancias fenolicas sdo capazes de atuar como antioxidantes por distintas
formas. Os grupos hidroxila dessas substancias sdo bons doadores de hidrogénio, que
podem reagir com espécies reativas tanto de oxigénio quanto de nitrogénio, em uma
reacdo de terminacéo, que interrompe o ciclo de geragdo de novos radicais (PERREIRA
et al., 2009).

Apds a interacdo com as espécies reativas iniciais, uma forma radicalar da
substancia antioxidante € produzida, e possui estabilidade quimica maior que o radical
inicial. A interacdo dos grupos hidroxila das substancias fendlicas com os eletrons m (pi)
do anel benzénico proporciona a capacidade de gerar radicais livres mais estaveis
devido a possibilidade de deslocalizacdo do elétron em sua estrutura por meio das
possiveis formas de ressonancia (PERREIRA et al., 2009).

A capacidade antioxidante das substancias polifendlicas também ¢é atribuida a
sua capacidade de quelacdo de metais (Figura 7) envolvidos na producdo de radicais
livres, como o Fe(11)/Cu(l) e Fe(l11)/Cu(ll), que estdo envolvidos na geracdo de radicais
livres pela reagéo de Haber-Weiss/Fenton (BARREIROS et al., 2006).

O/ H\ _—H _ n+
\ l_D \ O/ M\ |_D_ ﬂ'\/\|n+
OH @) Mn+ @/bH @/\O
JE— > e

Figura 7 - Processo esquematico do mecanismo de quelacdo de metais
. (adaptado de ERIN, 2009)
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2.5.1 - Atividade Antioxidante de Acidos Fendlicos

Os é&cidos fendlicos caracterizam-se pela presenca de um anel aromético, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos hidroxila e/ou metoxila na
molécula. Essa classe de substancias esta dividida em dois grupos: os derivados do
acido benzoico e derivados do &cido cindmico (DEWICK, 2002).

Na Figura 8 destacam-se os acidos galico (2), 2,4-diidroxi-benzéico (3),
protocatecuico (4), para-hidroxi-benzdico (5), para-metoxi-benzdico (6), vanilico (7), e
siringico (8), todos derivados do acido benzdico (1), que possuem como estrutura basica

um grupo carboxilico ligado ao anel aromaético.

0 0 0 0
HO
OH OH OH OH
HO HO OH HO
OH OH
1 2 3 4
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CH;0
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H
o CH,O © HO
CHs CHs
5 6 7 8

Figura 8 - Estruturas dos derivados de acido benzéico

Os derivados do acido cinamico (9) possuem um anel aromatico ligado a uma
cadeia carbonica constituida por trés carbonos. Na Figura 9 estdo alguns exemplos,
onde os acidos p-cumarico (10), caféico (11), ferulico (12), m-cumarico (13) e sinapico
(14) séo os derivados mais comuns na natureza.

Estes acidos existem nas plantas, usualmente na forma de ésteres, também séao
encontrados na forma de glicosideos ou ligados a proteinas e a outros polimeros da
parede celular e, raramente, como &acidos livres (DEWICK, 2002).
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Figura 9 - Estruturas dos derivados de acido cindmico

Embora outras caracteristicas também estejam envolvidas, a eficiéncia das
substancias fendlicas como antioxidantes depende, em grande parte, da sua estrutura
quimica, orientacdo relativa e do numero de grupos hidroxilas ligados ao anel
aromatico.

No caso do &cido ferulico a existéncia de uma hidroxila na posi¢do orto ao grupo
metoxila (doador de elétrons) explica o aumento da estabilidade do radical fenoxila e
conseqlientemente aumenta a sua eficiéncia como antioxidante. O acido caféico possui
uma segunda hidroxila na posicdo orto ou para, e devido a este fato apresenta uma
atividade antioxidante maior do que o acido feralico. Os &cidos sinapico, ferulico e p-
cumarico sdo antioxidantes mais ativos do que os derivados do acido benzoico, tais
como acido procatecuico, siringico e vanilico. Este fato esta relacionado a questdo
estrutural, j& que os derivados do acido cinamico possuem uma dupla ligacdo presente
na molécula que participa da estabilizacdo do radical pelo deslocamento do elétron
desemparelhado por ressonancia, enquanto que os derivados do &cido benzéico nédo
apresentam tal caracteristica (SOARES, 2002).

Varios autores vém destacando a correlacao entre o conteudo de acidos fenolicos
encontrados no mel com a sua capacidade antioxidante. Khalil et al., (2011b)
identificaram acidos galico, siringico, benzdico, cindmico, p-cumarico e caféico e
encontraram por CLAE uma alta correlagéo (r= 0,976) entre a atividade antioxidante
nos méis malasianos. Enquanto Alvarez-Suarez et al., (2010c) identificaram por CLAE-
DAD-ESI/MS em méis cubanos acidos vanilico, siringico, ferulico, p-cumaérico e

caféico e também encontraram alta correlagéo (r= 0,9565).
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2.5.2 - Atividade Antioxidante de Flavondides

Os flavonoides sdo substancias fenolicas provenientes do metabolismo
secundario de plantas e sdo biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides, que de
modo simplificado derivam da condensacdo de uma unidade de p-cumaroil-CoA e trés
unidades de malonil-CoA (DEWICK, 2002).

Estruturalmente, os flavonodides sdo caracterizados por um esqueleto de 15
atomos de carbono arranjado em trés anéis (Cs-C3-Cg), que sdo chamados A, B e C
(Figura 10). Aproximadamente mais de 4000 estruturas ja foram descritas na literatura.
Essa grande variedade estrutural se deve ao nivel de hidrogenacédo, hidroxilagéo,
metilacdo e sulfonacdo das moléculas. Além disso, os flavonodides podem formar

complexos com agucar, lipidios, aminas e &cidos carboxilicos (DEWICK, 2002)

Figura 10 - Estrutura basica de um flavonoide.

As variagdes encontradas no anel C permitem uma subdivisdo dos flavondides
(Figura 11) em seis principais classes: flavanol, antocianidina, flavona, isoflavona,
flavonol e flavanona.

Os principais flavonoides encontrados no mel sdo quercetina, luteolina, canferol,
apigenina, crisina, galangina, pinobanksina e pinocembrina (ALVAREZ-SUAREZ et
al., 2010b).
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Figura 11 - Estrutura das principais classes de flavondides.

Bors et al. (1990) propuseram criterios estruturais que definem a eficiéncia da
capacidade antioxidade de um flavondide (Figura 12).

1 — A presencga de um grupo o-diidroxi (catecol) no anel B. Esse fator se destaca
devido a possibilita de uma maior estabilidade do radical formado através da
deslocalizacdo eletrénica pela estrutura.

2 — Uma dupla ligacdo em C2-C3 que conjugada com a fun¢édo 4-oxo do anel C
que é responsavel pela deslocalizacao eletrénica no anel B.

3 — A presenga de grupos hidroxilas em posi¢édo meta a C5 e C7.

No
i

%

Figura 12 - Critérios estruturais que definem a eficiéncia da capacidade antioxidante de um
flavonoide (adaptado de ERIN, 2009)

Frankel et al. (1999) aprofundaram a explicagdo destes critérios estruturais
destacando a capacidade de doacdo de elétrons e interrupcdo de reacdes em cadeia dos
flavondides. Esta atividade é atribuida as hidroxilas fendlicas, em especial nas posi¢oes

3’ ¢ 4’ do anel B ¢ a presenga da dupla ligagdo no C2-C3 no anel C. A atividade
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aumenta com o numero de grupos -OH nos anéis A e B. Estas substancias atuam em
diversos especies de radicais, tais como radical hidroxila (HO™), radical &nion
superéxido (O,7), oxigénio singleto (*0.), radical alcoxila (RO"), radical peroxila
(ROO), peroxinitrito (ONOO".), tambem atuam em mecanismo de complexacdo de
proteinas (enzimas e seus sitios metalicos ativo) e induzindo efeitos sinérgicos pela
reducdo de antioxidantes oxidados (mistura de vitaminas E e C).

Gao et al. (1999) sugeriram que as propriedades antioxidantes das substancias
sdo frequentemente associadas a sua capacidade de formar radicais estaveis ap0s reacdo
com radicais livres. Os flavonodides que possuem capacidade antioxidante em muitos
casos dao origem a radicais semiquinonas em solucGes alcalinas. Este recurso especial
pode também dar origem a seus sitios ativos. O radical semiquinona ou aroxil pode
reagir com um segundo radical, aquirindo assim a estrutura de uma quinona estavel
(Figura 13).

OH
OH . RH OH

A 4

&

Figura 13 - Flavonodides atuando sobre EROs com a formacéo de estrutura estavel.
(adaptado de TIWARI, 2001)

Portanto, a formacdo e estabilidade do radical gerado esta fortemente ligado a
atividade antioxidante dos flavonoides. O fator mais determinante é a presenca, nimero
e posicao dos grupos hidroxila na estrutura, ja que essa localizacdo implica na possivel
formacdo de ligacdo de hidrogénio intramolecular e a formacdo de conformacdes que
possibilitem uma maior deslocalizacdo eletrnica pela molécula. Os flavondides com o-
tri ou o-diidroxilas no anel B e /ou A formam radicais livres mais estaveis. S&o devido a
essas caracteristicas que muitos flavondides sdo melhores antioxidantes do que as

vitaminas C e E e o B-caroteno, por exemplo, que ndo formam radicais estaveis.
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2.6 — Determinagéo da Origem botanica do mel

Um elevado nimero de amostras de méis estd no mercado sendo comercializado
como monoflorais, esse fato ressalta a importancia de se verificar a sua qualidade e
autenticidade evitando possiveis fraudes.

Tradicionalmente, a determinacdo da origem floral do mel é feita através da
andlise do polen (melissopalinologia). Este método € baseado na identificacdo do pélen
por exame microscopico, onde os diferentes tipos de pdlen estdo descritos na literatura
(KASKONIENE e VENSKUTONIS, 2010).

No entanto, existem alguns problemas relacionados a este método: diferentes
espécies de plantas produzem pélen em proporcGes distintas e esta quantidade ainda
pode variar entre as estacdes, as abelhas pode levar o polen sem recolher néctar, a
maioria dos pblens podem ser coletadas de plantas que ndo podem ser a fonte de mel.
Além disso, polen pode ser adicionado de forma fraudulenta na amostra a ser analisada
(KASKONIENE e VENSKUTONIS, 2010).

Outro elemento de incerteza para a interpretacdo dos resultados da
melissopalinologia é consequéncia da aplicacdo das normas padrbes da Unido Europeia
e Codex Alimentarius. Ambos indiretamente permitem a remocéo de p6len por filtracéo
quando se faz a remocdo de matérias organicas ou inorganicas estranhas presentes no
mel. Embora ndo seja mais permitida a classificacdo botanica do mel depois do pélen
ter sido removido, esta filtracdo facilita a adulteracdo do mel em relacdo origem
geografica (RUOFF, 2006)

Dificilmente o mel é proveniente de uma Unica fonte boténica. O termo
monofloral é usado para descrever mel produzido principalmente a partir de uma
espécie de planta. Geralmente, para ser considerado monofloral o conteddo de polen de
um mel deve ser de pelo menos 45% do conteldo total. Esse percentual ndo é valido em
determinados casos quando a origem botanica vem de espécies vegetais com alta ou
baixa concentracédo de gréos de polen (SCHIEVANO et al., 2010).

Por exemplo, para ser considerado monofloral o mel de castanheiro (Castanea
sativa) e eucalipto (Eucalyptus spp.) requerem pelo menos 90% dos pdlens, enquanto os
méis de morango (Arbutus unedo), laranja (Citrus spp.), dente de ledo (Taraxacum sl) e
tilia (Tilia spp.) precisam de apenas 10% de pdlen (RUOFF, 2006; CONSONNI e
CAGLIANI, 2008).
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A andlise do polen ndo é usada apenas para a identificacdo da origem floral, mas
também em alguns casos para determinar a origem geografica do mel, isto é possivel
pois determinadas espécies boténica se desenvolvem apenas em regides especificas
(CONSONNI e CAGLIANTI, 2008).

Nas ultimas décadas varias propostas de analises tém sido feitas como formas
alternativas a melissopalinologia. Muitas dessas técnicas se baseiam, por exemplo, na
determinacdo de substancias fendlicas, no perfil de substancias volateis, de
aminoéacidos, de carboidratos na composicdo do mel e também pela anélise sensorial. A
diversidade dos constituintes do mel é ampla e depende da origem boténica, entretanto
fatores sazonais e ambientais também podem interferir neste processo, e
consequentemente na composicdo quimica do mel (SCHIEVANO et al., 2011;
KASKONIENE e VENSKUTONIS, 2010).

As propriedades sensoriais sdo extremamente importantes para a caracterizagdo
do mel, a fim de distinguir e avaliar sua origem boténica. Em geral, a analise sensorial é
0 processo pelo qual certas propriedades sensoriais ou atributos s&o identificados e
medidos, e os dados resultantes sdo analisados estatisticamente. Neste processo, 0S
diferentes atributos sdo percebidos através dos cinco sentidos, que desempenham um
papel importante na identificacdo e mensuracdo: visdo (aparéncia, cor e forma), cheiro
(aroma) gosto, (sensacOes gustativas), toque (consisténcia, viscosidade, fluidez e grau
de cristalizacdo) e até mesmo auséncia (ou seja, 0s atributos negativos, como
fermentacdo). A anélise descritiva sensorial € uma das ferramentas mais completas e
informativas utilizada em analise sensorial. Estes testes podem fornecer dados
completos da descricdo sensorial do produto e identificar atributos sensoriais
relacionados, ou mesmo responsavel, por sua aceitacdo ou rejeicdo (BERTONCELJ et
al., 2011; GONZALEZ et al., 2010).

Alguns metabodlitos secundérios derivados de plantas tém sido usados como
marcadores quimiotaxonémicos em sistematica vegetal. Alguns autores j& sugeriram as
possiveis correlagdes entre a origem floral e o perfil de flavonbides contido no mel
(ANKLAM, 1998; BALTRUSAITYTE et al, 2007; YAO et al., 2004; KASKONIENE
e VENSKUTONIS, 2010). Alguns deles também tém sido propostos como possiveis
marcadores para a determinacdo da origem botanica do mel (SCHRAMM et al., 2003;
IURLINA, et al, 2009; LACHMAN et al., 2010; ESCRICHE et al., 2011,
ALISSANDRAKIS et al., 2011).
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Diferencas consideraveis na composicdo e conteddo de substancias fendlicas
foram encontradas em diferentes méis monoflorais. Os méis de colora¢Ges mais escuras
tém sido relacionados a um maior contetide de derivados de &cidos fendlicos, do que
flavonoides em comparacdo a méis mais claros. A predominancia de algum componente
individual ou de alguns grupos de substancias tem sido apontadas como possiveis
biomarcadores que podem ser utilizados na tipificagdo do mel. Em trabalho descrito por
Kaskoniene e Venskutonis (2010), por exemplo, para o0 mel de eucalipto os flavonoides
miricetina, tricetina, luteolina, quercetina e canferol foram sugeridos como marcadores,

enguanto para o mel de laranjeira a hesperetina foi 0 mais relevante (Tabela 4).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de
fotodiodos (CLAE-DAD) é atualmente um dos métodos mais utilizados para
determinacédo de acidos fenolicos e flavondides presentes em mel. O mel é uma matriz
complexa, onde os &cidos fendlicos e flavonoides estdo em baixas concentragdes, por
isso para facilitar a analise € realizada uma extracéo eficiente das substancias fenolicas.
Um dos metodos descritos na literatuta é a extracdo utilizando a resina ndo-ionica XAD
(PYRZYNSKA e BIESAGA, 2009; GOMEZ-CARAVACA et al., 2006).

Tabela 4 — Substancias caracteristicas em alguns méis monoflorais. (adaptado de
KASKONIENE e VENSKUTONIS, 2010).

Tipo de mel Substancias
Morango Acido homogentisico, 4cido glucénico, acido 2,5-dihidroxifenilacético, o-
isoforona, acidos (z)-2-cis, 4-trans e (£)-2-trans,4-trans-abscisico
Rosamary Siringato de metila, canferol e 8-metoxicanferol
Acécia Canferol, acido ferulico, alguns derivados do acido cindmico, acidos (+)-2-cis, 4-
trans e (+)-2-trans,4-trans-abscisico e acido elagico
Eucalipto Miricetina, tricetin, luteolina, quercetina, canferol, acido galico e alguns
derivados do acido benzoico
Manuka Quercetina, luteolina, quercetina 3-éter metil, &cido galico, acido abscisico, acido
2-metoxibenzéico, acido trimetoxibenzéico e metilglioxal
Kanuka Quercetina , canferol, 8-metoxicanferol, acido metoxifenil-latico, acidos (+)-2-cis,
4-trans e (+)-2-trans,4-trans-abscisico
Laranjeira Quercetina, hesperetina, crisina, antranilato de metila, acido caféico, &cido p-
cumarico e acido feralico
Girassol Quercetina, quercetina 3, 3-dimetil éter, miricetina, luteolina, &cido p-cumarico,
acido ferulico e acido caféico.
Urze Miricetina, miricetina 3-metil éter, miricetina 3'-metil éter, tricetina, acidos (+)-2-

cis, 4-trans e (%)-2-trans,4-trans-abscisico, acido elagico, acido fenilacético,
acido benzoico, &cido p-hidroxibenzdico, acido siringico e acido o-cumarico.
Lavander Naringenina, luteolina, acido galico e &cido caféico.
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O nosso grupo de pesquisa vem estudando e caracterizando por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD),
os perfis das substancias fendlicas em amostras de méis brasileiros de Apis mellifera.
Até o presente momento, foram estudados méis de eucalipto e silvestre dos estados do
Rio de Janeiro e S&o Paulo (DA SILVA, 2004; Tabela 5), méis de assa-peixe, silvestre
e macieira de Mato Grosso, Parand, Pernambuco, S8 Paulo e Minas Gerais
(MONTAGNI, 2005; Tabela 6), méis de laranjeira, silvestre e eucalipto do Rio de
Janeiro, S&o Paulo e Minas Gerais (LIANDA, 2004 e 2009, Tabelas 7 e 8) e méis de
assa-peixe e eucalipto de Minas Gerais, S&o Paulo e Espirito Santos (VIANNA, 2010;
Tabela 9).

Tabela 5 - Substancias fenodlicas identificadas nos méis de eucalipto e silvestre (DA
SILVA, 2004).

Amostras de méis Substancias Fendlicas identificadas por CLAE-DAD
Eucalipto Acidos: galico, vanilico, p-cumarico, ferGlico e cindmico.
. Acidos: galico, vanilico, clorogénico, o-cumarico,
Silvestres

cinamico e o-metoxi-cinamico.

Tabela 6 - Substancias fendlicas identificadas nos méis silvestre, assa-peixe e macieira
(MONTAGNI, 2005).

Amostras de méis Substéncias Fendlicas identificadas por CLAE-DAD

Acidos: galico, protocatecuico, vanilico, clorogénico, m-
cumarico, p-cumarico, cinamico, p-metoxi-benzéico, p-

Silvestre o . . L
metoxicindmico e p-hidroxibenzdico,

Flavondides: quercetina, hesperidina e rutina

Acidos: gélico, protocatecuico, vanilico, m-cumarico,
cindmico, p-metoxi-benzdico, m-metoxi-cindmico, p-

Assa-peixe . . -
P hidroxi-benzdico,

Flavonéides: quercetina e rutina

Acidos: p-hidroxi-benzoico, p-cumérico e p-metoxi-

Macieira benzoico.

Flavonoide: quercetina
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Tabela 7 - Substancias fenodlicas identificadas nos méis silvestres e laranjeira

(LIANDA, 2004).

Amostras de méis

Substancias Fendlicas identificadas por CLAE-DAD

Silvestre

Laranjeira

Acidos: p-metoxi-benzoico, m-metoxi-cindmico, p-
hidroxi-benzdico, protocatecuico, galico, vanilico,
sinapico e p-cumarico

Flavondides: morina e quercetina
Acidos: p-hidroxi-benzoico, vanilico, p-cumarico,

géalico, sinapico, siringico, protocatecuico, p-cumarico,
cindmico e m-metoxi-cindmico.

Flavondides: morina, quercetina e rutina

Tabela 8 - Substancias fendlicas identificadas nos méis silvestres, laranjeira e eucalipto

(LIANDA, 2009).

Amostras de méis

Substancias Fendlicas identificadas por CLAE-DAD

Silvestre

Laranjeira

Eucalipto

Acidos: protocatecuico, p-hidroxi-benzoico, p-cumarico, p-
metoxi-benzodico, vanilico e cinamico.

Flavondides: quercetina, morina, isoquercetina e canferol.
Acidos: p-hidroxi-benzoico, protocatecuico, vanilico, p-
cumarico e cindmico.

Flavondides: isoquercetina e quercetina.

Acidos: protocatecuico, p-hidroxibenzoéico, siringico, vanilico e
cinamico.

Flavonodide: tricetina.

Tabela 9 - Substancias fendlicas identificadas nos méis silvestres, laranjeira e eucalipto

(VIANNA, 2010).

Amostras de méis

Substéncias Fendlicas identificadas por CLAE-DAD

Assa peixe

Eucalipto

Acidos: p-hidroxi-benzoico, p-cumarico, ferdlico p-
metoxi-benzdico, cindmico, galico, protocatecuico, caféico
e cindmico

Flavonoides: narigenina, tricetina e apigenina

Acidos: galico, p-hidroxi-benzoico, vanilico, p-cumarico,
feralico, p-metoxi-benzoico, cindmico, protocatecuico e
caféico.

Flavondides: tricetina, narigenina, canferol, miricetina e
apigenina.
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2.7 - Métodos Alternativos para a determinacédo da origem botanica do mel: RMN

de 'H e Quimiometria

Varios estudos tém sido desenvolvidos em busca de alternativas ao uso da
andlise sensorial e de pdélen na tipificacdo do mel. Entre elas se destaca 0 uso da
ressonancia magnética nuclear de 'H aliado a técnicas quimiométricas.

A caracterizacdo e o controle de qualidade é uma exigéncia crescente e urgente
para todos os alimentos. O mel é um dos alimentos mais estudados devido suas
propriedades nutricionais e terapéuticas em uma dieta correta (SCHRAMM et al.,
2003).

Atualmente a origem boténica e geogréafica do mel é avaliada através de analise
de pdlen, pois este reflete a vegetacdo a partir da qual o néctar foi recolhido. No entanto,
a andlise polinica apresenta algumas limitacdes, tais como, a dificuldade de encontrar
profissionais qualificados, além de problemas nas interpretacbes dos dados devido a
escassez de polen em certas espécies de plantas. Apesar de todos esses problemas na
contagem dos polens, a palinologia continua sendo o método de referéncia neste tipo de
analise (CONSONNI e CAGLIANI, 2008).

Varios métodos analiticos tém sido aplicados na caracterizagdo do mel,
principalmente na identificacgdo dos seus constituintes quimicos, tais como:
condutimetria, espectroscopia na regido do infravermelho, espectrometria de massas,
cromatografia liquida de alta eficiéncia, entre outras. (IGLESIAS et al., 2004; RUOFF
et al.,2006a ; RUOFF et al.,2006b; KAROUI e BAERDEMAEKER, 2007)

A andlise por RMN de alta resolugdo tem conseguido nos ultimos anos uma boa
aceitacdo como método poderoso para o controle de qualidade em alimentos, devido a
suas caracteristicas, tais como: dispensa processos de extracdo e purificacdo das
amostras, € um processo rapido, facil, de alta reprodutibilidade e sensibilidade e nao
degradativo. Além disso, 0 uso de RMN tem sido aplicado na elucidacdo estrutural de
substancias organicas, podendo ser util na investigacdo de misturas complexas, como o
mel. Recentemente, métodos de classificagdo baseado em experimentos de RMN de *H
estdo sendo propostos como técnicas alternativas para a classificacdo de amostras de
méis de diferentes origens botanicas (CONSONNI e CAGLIANI, 2008; LOLLI et al.,
2008; BOFFO, 2009; SCHIEVANO et al., 2010; SCHIEVANO et al., 2011).

A espectroscopia de RMN, que é uma técnica muito empregada na andlise de

alimentos, tem como vantagem o fato de apresentar em um Unico espectro todas as
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informacdes sobre as possiveis classes de susbtancias presentes e em quantidades
detectaveis. Entretanto, a grande quantidade de informacdes contidas neste espectro de
RMN pode dificultar a interpretacdo dos dados dependendo da matriz analisada e do
namero elevado de amostras utilizadas. Nesse caso, 0s métodos estatisticos
multivariados tém sido aplicados com sucesso aos dados espectrais para reduzir a sua
complexidade e destacar as informac6es mais relevantes (CONSONNI e CAGLIANI,
2008; LOLLLI et al., 2008; BOFFO, 2009; SCHIEVANO et al., 2010; SCHIEVANO et
al., 2011).

Consonni e Cagliani (2008) mostraram que com o uso de RMN de *H e métodos
de analise multivariada foi possivel distinguir 41 amostras de mel (polifloral e acécia)
de diferentes origens geogréficas.

Schievano et al. (2010) demonstraram através do uso de RMN de *H aliado a
quimiometria que o metodo foi valido para determinar a origem floral de 118 amostras
de méis de acécia, tilia, castanheiro e polifloral, e sugeriram ser uma alternativa ao uso
da melissopalinologia. Esses pesquisadores mostraram que a partir de sinais
selecionados nos espectros de RMN de *H foi a possivel a discriminagdo dos diferentes
tipos botanicos e a identificacdo de metabdlitos caracteriscos de cada origem

Muitos estudos tem sido realizados para estabelecer novas metodologias,
principalmente combinados com anélises quimiométricas, para avaliar a origem
geografica de mel, com diferentes ou iguais origem botanica (BERRETA et al., 2008
DONARSKI et al, 2008; CONSONNI e CAGLIANI, 2008; LOLLI et al., 2008; BOFFO,
2009; SCHIEVANO et al., 2010; SCHIEVANO et al., 2011).

A quimiometria € um campo da analise multivariada que utiliza tratamentos
estatisticos para gerar modelos que possibilitam extrair informacdes de natureza
quimica a partir de conjuntos de dados multivariados bidimensionais (WINNING et al.,
2008).

Um dos principais objetivos consiste em classificar e agrupar amostras. Os
métodos de reconhecimento de padrGes permitem agrupar objetos de uma mesma
categoria de acordo com a similaridade entre eles, buscando regularidade e padrdes
entre os dados analisados.

No caso do uso de RMN de *H, a partir dos espectros é construida uma matriz de
dados, na qual sdo aplicados os métodos de reconhecimento de padrdes ndo
supervisionados. Para tal sdo utilizados métodos fundamentados em projecédo (PCA —
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Analise de Componentes Principais) e metodos baseados na distancia entre as amostras
(HCA — Anélise Hierarquica de Agrupamentos), também conhecida como Anélise de
cluster.

A anélise por PCA é um método de analise multivariada que projeta os dados
num espaco de dimensdo menor por meio do agrupamento de variaveis altamente
correlacionadas numa nova variavel direcionada ao longo do eixo de maior
variabilidade dos dados. Os dados originais sdo tratados e havendo correlagcdo
significativa entre as variaveis do conjunto de dados é possivel encontrar novas
variaveis, que sdo chamadas de componentes principais (PCs). Estas estdo em ndmero
menor que a inicial e descrevem aproximadamente toda a informacéo contida nos dados
originais (PIROUETTE, 2008).

As novas variaveis sdo combinacdes lineares das variaveis originais e ortogonais
entre si. Elas sdo construidas em ordem decrescente de quantidade de variancia que
descrevem, de forma que as informagGes mais relevantes fiqguem contidas nas primeiras
PCs, e as de menor importancia, nas ultimas. A reducdo da dimensionalidade do
conjunto de dados leva a uma diminui¢do na complexidade das informacg6es analisadas,
tornando-as de mais facil compreensdo (WINNING et al., 2008).

A analise por agrupamento hierérquico (HCA) representa graficamente os dados
multidimensionais em um esquema bidimensional. Os resultados sdo apresentados na
forma de um diagrama chamado dendograma, na qual o comprimento dos ramos
representa o grau de similaridade entre 0s objetos.

O pardmetro usado neste processo € a medida das distancias entre as amostras.
Este método calcula e compara as distancias entre pares de amostras (ou variaveis) em
um conjunto de dados. As amostras sao agrupadas de acordo com a similaridade de
seus atributos (PIROUETTE, 2008).

Uma das medidas mais utilizada para estabelecer a distancia entre as amostras é
a Euclidiana que consiste na distancia geométrica entre duas amostras a e b (dp) em um
espaco multidimensional e 0 Método de Ward, que consiste na analise da variancia para
avaliar a distancia entre os grupos, com o objetivo de tentar minimizar a soma dos

quadrados de quaisquer grupos que possam ser formados em cada passo da analise.
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3-OBJETIVOS GERAIS

- Avaliar diferentes propriedades fisico-quimicas, o perfil de substancias
fenolicas e a atividade antioxidantes de onze méis monoflorais (assa-peixe, cambara e

morrao de candeia) de Apis mellifera.

3.1 - Objetivos especificos

- Determinar os seguintes parametros fisico-quimicos: teor de HMF e a cor
utilizando método espectrofotométrico, acidez livre e o pH para avaliar qualidade do
mel.

- Determinar o conteddo de aminoacidos livres pelo método de cadmio-

ninidrina, e proteinas totais pelo método de Bradford das amostras de méis.

- Determinar o contetido de fendlicos totais pelo método colorimétrico de Folin-
Denis e o contetdo de flavonoides totais, atraves do método de complexacdo com

cloreto de aluminio das amostras de méis e de seus extratos.

- Avaliar as propriedades antioxidantes das amostras de méis e dos seus extratos
através do método de captura de radicais livres (DPPH e ABTS) e pelo poder de
reducdo do metal (FRAP).

- Identificar e quantificar a composi¢do quimica dos extratos de mel, com base
no perfil cromatografico das substancias fendlicas, por meio de cromatografia liquida de

alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD).

- Correlacionar a atividade antioxidante com a concentracdo de substancias

polares ( &cidos fendlicos e flavondides, aminoacidos e proteinas) encontrados nos méis.
- Classificar os méis quanto a origem floral e/ou geografica a partir das analises

dos perfis de suas composi¢Bes quimicas, nos extratos, por ressonancia magnética

nuclear de hidrogénio em conjunto com técnicas de analise multivariada.
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4 - PARTE EXPERIMENTAL

4.1 - Material e Métodos

O solvente utilizado para os ensaios espectrofotométricos foi metanol grau
espectroscopico (VETEC, RJ, Brasil) e todas as solugdes foram preparadas usando agua
ultrapura, obtida em sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore, SP, Brasil).

Os reagentes: carbonato de sddio anidro, cloreto de aluminio hexaidratado,
tungstato de sodio diidratado, acido fosfomolibdico, acido fosférico, cloreto de cadmio,
ninidrina, ferrocianeto de potassio, acetato de zinco, azul de Coomassie Brilhante G-250
leucina, bissulfito de sédio foram comprados da VETEC (RJ, Brasil). Enquanto 0s
reagentes 2,2-difenil-1-picril-hidrazil, aloumina sérica bovina, 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-
triazina, 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) e Trolox (&cido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) foram obtidos comercialmente da Sigma-
Aldrich (USA).

Os padrdes de acido galico, quercetina, HMF, &cido protocatecuico, acido p-
hidroxi-benzdico, acido siringico, acido 2,4 diidroxi-benzico, &cido sinapico, acido
feralico, &cido p-cumérico, acido m-cumaérico, acido benzodico, &cido p-metoxi-
benzdico, acido cindmico, naringerina, &cido abscisico, acido m-metoxi-cinamico,
crisina e galangina utilizados para a comparacdo dos dados por CLAE-DAD foram
obtidos pela Sigma-Aldrich (USA).

A separacdo cromatografica em coluna aberta utilizou 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).

O espectrofotdbmetro UV-Vis utilizado para as leituras de absorbancias foi da
marca NOVA 2000UV e o medidor de pH utilizado da marca Analyser pH 300. Os
ensaios de atividade antioxidante foram realizados no espectrofotbmetro ELISA
(Enzyme Linked Immunoabsorvent Assay), modelo 680 Microplate Reader (Bio Rad),
utilizando microplacas de acrilico com noventa pocos.

A fase mdvel utilizada na andlise por CLAE foi composta de agua ultrapura,
metanol, acetonitrila e &cido acético com grau espectroscopico (VETEC, RJ, Brasil). A
fase modvel foi filtrada através de uma membrana de nylon 0,45 um (Sartorius) para

remover todas as impurezas.

36



4.2 - Amostras de Mel

Foram avaliadas onze amostras de méis de abelhas Apis mellifera oriundas do
comércio e/ou diretamente de apicultores de diferentes regides do estado do Rio de
Janeiro, incluindo diferentes origens botanicas de acordo com a Tabela 10. Os méis
foram obtidos na forma centrifugada e/ou em favos (sem passar pela centrifugacao) e
foram mantidos em frascos de vidro ou polipropileno bem fechados sob refrigeracéo
antes das analises.

Tabela 10 - Amostras de méis (em favos e centrifugadas) estudadas neste trabalho.

(':Dc")digo da Origem Floral Origem Geografica Data de Coleta

mostra
Al Assa-peixe (favos) Paracambi - RJ Setembro-2010
M2 Morréo de Candeia Vassouras - RJ Junho /Julho — 2010
A3 Assa-peixe Vassouras - RJ Agosto-2010
C4 Cambaré (favos) Seropédica - RJ Abril-2010
C5 Cambaré (favos) Seropedica - RJ Janeiro-2010
C6 Cambaré (favos) Seropedica - RJ Abril-2010
C7 Cambara Seropedica - RJ Janeiro-2010
Ccs8 Cambara Seropedica - RJ Janeiro-2010
C9 Cambaré (favos) Seropedica - RJ Agosto -2010
M10 Morréo de Candeia Teresopolis - RJ Abril — 2010
M11 Morréo de Candeia Teresopolis - RJ Julho — 2009

4.3 - Preparo do mel artificial

Um mel artificial foi preparado dissolvendo 2,259 de sacarose, 11,25g de
maltose, 60,75g de frutose e 50,259 de glicose em 255mL de agua ultrapura.
(ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010a).

4.4 - Determinagao espectrofotometrica da cor do mel
Para determinagdo da cor do mel utilizando a escala Pfund foi utilizado o

método descrito por NAAB et al.,, (2008). Este método consiste na medida de

absorbancia a 635nm de uma solugdo 50% (m/v) de mel em agua. Apdés diluicdo da
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amostra, esta foi homogeneizada em banho de ultrassom e os testes realizados em
triplicada. A média das absorbancias € convertida para a escala Pfund pela férmula mm
Pfund = -38.7 + 371.39 x Abs, na qual mm Pfund € a intensidade da cor do mel e Abs é
a absorbancia lida para a solugdo de mel. Os resultados foram classificados conforme a
Tabela 11.

Tabela 11 — Relacdo da cor do mel com escala de Pfund (NAAB et al., 2008).

Coloracéo mm Pfund

Minimo Maximo
Branco d'agua 0 8
Extra branco 8,1 16,5
Branco 16,6 34
Extra ambar claro 34,1 50
Ambar-claro 50,1 85
Ambar 85,1 114
Ambar escuro 114,1 -

4.5 - Determinacao do teor 5-hidroximetilfurfural (HMF) no mel

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

4.5.1 - Preparo dos Reagentes

No preparo da solucdo de Carrez I, foram dissolvidos 15 g de ferrocianeto de
potassio em agua destilada e o volume completado para 100 mL, em baldo volumeétrico.
Para a solucdo de Carrez Il, foram dissolvidos 30 g de acetato de zinco em agua
destilada e o volume completado para 100 mL, em baldo volumétrico.

A solugdo de bissulfito de sodio a 0,2% m/v foi preparada dissolvendo-se 0,2 g
de bissulfito de sddio em agua destilada, e o volume diluido para 100 mL, em baldo

volumétrico.
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4.5 2 — Procedimento experimental

Solubilizou-se 5 g do mel em um beéquer com 25 mL de &gua destilada, em
sequida, transferiu-se a mistura para baldo volumeétrico de 50 mL. Logo apds, foi
adicionado e misturado 0,5 mL de solugcdo de Carrez | e depois 0,5 mL de solugéo de
Carrez 11, completando-se o volume com agua. A mistura foi filtrada em papel filtro
qualitativo, descartando-se os primeiros 10 mL do filtrado. Em seguida, 5 mL da
solucéo foi transferida para dois tubos de ensaio, onde foram adicionados 5 mL de agua
em um dos tubos (amostra) e 5 mL de solugdo de bissulfito de sodio 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, 0 mesmo procedimento foi repetido no minimo
trés vezes. Se a absorvancia for maior que 0,6 a solucdo da amostra devera ser diluida
com &gua e a solucdo de referéncia diluida com solugdo de bissulfito de sédio 0,10%, na
mesma proporcao.

A determinacdo do HMF ¢ calculada pela aplicacdo da equacdo abaixo:

Equagdo] (Agss— Asze) X 149,7 x5 = HMF mg/Kg onde:
P
Avgs = leitura da absorvancia a 284 nm

A3 = leitura da absorvancia a 336 nm

P = massa da amostra de mel em g

4.6 - Determinacdo do pH e Acidez Livre

Para cada amostra solubilizou-se 10 g de mel em um béquer com 75mL de agua
destilada e realizou-se a medida com o medidor de pH devidamente calibrado. A acidez
livre foi determinada através da neutralizacdo da solucdo de mel, mediante uso de uma
solucdo de hidréxido de sodio 0,05M padronizada com biftalato de potéssio, até o ponto
de equivaléncia (pH 8,5) (AOAC, 2003).

A determinacéo da acidez livre é calculada pela aplicacdo da equagédo abaixo:

Equagéo: | Mx 'V x 100 = Acidez livre meg/Kg onde:

M = molaridade exata da solugdo de NaOH ap0s padronizagéo.

V = volume de solugéo de NaOH utilizado na titulacéo.
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4.7 - Determinacao de fenolicos totais com reagente de Folin-Denis

As determinac@es do teor de fendis totais presentes nas amostras méis e extratos
foram feitas por determinacdo espectrofotométrica utilizando o método de Folin-Denis
com modifica¢bes (FOLIN e DENIS, 1912; MEDA et al., 2005; SILVA et al., 2006;
LIANDA, 2009; SANT’ANA, 2010).

4.7.1 — Preparo do reagente de Folin-Denis

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL acoplado a um condensador de
refluxo, foram inseridos 20g de tungstato de sodio diidratado (Na,W0O4.2H,0), 4g de
acido fosfomolibdico (H3[P(M03010)4]x.H20), 10 mL de acido fosférico (H3PO,) e 152
mL de agua ultrapura. Apos duas horas de refluxo, a solucdo foi resfriada a temperatura
ambiente, passada para baldo volumétrico de 200 mL e seu volume completado com
agua ultrapura. A solucdo apresentou coloracdo esverdeada, foi armazenada em frasco
ambar, sob refrigeracéo até 0 momento do uso (LIANDA, 2009).

4.7.2 - Procedimento Experimental

Para cada amostra de mel foram preparadas solugdes na concentracdo de 100
mg/mL em &gua ultrapura. A uma aliquota de 0,5 mL dessa solucdo adicionou-se 2,5
mL do reagente de Folin-Denis, e apds 5 minutos adicionou-se 2,0 mL de uma solucéo
aquosa 14% de carbonato de sédio, recém-preparada. A mistura reacional ficou em
repouso por 2h, e observou-se a mudanca da coloracdo da solucédo de esverdeada para
azul. Em seguida, fez-se a leitura da sua absorbancia a 760 nm, utilizando-se cubetas de
quartzo de 1 cm de caminho 6ptico e agua ultrapura como branco (PEREZ et al., 2007).

Para a determinacdo em extratos de mel foram preparadas solucBes na
concentracdo de 2 mg/mL em metanol espectroscopico. O teor de fendis totais dos méis
e dos extratos foram determinados por interpolacdo da absorbancia das amostras contra
uma curva analitica construida com o padrdo de é&cido galico em diferentes
concentragdes. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico

por 100g de mel (mgEac/100g) e todas as analises foram feitas em triplicatas.
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4.7.3 - Construcdo da curva analitica do acido galico

Foi preparada uma curva analitica a partir da solu¢do metanolica do padréo de
acido galico (1 mg/mL = 0,0059 mM). Aliquotas de 2, 6, 8, 10, 20, 30, 50, 75 e 100 pL
desta solugdo mae foram misturadas com 2,5 mL do reagente de Folin-Denis, e ap06s 5
minutos adicionou-se 2,0 mL de solugdo aquosa 14% de carbonato de sodio, recém-
preparada. As leituras foram feitas a 760 nm, utilizando-se agua ultrapura como branco.

A curva analitica foi construida a partir do programa Origin 6.0, e sua equacgéo
foi definida como Y = 0,083 + 81,759 . X, onde Y é a absorbancia a 760 nm, X é a
concentracdo de &cido galico. O coeficiente de correlagdo (R) obtido foi de 0,999
(Figura 14). Através dessa equacao determinou-se indiretamente o teor de fendis totais
nas amostras (concentracdo X), substituindo Y pela média das absorbancias de cada

amostra de mel. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Regresséao Linear:

N Y=A+B*X
Parametro Valor Erro
b
A 0,03288  0,0151
Z . B 81,759 1,33205
R SD N P
e 099894 003186 10 <0.0001

Figura 14 - Curva analitica da relacdo entre as médias das concentra¢fes da solugdo do acido
galico versus as absorbancias (760 nm) para os ensaios de Folin-Denis.

4.8 - Determinacao de flavonoides totais com cloreto de aluminio

O teor de flavondides totais foi determinado segundo adaptacdo da metodologia
descrita na literatura utilizando como reagente o cloreto de aluminio (MEDA et al.,
2005; AHN et al., 2007). Foram preparadas as solucGes de mel a 100 mg/mL em
metanol UV-HPLC/agua ultrapura (1:1). A 2,0 mL da solugdo de mel foram
adicionados 2,0 mL de solugdo metandlica de cloreto de aluminio 2%. Apds 30 minutos

em repouso as solugdes foram lidas a 415 nm, utilizando metanol como branco.
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Para a determinacdo em extratos de mel foram preparadas solucGes na
concentracdo de 2 mg/mL em metanol UV-HPLC. Todas as analises foram feitas em
triplicatas.

A concentracdo dos flavonoides totais dos méis e dos extratos foi determinada
utilizando uma curva analitica estabelecida com solucdes de concentracdo conhecida
para quercetina padrdo. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de
quercetina por 100g de mel (mgEq/100g) e todas as analises foram feitas em triplicatas.

4.8.1 — Construcgéo da curva analitica da quercetina

Para a construcdo da curva analitica foi preparada uma solucdo padrdo de
quercetina em metanol (1,78 mg/mL = 0,0059 mM). Em seguida, aliquotas de 2, 4, 6, 8,
10, 15, 20, 25, 30 e 40 pL desta solucdo padrdo foram misturadas a 2,0 mL de solucéo
metanolica de cloreto de aluminio 2%. Apo6s 30 minutos em repouso, foi realizada a
leitura espectrofotométrica em 415nm, utilizando metanol como branco. A curva
analitica foi feita a partir do programa Origin 6.0, sendo obtida a equacgdo da reta Y =
0,00482 + 47,44374 . X, onde Y € a absorbancia a 415nm e X € a concentracdo de
quercetina. O coeficiente de correlagdo (R) obtido foi de 0,998 (Figura 15). Através
dessa equacdo determinou-se indiretamente o teor de flavondides totais nas amostras,
onde se substituiu Y pela média da absorbancia de cada amostra de mel. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

Regresséo Linear:

. Y=A+B*X
- Parametro Valor Erro
- ]
A 0,00482  0,01423
; [ ]
_:Z‘ B 47,44374  1,08835
N ”
-
L}
" R sD N P
0,99791 0,02648 10 <0.0001

Figura 15 - Curva analitica das médias das concentracdes da solucdo de quercetina versus as
leituras de absorbancias (415 nm), apds o ensaio com cloreto de aluminio
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4.9 - Determinacéo do teor de aminoacidos livres

Para a determinacdo dos aminodcidos livres foi utilizado o método cadmio-
ninidrina descrito por DOI et al. (1981). O reagente foi preparado através da dissolucao
de 0,8 g de ninidrina em 80 mL de etanol 99.5% e 10 mL de &cido acético, em seguida
foi adicionado uma solucéo de 1,24 g de cloreto de cddmio dissolvido em 1mL de agua
destilada. Amostras de mel contendo 1,25 g foram diluidas em 25 mL de 4gua destilada.
A uma aliquota de 1mL dessa solucdo de mel adicionou-se 2,0 mL da solucdo reacional
cadmio-ninidrina.

Manteve-se a mistura aquecida a 84°C por 5 minutos. Em seguida, fez-se a
leitura da sua absorbancia a 507nm, utilizando-se cubetas de quartzo de 1cm de
caminho 6ptico e a solucdo reacional cadmio-ninidrina sem a amostra de mel foi usada
como branco. Uma solucdo de L-leucina (2,5-40 mg/L) foi utilizada como curva
analitica e os resultados foram expressos em mg de equivalentes de L-leucina por 100g
de mel (mgE_£/100g). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.9.1 — Construcao da curva analitica de L-leucina

A curva analitica foi construida a partir da solugdo aquosa do padrdo de L-
leucina (40 mg/mL). Aliquotas de 1 mL com concentra¢des variando de 2,5; 5; 10; 15;
20; 25; 30; 35 e 40 mg/mL, foram misturadas com 2,0 mL da solugéo reacional de
cadmio-ninidrina. Manteve-se a mistura aquecida a 84°C por 5 minutos. As leituras
foram feitas a 507 nm, utilizando solucdo reacional sem o padrdo como branco. A curva
analitica foi construida a partir do programa Origin 6.0 e sua equacao foi definida como
Y = 0,005 + 0,1585. X, onde Y é a absorbancia a 507 nm e X é a concentracdo de L-
leucina. O coeficiente de correlacdo (R) obtido foi de 0,9996 (Figura 16). Através dessa
equacdo determinou-se o teor de aminoacidos livres nas amostras (concentracdo X),
substituindo Y pela média das absorbancias obtidas para cada amostra de mel. Todas as

andlises foram realizadas em triplicata.
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Regressdo Linear:
Y=A+B*X

Parametro Valor Erro

0,005 0,01338

Absorbancia

A
B 0,1585 0,00168
R SD N P
" 0,9996 0,02106 9 <0.0001

Figura 16 - Curva analitica das médias das concentracdes da solucéo de L-leucina versus as
leituras de absorbancias (507 nm), apés o ensaio com solucéo de cadmio-ninidrina.

4.10 - Determinacao do contetdo de proteinas totais

Para a determinacdo do contetdo de proteinas foi utilizado o método de
Bradford, que se baseia na ligacdo do reagente azul brilhante de Coomassie G-250 com
proteinas, onde ha a formacéo de um complexo azul (BRANDFORD, 1976).

O reagente foi preparado através da dissolugdo de 0,1 g de azul brilhante de
Coomassie G-250 em 50 mL de etanol 95%, seguido de adicdo de 100 mL de &cido
fosforico 85%.

A solucdo obtida foi avolumada para 1000 mL com 4&gua ultrapura. Apos
filtracdo em papel de filtro quantitativo (Whatman n°1), a solu¢do foi mantida em
geladeira.

Em tubos de ensaio foram misturados 5,0 mL do reagente de Bradford a 100 pL
da solucdo de mel (50% m/v). Ap6s 2 min, as respectivas absorbancias foram lidas a
595 nm em espectrofotdmetro, utilizando-se a mistura reacional sem a amostra como
branco. Todas as anélises foram realizadas em triplicatas. A média de cada triplicata foi
substituida na equacdo da curva analitica e os resultados foram expressos em mg de

equivalentes de albumina sérica bovina por 100g de mel (mgEasg/100g).
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4.10.1 - Construcao da curva analitica de albumina sérica bovina (ASB)

A curva analitica foi construida utilizando-se albumina sérica bovina (ASB) em
solucéo de cloreto de sdédio a 0,15 M, na faixa de concentracdo de 0-1000 pg/mL. Em
tubos de ensaio foram misturados 5,0 mL do reagente de Bradford a 100 pL da solucéo
de albumina sérica bovina. Apos 2 min, as respectivas absorbancias foram lidas a 595
nm em espectrofotometro, utilizando-se a mistura reacional sem a amostra como
branco. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas. A curva analitica foi
construida a partir do programa Origin 6.0 e sua equacéo foi definida como Y =0,62695
+ 0,000726. X, onde Y é a absorbancia a 595 nm e X é a concentracdo de albumina
sérica bovina (ASB). O coeficiente de correlagdo (R) obtido foi de 0,9996 (Figura 17).
Através dessa equacdo determinou-se o teor de proteina (concentracdo X), substituindo

Y pela média das absorbancias obtidas para cada amostra de mel.

Regressao Linear:

o Y=A+B*X
L]

. Parametro Valor Erro
Z.] . A 0,62695  0,00357
: v B 7,26E-04  6,77E-06

- R SD N P
T r T 1
. 0,99961 0,00615 11 <0.0001

Figura 17 - Curva analitica das médias das concentragdes da solucdo de albumina sérica bovina
(ASB) versus as leituras de absorbancias (595 nm), ap6s 0 ensaio com reagente de Bradford.

4.11 - Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada segundo metodologia descrita
por PEREZ et al., (2007), com pequenas modificagcbes. A porcentagem de atividade
antiradicalar (%AA) é calculada através da descoloracao do radical DPPH®, segundo a
equacdo abaixo (MENSOR, et al., 2001). Para determinacdo da atividade antioxidante

(%AA), foram selecionados para o controle negativo trés valores, dos quais foi feita a
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média usada no calculo (Abs controle), € para o branco foi feita a média das leituras dos

dois pocos (10 e 11).
0%AA =100 — (AbS amostra — AbS branco) x 100
ADS controle
Onde: Abs amostra = absorbancia da amostra com a solucdo de DPPH

Abs branco = absorbancia da amostra com metanol
Abs controle = absorbancia do metanol com a solugéo de DPPH

4.11.1 -Determinagao do CEs para amostra de mel

Para a determinacdo do CEsy das amostras de mel, foram preparadas solugdes de
5, 10, 20, 30, 40 e 50 mg/mL em MeOH/H,0 (1:1), partindo de uma solucéo inicial de
100 mg/mL. Os ensaios foram realizados utilizando duas microplacas com 96 pogos
para cada amostra, com trés concentracdes em cada linha e em ordem crescente de
diluicao, onde foram pipetados 0,71uL das solugdes de mel (fileiras B, C e D, da coluna
1 a 11). Como controle, nos seis primeiros pocos (fileira A) foram pipetados 0,71uL de
metanol, e para o branco foram pipetados 0,29ulL de metanol e 0,71uL da solugdo de
mel (colunas 10 e 11 da microplaca). Em seguida foram pipetados 0,29uL da solugdo de
DPPH e adicionados em cada poco utilizado, exceto nos relativos aos brancos. Apds 30
minutos de incubacdo no escuro, as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro

ELISA a 520nm (Figura 18). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Branco

‘o

Conirole —vﬁ 2231505 o
Amosira 14»1 B Dy -
Amosira 2 —»|| -
Amosira 3 —| D 30 min

2 -

Controle: 0,71pL MeOH + 0,29uL DPPH
Amostra: 0,71pL padréao + 0,29uL DPPH
Branco: 0,71pL padrio + 0,29pL. MeOH

Figura 18 - Esquema do ensaio de atividade antioxidante utilizando o espectrofotdmetro
ELISA.

Foram utilizadas para a construgdo das curvas, as concentracdes iniciais

presentes nos pocos a partir das dilui¢des que foram feitas a 71%. Sendo assim, pode ser

46



calculada as concentracdes obtidas em cada poco, representada por [ Jpogo = 0,71.[ ]sol,
onde as concentracOes de 3,55; 7,1; 14,2; 21,3; 28,4 e 35,5 mg/mL foram obtidas para
as amostras de mel diluidas de 5 a 50 pg/mL.

A concentragdo efetiva, quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentracdo inicial de DPPH em 50% (CEs), foi determinada para as amostras usando
o0 programa Origin 6.0, a partir de uma curva exponencial de primeira ordem, obtida
plotando na abscissa as concentracdes da amostra (mg/mL) ou do controle positivo

(ug/mL) e na ordenada, a porcentagem de atividade antioxidante (% AA).

4.11.2 - Determinacéo do CEsg dos extratos de mel

Para a determinacdo do CEsy dos extratos de mel, foram preparadas solucdes de
500, 600, 700, 800, 900 e 1000 pg/mL em metanol, partindo de uma solucdo inicial de
1000 pg/mlL.

Foram utilizadas para a construgdo das curvas, as concentragfes iniciais
presentes nos pocos a partir das diluicdes que foram feitas a 71%. Sendo assim, pode ser
calculada as concentracGes obtidas em cada poco, representada por [ Jpogo = 0,71.[ ]sol,
onde as concentracdes de 355, 465, 497, 568, 639 e 710 ug/mL foram obtidas para as
amostras de mel diluidas de 500 a 1000 pg/mL.

A concentracdo efetiva, quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentracdo inicial de DPPH em 50% (CEso), foi determinada para as amostras usando
0 programa Origin 6.0, a partir de uma curva exponencial de primeira ordem, obtida
plotando na abscissa as concentracdes da amostra (ug/mL) e na ordenada, a

porcentagem de atividade antioxidante (% AA).

4.12 — Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Método de Reducio do lon
Ferrico (FRAP)

O teste de FRAP foi realizado segundo a metodologia descrita por Bertoncelj et
al. (2007). Este método testa a forca antioxidante das substancias, via avaliacdo da
reducdo do complexo Fe*-TPTZ (ferritripiridiltriazina) [2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-
triazina] a ferroso-tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ), um complexo de cor mais intensa, na
presenca de antioxidantes. O reagente FRAP ¢ obtido a partir da combinacdo de 25 mL
de tampéo acetato 0,3 M (pH 3.6), 2,5 mL de uma solucdo de 40 mM de HCI de TPTZ
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(2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina ) a 10 mM e 2,5 mL de uma solucéo aquosa de cloreto
férrico 20 mM, devendo ser usado imediatamente apds sua preparacao.

Solugbes de méis em &gua na concentracdo de 100mg/mL foram preparadas. A
uma aliquota de 0,5mL dessa solucdo adicionou-se 4,5mL de Reagente de FRAP.
Manteve-se a mistura aquecida a 37°C por 10 minutos, onde a coloragdo da solucéo
passou de azul claro para azul escuro. Em seguida, fez-se a leitura da sua absorbéncia a
593nm, utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico e a solucdo de mel
artificial como branco.

Para a determinacdo da atividade antioxidante em extratos de mel pelo método
FRAP foram preparadas solugdes na concentragao de 2 mg/mL em metanol UV-HPLC.
Todos os ensaios foram efetuados em triplicada. Uma solugédo aquosa de FeSO,4.7H,0
(100-1000uM) foi utilizada como curva analitica e os resultados foram expressos em

valores de FRAP (umol Fe(I1)/100 g).

4.12.1 - Construcao da curva analitica com sulfato ferroso

Foi preparada uma curva analitica a partir da solucdo aquosa do padrdo de
sulfato ferroso heptaidratado (FeSO, .7H,0). Aliquotas de 0,5 mL de solucGes de
concentracdes variando de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 puM
foram transferidas para tubos de ensaio, na qual acrescentou-se 4,5 mL do reagente de
FRAP. Os tubos de ensaio foram mantidos em banho-maria a 37 °C por 10 minutos. As
leituras foram feitas a 593nm, utilizando a solucdo reacional sem o padrdo como branco.
A curva analitica foi construida a partir do programa Origin 6.0, e sua equacdo foi
definida como Y = 0,00107 + 0,0018 . X, onde Y é a absorbancia a 593 nm, X ¢é a
concentragédo de sulfato ferroso heptaidradato. O coeficiente de correlagdo (R) obtido foi
de 0.99961 (Figura 19). Através dessa equacdo determinou-se a concentracdo
equivalente de Fe(ll) nas amostras (concentracdo X), substituindo Y pela média das

absorbancias de cada amostra de mel. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Regressao Linear:

Y=A+B*X
Parametro Valor Erro
g A 0,00107  0,0011
g B 0,0018 1,78E-05
é
R SD N p
; 0,99961 0,00161 10 <0.0001

Figura 19 - Curva analitica das médias das concentrag¢fes da solugdo aquosa de FeSO,.7H,0
versus as leituras de absorbancias (593 nm), apds o ensaio com reagente de FRAP.

4.13 - Determinacdo da Atividade Antioxidante pela Captura do Radical-Cation
(ABTS™)

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo ensaio com ABTS foi realizado
segundo metodologia descrita por Rufino et al. (2007).

O método consiste em medir a atividade antioxidante através da captura do
radical-cation ABTS ™. O radical-cation ABTS ™™ ¢ preparado a partir da reacdo de 5 mL
da solugdo estoque 7mM de ABTS com 88uL da solucdo 140mM de persulfato de
potassio. A mistura € mantida no escuro a temperatura ambiente, por 16 horas. Em
seguida, diluir 1 mL desta mistura com alcool etilico até obter uma absorbancia de
0,700 = 0,05 nm a 734 nm. Preparar e usar apenas no dia da analise.

Solucdes de méis em agua na concentracdo de 100mg/mL foram preparadas. A
uma aliquota de 50uL dessa solugdo adicionou-se 5,0mL de Reagente de ABTS. A
leitura da sua absorbancia a 734nm foi realizada ap6s 6 minutos, utilizando-se cubetas
de quartzo de 1 cm de caminho Optico e alcool etilico como o branco.

Para a determinacdo da atividade antioxidante em extratos de mel pelo método
ABTS foram preparadas solucbes na concentracdo de 2 mg/mL em metanol
espectroscopico. A curva analitica foi construida a partir de solugdes de Trolox em
concentracdo conhecida. Os resultados foram expressos em ug de equivalentes de

Trolox por 100g de mel (umolTE/100g) e todas as analises foram feitas em triplicatas
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4.13.1 - Construcao da curva analitica com Trolox

Foi preparada uma curva analitica a partir da solucdo etandlica do padrdo de
Trolox. Em aliquotas de 50uL de concentragdes variando de 0,0; 0;3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5;
1,8; 2,1 e 2,4 mmol/L, adicionou-se 5,0 mL do reagente de ABTS. A leitura da sua
absorbancia a 734nm foi realizada ap6s 6 minutos, utilizando a solucgéo reacional sem o
padrdo como branco. A curva analitica foi construida a partir do programa Origin 6.0 e
sua equacdo foi definida como Y = -26.37778 . X + 0.65164, onde Y é a absorbancia a
760 nm, X é a concentracdo de Trolox. O coeficiente de correlacdo (R) obtido foi de -
0.9997(Figura 20). Através dessa equacdo determinou-se a concentracdo equivalente
em Trolox nas amostras (concentracdo X), substituindo Y pela média das absorbancias
de cada amostra de mel. Todas as anélises foram realizadas em triplicata.

Regressdo Linear:
Y=A+B*X

Parametro Valor Erro

0,65164 0,00349

o

T .. A

E B -26,37778 0,24442

= oz
R SD N p
-0,9997 0,00568 9 -0,9997

Figura 20 - Curva analitica das médias das concentragdes da solucéao etandlica de Trolox versus
as leituras de absorbéancias (760 nm), ap6s o ensaio com reagente de ABTS.

4.14 - 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 agua destilada, ajustada a pH = 2 com acido cloridrico
concentrado e agitada com agitador magnético, a temperatura ambiente, até completa

dissolugdo. Em seguida, a amostra fluida foi filtrada através de algoddo para eliminar
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possiveis particulas solidas. 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 empacotada em uma coluna de vidro (45 x 3,5 cm). O material contido
na coluna foi lavado primeiramente com 100 mL de &gua 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 substancias fenodlicas
permaneceram na coluna. A fracdo fenolica adsorvida na coluna foi entéo eluida com
350 mL de metanol. Esta fracdo metandlica foi reunida, concentrada sob pressdo
reduzida em evaporador rotatério a 40° C. O extrato metandlico bruto foi pesado e
armazenado a 4 °C até ser utilizado no processo de extracdo liquido-liquido com acetato
de etila e éter (Figura 21).

Para o procedimento de extracdo liquido-liquido foram adicionados 10 mL de
agua destilada ao extrato metanoélico, em seguida fez-se a particdo acetato de etila (DA
SILVA, 2004; LIANDA, 2009; MONTAGNI, 2005). O extrato metanolico redissolvido
em 10 mL de agua destilada foi transferido para funil de separacdo e extraido com
acetato de etila (5 x 10 mL). As fases orgénicas foram reunidas, secas com sulfato de
sodio anidro, concentradas até secura em rotavapor a 40°C e pesadas para obter 0s

extratos de acetato de etila.

Analises fisico-quimicas

Mel (50 9) Conteudo de substancias polares
Atividade Antioxidante
Amberlite
XAD-2
\4 \ 4
Fracao Acucares
metandlica (fracéo aquosa)
\4

Particdo com
acetato de etila.

A 4

EXTRATO
(~8- 65mg) Atividade Antioxidante

Anélise por CLAE e RMN de *H

Conteudo de substancias fenodlicas

Figura 21 - Modelo esquematico do preparo dos extratos do mel.
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4.15 - Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

Foi utilizado um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) da marca
Shimadzu constituido por duas bombas série LC-20AT, detector de arranjo de diodos
série SPD-M20A e injetor Rheodyne 7125i com loop de 20 uL. O controle do
equipamento e aquisicdo dos dados foi feito através do software LCSolution
(Shimadzu). As anélises foram realizadas em coluna analitica de fase reversa C-18 (250
X 4,6 mm, 5 um de particula, Shimpak-Shimadzu), mantida a 35 °C. A fase movel foi
constituida por uma mistura de agua: acido acetico (99:1, solvente A) e metanol:
acetonitrila (90:10, solvente B). A separacdo foi feita com fluxo constante de 1,0
mL.min? ¢ o volume de amostra injetada foi de 20uL, a qual foi submetida a uma
eluicdo por gradiente: 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. O monitoramento dos
cromatogramas foi realizado a 280 e 340 nm, visto que a maioria dos acidos fendlicos e
flavondides encontrados nos meéis mostram suas absor¢cdes maximas no ultravioleta,

préximos a esses comprimentos de onda (MARTOS et al, 1997).

4.15.1 - Construcao das Curvas Analiticas com os padroes

As soluc@es analiticas de referéncia foram preparadas por sucessivas diluicdes a
partir de uma solucdo metondlica de 100 g/mL de cada um dos padrdes: &cido galico,
HMF, &cido protocatecuico, &cido p-hidroxi-benzdico, acido siringico, &cido 2,4
diidroxi-benzéico, acido sinapico, acido ferulico, &cido p-cumarico, &cido m-cumarico,
acido benzdico, acido p-metoxi-benzoéico, acido cinamico, naringerina, ABA, acido m-
metoxi-cindmico, crisina e galangina. As curvas analiticas foram construidas utilizando
a padronizacédo externa, a partir de 4 pontos das solu¢des dos padrdes em metanol nas
concentragdes de 5, 10, 20 e 50 g/mL, preparadas no mesmo dia em que se realizaram

as analises.

A curva analitica foi construida a partir do programa Origin 6.0 (UFRRJ), onde
foi efetuada a regressédo linear e obtida a equacéo da reta [y = a + b.x], relacionando a
concentracdo de cada solucéo injetada com a respectiva area obtida no cromatograma.
Através das equacOes (Tabela 12) determinou-se a concentracdo de cada padréo

identificado nos extratos analisados.
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Tabela 12 - Resultados obtidos a partir da curva analitica preparada com diferentes

padrdes

Amostras R Equacdodareta: Y =A+B* X
Acido galico 0,99969 Y = -5795,71344 + 86109,89281 * X
HMF 0,99964 = -192587,2615 + 214165,8123 * X
Acido protocatecuico 0,98935 Y = 72335,30769 + 36187,33846 * X
Acido p-hidroxi-benzoico 0,9995 Y = -24396,85641 + 44013,55795 * X
Acido siringico 0,99994 Y = -21133,5 + 75779,55714 * X
Acido 2,4 dihidroxi-benzoéico 0,99892 Y = - 17455 + 86499,17143 * X
Acido sinapico 0,99712 Y = -12636,5 + 37276,5* X
Acido ferdlico 0,98595 Y = -397818,5 +108328,5857 * X
Acido p-cumérico 0,99951 Y = -56473,10256 + 93609,68718 * X
Acido m-cumarico 0,99871 Y = 37857,42564 + 177800,3682 * X
Acido benzoico 0,99979 Y = 3962,60922 + 8877,34029 * X
Acido p-metoxi-benzoico 0,99991 Y = -5479,75385 + 40622,07077 * X
Acido cinamico 0,99915 Y = -5419,87692 + 207268,3354 * X
Naringerina 0,99534 Y = 174200,2718 + 82054,19897 * X
ABA 0,99987 Y =19914,52821 + 83711,48103 * X
Acido m-metoxi-cinamico 0,99954 Y = -176922,8051 + 113529,2144 * X
Crisina 0,99976 Y = 41091,20513 + 99180,02564 * X
Galangina 0,99995 Y = 9115,81026 + 41722,69128 * X

4.16 - Dados de RMN de *H e Tratamento Quimiométrico

Os espectros de RMN de 'H dos extratos foram registrados em um

espectrometro Bruker Avance 500 MHz (Bruker Biospin GmbH Rheinstetten,

Karlsruhe, Alemanha) equipado com uma sonda 5 mm e gradiente.

Os extratos foram solubilizados em 600 puL de metanol deuterado (Cambridge

Isotope Laboratories, Inc. 99,9 a4tomo% D, Andover, Estados Unidos). Todos o0s

espectros foram registrados a 298 + 0.1 K, com 10330 Hz de largura espectral, 32 k

pontos de dados, 16 transientes e ganho do receptor constante.

Todos os espectros obtidos foram processados em grupo utilizando o software
ACD / Spec Manager (ACD Laboratories, versdao 12.0, Toronto, Canada). Os dados
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obtidos foram convertidos em uma matriz (m x n) em planilha do Excel 2003 e
importado para The Unscrambler® 10.1 para analise estatistica multivariada.

Para interpretacdo dos dados foi utilizando a anélise dos componentes principais
(PCA) e analise hierarquica de agrupamentos (analise de cluster) Na analise de
agrupamento foi utilizada a técnica de andalise de cluster que se baseia na particdo de
uma populacdo heterogénea em varios grupos homogéneos. No agrupamento ndo ha
classes pré-definidas, os elementos sdo agrupados de acordo com a semelhanga. A
medida de similaridade usada foi a distancia Euclidiana quadratica e método hierarquico

aglomerativo usado foi 0 método de Ward.

4.17 - Tratamento estatistico dos dados

Para interpretacdo dos dados obtidos pelas varidveis FRAP, ABTS, DPPH,
fendis, flavonoides, proteinas, aminoécidos e cor (Pfund) foi gerada uma matriz de
correlacdo (Pearson r). Neste tipo de andlise valores de r acima de 0,7 indicam uma
forte correlagdo, valores entre 0,3 — 0,69 uma correlacdo significativa e fraca abaixo de
0,3 entre os dados.

Todas as operagOes matematicas e estatisticas foram realizadas com auxilio dos

programas BioEstat 5.0 e Excel 2010.
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5.1 - Caracterizacao fisico-quimica das amostras de mel

5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Alguns dos parametros fisico-quimicos de onze amostras de diferentes origens

botanicas foram determinados segundo os padrdes estabelecidos pela Legislacéo

Brasileira, visando conhecer e avaliar a sua qualidade.

Inicialmente o mel artificial foi preparado (item 4.3; pag. 37) e submetido as

mesmas analises que as amostras de mel. A importéancia desta avaliacdo se deve ao fato

dos aclcares serem 0s constituintes majoritarios na composi¢do do mel, e avaliar se

poderdo interferir nos resultados dos métodos realizados

Os resultados das analises fisico-quimicas encontrados para as amostras de mel

produzidas por Apis mellifera e para o mel artificial sdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 — Valores médios e os desvios padrdes dos parametros fisico-quimicos para
0s méis estudados e para o mel artificial.

Amostras  Escala Pfund Cor pH Acidez total HMF
Al 124,5 +0,008 Ambar escuro 3,96 £0,015 45,26 +0,005 1,49 +0,001
M2 33,2 £0,005 Branco 3,56 +0,006 38,66 +0,009 8,98 +0,006
A3 61,7 +0,008 Ambar claro 4,19 +0,015 35,56 +0,025 17,96 £0,011
C4 53,1 0,002 Ambar claro 4,21 +0,006 62,27 £0,004 22,45 +0,003
C5 43,0 £0,005 Ambar extraclaro 3,74 +0,020 80,31 0,020 55,38 +0,008
C6 95,6 +0,004 Ambar 3,74 +0,006 87,89 +0,010 34,43 +0,005
Cc7 40,2 £0,009 Ambar extraclaro 4,06 £0,021 70,62 £0,002 16,46 +0,003
C8 56,5 +0,001 Ambar claro 4,07 £0,006 67,32 0,012 8,98 £0,002
C9 16,14 +0,006 Ambar claro 4,13 +0,006 55,15 +0,000 18,71 £0,013
M10 50,89 +0,007 Branco 3,50 £0,058 35,46 +0,005 7,48 £0,004
M11 45,92 +0,006 Branco 3,42 £0,012 37,94 +0,009 20,95 +0,001
MA —21,17+£ 0,14 Indeterminada 3,84 £ 0,020 1,6 £0,001 --

Cor (mm Pfund), Acidez total (mEqg/kg) e HMF (mg/kg) foram determinados em triplicada. MA — Mel artificial
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As determinacg6es das medidas fisico-quimicas de todas as amostras estdo dentro
dos limites preconizados pela legislacéo brasileira (Brasil, 2000).

A determinacdo da intensidade da cor dos diferentes meis foi realizada com o
objetivo de encontrar uma possivel relacdo entre este parametro, de facil deteccdo, e a
atividade antioxidante.

As classificagOes de coloragdo do mel foram feitas utilizando a escala Pfund e
segundo o0 método descrito por Naab et al. (2008) e estdo apresentadas na Tabela X.
Baseados nessa classificacdo os méis de morrdao (M2, M10 e M11) puderam ser
classificados como mel branco, os de assa peixe classificados como mel ambar escuro
(Al) e ambar claro (A3), e os méis de cambara foram classificados como &mbar claro
(C4, C8 e C9), ambar extra claro (C5 e C7) e ambar (C6). Assim, as amostras
analisadas apresentaram predominancia da cor ambar claro (36,4%), seguida das cores
branco (27,3%) e ambar extra claro (18,2%).

Estas classes de cores estdo em conformidade com a legislagéo, que considera
aceitaveis variagfes de branco d’agua a ambar escuro (BRASIL, 2000). A coloracao do
mel artificial foi indeterminada (-21,2 mm Pfund) por estar fora do intervalo da escala, o
que sugere que 0s aglcares ndo Sdo 0s principais componentes responsaveis pela
variacgao da coloragdo do mel.

Sabe-se que a coloracdo do mel depende de varios fatores, tais como o contetido
de mineral, teor em flavondides, produdos de reacdo de Maillard (BRUDZYNSKI e
MIOTTO, 2011). De maneira geral, 0 mel escuro tem um maior conteido em minerais
do que o mel claro (BOGDANOV, 2009b). A coloracdo, bem como o aroma e sabor do
mel podem variar de acordo com a sua origem floral, podendo ser quase incolor
(oriundo de flores como o assa peixe), ambar (flores de laranjeiras), escuro (eucalipto,
silvestre) e pardo escuro (trigo sarraceno). Com a idade e conforme a temperatura de
estocagem do mel observa-se o seu escurecimento.

Todos os méis monoflorais analisados apresentaram um carater acido. Seus
valores de pH variaram de pH 3,3 a 4,2 (Tabela 13). Os valores observados nesse
trabalho sdo similares aos relatados por Azeredo et al (2003) para méis brasileiros, onde
foi observado uma variacdo de pH entre 3,10 - 4,05 e por Sereia et al., (2011) que
encontrou valores no intervalo de 3,84 - 3,91. Marchini et al., (2007) também
encontraram valores médios de 3,62; 3,39 e 3,19 para pH de méis silvestres, de

eucalipto e laranjeira, respectivamente, do estado de S&o Paulo.
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Além disso, os valores estdo de acordo com as médias de pH citados em méis
portugueses (3,7 - 4,3), argelinos (3,49 - 4,43), cubanos (3,9 — 4,9) e italianos (3,85 —
4,66) (ESTEVINHOS et al; 2008; OUCHEMOUKH et al., 2007; ALVAREZ-SUAREZ
etal., 2010a; GIORGI, et al., 2011).

Embora a legislacdo vigente ndo exija analise de pH como controle de qualidade,
tem-se observado na literatura que este parametro vem sendo avaliado porque contribui
como uma variavel auxiliar para o controle microbiolégico do mel, pois um baixo valor
de pH (faixa de pH 3,0 — 4,0) inibe a presenca e o crescimento de microorganismos
(TERRAB et al., 2002)

O valor de pH do mel pode ser influenciado pelo pH do néctar, solo ou
associacdo de vegetais que compdem o mel (CRANE, 1985). Esse parametro tem
grande importancia durante a extracdo e estocagem do mel, jA que influencia sua
textura, estabilidade e armazenamento (TERRAB et al; 2002).

A acidez realca o sabor do mel e dentro do limite indica a falta indesejavel de
fermentacdo (CRANE, 1987). A origem da acidez no mel deve-se, em parte, a variacao
dos acidos organicos causada pelas diferentes fontes de néctar, pela acdo da enzima
glicose-oxidase que origina o &cido glucénico, pela acdo das bactérias durante a
maturacdo do mel e ainda a quantidade de minerais presentes no produto. Uma alta
acidez pode indicar processos fermentativos, mas em geral, o mel é naturalmente acido,
independentemente de sua origem geografica.

A medida de acidez total determinada para as onze amostras variou de 35,46 —
87,89 mEqg/kg. Sendo que seis amostras (C4, C5, C6, C7, C8 e C9) apresentaram
valores médios superiores aqueles determinados pela legislacdo vigente, que menciona
o valor maximo de 50 mEg/kg (BRASIL, 2000). Resultados semelhantes foram
encontrados por Marsico et al (2009), que relataram valores de acidez na faixa de 63
mEqg/kg para méis clandestinos comercializados no Rio de Janeiro. Estas alteracdes
podem ser explicadas pela filtragem e decantacdo inadequada no momento da obtencéo
e exposicdo a luz durante o armazenamento. Valores acima do limite preconizado
podem ser indicativos de um processo fermentativo ocasionado por uma colheita
inadequada, no qual sdo colhidos méis “verdes”, méis ainda ndo-maduros, com altos
indices de umidade, que as abelhas ainda ndo opercularam (PEREIRA et al.; 2002). A

quantidade elevada de dgua no mel facilitara a proliferacdo de leveduras, levando-o a
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fermentacdo, tornando-o muitas vezes, improprio para 0 consumo e impossibilitando a

sua comercializagéo.

O teor de HMF foi determinado para avaliar a qualidade dos méis estudados. Os
resultados de HMF para os meis analisados indicaram um valor médio de 19,39 mg/kg,
variando de 1,49 a 55,38 mg/kg (Tabela 13), e estdo de acordo com o preconizado pela
legislacdo brasileira vigente, que estabelece um valor méximo de 60 mg/kg (BRASIL,
2000). Esses valores de HMF, segundo a literatura, indicam que os meéis analisados
eram frescos, ndo adulterados e ndo haviam sido submetidos a periodos prolongados de
armazenamento.

Vaérios fatores influenciam os niveis de HMF, tais como temperatura
e tempo de aquecimento, condi¢bes de armazenamento, pH e fonte floral, por isso
fornece uma indicacdo de superaquecimento e armazenamento em condicdes precarias
(FALLICO et al., 2006).

O HMF é utilizado como indicador de qualidade, uma vez que tem origem na
degradacéo de enzimas presentes nos meis e apenas uma pequena quantidade de enzima
é encontrada em méis maduros e recém recolhidos (TERRAB et al, 2001), enquanto que
valores mais elevados podem indicar alteracbes provocadas por armazenamento
prolongado em temperatura ambiente e/ou superaquecimento ou adulteracfes
provocadas pela adi¢do de acticar (AZEREDO et al., 2003).

Alvarez-Suarez et al. (2010), Estevinhos et al. (2010) e Fallico et al. (2006)
afirmaram que, em paises de clima tropical, as amostras de méis costumam apresentar
elevado teor de HMF em func¢éo do clima quente, sendo a quantificacdo deste parametro
fundamental para a verificacdo da qualidade do produto. Uma serie de fatores, tais como
temperatura e tempo de aquecimento, condi¢bes de estocagem, pH, origem floral

influenciam a quantidade de HMF no mel.
5.1.1 — Teor em substancias polares presentes nas amostras de mel

A diversidade estrutural das substancias fenolicas deve-se a grande variedade
de combinacGes que acontece na natureza. Dentre as substancias polares, destacam-se

os flavonodides, os acidos fendlicos, os taninos e os tocoferdis como 0s mais comuns
antioxidantes de fonte natural (ANGELO e JORGE, 2007).
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Diversos trabalhos citados na literatura relatam a separagdo, identificacao,
quantificacdo e aplicacdo das substdncias fendlicas em alimentos, e muitos deles
descrevem muitos problemas metodoldgicos, pois, aléem de englobarem uma gama
enorme de substancias, sdo, na maioria das vezes, de grande polaridade, muito reativos
e susceptiveis a acdo de enzimas. Outro aspecto importante no desenvolvimento de
métodos de quantificacdo das substancias fendlicas é a dificuldade de se encontrar um
padrdo especifico e conveniente, devido a complexidade das substancias fenodlicas
presentes nos alimentos e as diferencas de reatividade entre estas substancias e o0s
reagentes.

Além disso, a anélise dessas substancias fenolicas é influenciada pela natureza
da substéncia, 0 método de extracdo empregado, o tamanho da amostra, 0 tempo e as
condicdes de estocagem, o padrdo utilizado e a presenca de interferentes tais como
ceras, gorduras, terpenos e clorofilas.

Os 4acidos fenolicos e flavonoides sdo um grupo de substancias de grande
interesse devido as suas propriedades funcionais no mel. Sdo membros de uma classe de
substancias naturais, recentemente considerados de alto interesse cientifico e
terapéutico.

Varios métodos espectrofotométricos para quantificagdo de substancias fenolicas
em alimentos tém sido desenvolvidos. O método de Folin-Denis é o mais utilizado para
determinacdo de fendlicos totais em vegetais, e este foi usado para a determinacédo
indireta do teor de fendlicos totais nos méis.

Este método fundamenta-se numa reacdo de oxi-reducdo entre as substancias
polares e o reagente de Folin. Ocorre a reducdo do molibdénio (Mo*®) presente no
reagente em meio basico, através da oxidacdo de substancias fenodlicas a ortoquinonas,
formando parcialmente, a forma reduzida Mo* da qual resulta um complexo de
coloragdo azul que ao absorver radiacdo a 760 nm permite a quantificagdo das
substancias fendlicas (FOLIN e DENIS, 1912).

O método de Folin-Denis, no entanto, ndo é um método especifico, pois
determina todos os fendlicos presentes, além de outras substancias redutoras que podem
estar presentes e interferirem nos resultados.

O reagente de Folin consiste em uma série integrada polimérica que possui em
geral um centro tetraédrico formado por uma unidade central de fosfato cercada de
varias unidades de oxiacidos octaedricos de molibdénio, formando uma estrutura na

qual o tungsténio, que também é um agente oxidante, pode livremente substituir o
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molibdénio. Esse reagente promove a oxidacdo dos fenolatos, e o heteropoliacido é
parcialmente reduzido de +6 para uma mistura de valéncia +5 e +6, resultando na
producdo de um complexo azul de molibdénio-tungsténio (SINGLETON e ROSSI
JUNIOR, 1965).

Nesta reacdo as substancias fenolicas sdo oxidadas rapidamente, porém isto
apenas ocorre em solugdes basicas o suficiente para permitir a formagédo de quantidades
razoaveis de anions fenolato. Entretanto, uma base fraca como o carbonato de célcio é
usada devido a instabilidade, tanto do reagente oxidante, como do complexo azulado em
solucdes alcalinas. Neste caso o carbonato de sodio € utilizado em excesso, pois nao é
necessario aumentar o pH da solucdo até que todos os fendis sejam convertidos a
fenolatos. Conforme a fracdo ionizada reage com a solucdo de Folin, o equilibrio se
desloca para a formacdo de mais anions fenolatos (SINGLETON e ROSSI JUNIOR,
1965).

Ao aplicar este método, o teor em fendlicos totais € freqlientemente expresso em
termos de concentracdo em &cido galico pelo que é necessario construir uma curva
analitica com solucgdes padrées desta substancia. Neste trabalho foi utilizada uma curva
analitica obtida a partir de diferentes concentracdes de &cido galico (0- 0,025 mg/mL)
para a determinacgdo indireta dos teores de fendlicos totais dos méis e o contetdo foi
expresso em concentracdo de acido galico (mgEac/100g de mel, metodologia descrita
nas pag. 40). Ao analisar as diversas amostras de mel pelo método de Folin-Dennis e
usando a curva padrdo de acido galico (R= 0,999), foi possivel conhecer o teor em
substancias fenolicas nos diversos tipos de mel, bem como para o mel artificial (Tabela
14).

Conforme pode ser observado na Tabela 14, o teor em substancias fendlicas
variou significativamente com o tipo de mel analisado, apresentado os valores de 94,9 a
103,0 mg Eac/100 g para os méis de assa peixe, de 73,7 a 81,4 mgEac/100 g para os
méis de morrdo de candeia, de 104,7 a 129,3 mgEac/100g para 0os méis de cambara e
fora da faixa de determinacdo para mel artificial (valor negativo). De acordo com esses
resultados a amostra C8 (mel de cambard), classificada como ambar claro foi a que
apresentou a maior concentragdo em substancias fenolicas (129,3 mgEac/100g),
enquanto a amostra M2 (morrdo de candeia), classificada como branco, apresentou a

menor concentragéo (73,7 mgEac/1009).
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Tabela 14 — Valores médios e os desvios padrdes dos teores de fenolicos e flavonoides
totais, das amostras de méis estudadas e para o mel artificial.

Teor em Fendlicos Total Teor em Flavonoides Total
Amostras de mel

(MgEac/100g)? (mgEq/100g)°
Al 103,0 +0,004 9,82 +0,001
M2 73,7 £0,005 2,98 £0,005
A3 94,9 +0,006 6,43 0,004
C4 126,6 +0,007 7,43 £0,009
C5 110,5 +0,001 6,38 £0,001
Cé6 104,7 +0,003 6,46 £0,003
Cc7 121,7 +0,002 7,56 £0,011
C8 129,3 £0,003 10,25 +0,004
C9 102.8 +0,002 5,55 0,007
M10 81,4 + 0,004 2,54 £0,002
M11 78,1 +£0,003 2,95 +0,006
MA -2,32+0,12 0,25+ 0,02

a- mg de equivalentes de acido galico por 100g de mel. b — mg de equivalentes de quercetina por 100g de mel. MA —
Mel artificial

Essas diferencgas entre os méis florais podem estar relacionadas a localizacao e
ao crescimento das plantas em regides especificas. A origem botanica e geogréfica pode
afetar os padrbes de fendlicos e flavonoides, a distribuicdo de polen e a atividade
antioxidante dos méis (LACHMAN et al, 2010). Conforme pode ser observado na
Tabela 13, os méis florais oriundos da mesma regido, Seropédica (amostras C4, C5,
C6, C7, C8 e C9) foram as que apresentaram 0s maiores conteudos em substancias
polares.

Embora os méis florais sejam originarios de plantas diferentes, e apresentem
substancias  fendlicas  distintos, acarretando  assim  variagdes no total
das substéancias fenolicas, os dados observados nesse trabalho para as amostras de méis
brasileiro da regido sudeste (78,1 - 129,3 mgEac/100g mel) sdo semelhantes aos
descritos para amostras de mel da regido da Nova Zelandia, com valores na faixa de
56,00 a 169,67 mg Eac/100g (VENUGOPAL e DEVARAJAN, 2011). Resultados
semelhantes também foram encontrados para méis brasileiros de Minas Gerais e S&o

Paulo, com valores na faixa de 23,83 a 62,69 mg Eac/100g para os méis de assa peixe, e
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79,2 a 179,13 mg Eac/100g para os méis de eucalipto (VIANNA, 2010), bem como
para vinte uma amostras de méis florais do nordeste, cujos valores de fendlicos totais
variaram de 10,21 a 108,5 mg Eac/100g ( LIBERATO et al., 2011).

No entanto, as amostras de mel neste estudo apresentaram diferencas
substanciais em relacdo as amostras de mel do Chile, com teor de fendlicos totais
variando de 0,0 a 8,83 mgEac/100g de mel (MUNOZ e COPAJA, 2007) . Socha et al.
(2009) relataram uma variacdo de 21,7 a 75,3 mgEac/100g para dez amostras de méis
de ervas da Polonia; Al et al. (2009) avaliaram vinte e quatro amostras de meis da
Romeénia e relataram uma variacdo de 2,0 a 39,9 mg; 16,00 a 38,0 mg e de 20,0 a 45,0
mgEac/100g para os méis de acécia, limdo e girassol, respectivamente, Giorgi et al.
(2011) avaliaram onze amostras de méis italianos de diferentes origens boténicas, e
observaram valores que variaram de 15,13 a 82,49 mgEac/100g de mel, enquanto
Bertoncelj et al. (2007) avaliaram amostras de mel da Eslovénia e observaram valores
entre 44,8 e 241 mg Eac/kg de mel.

Nesse trabalho o teor de flavondides totais nos méis foi determinado por
espectrofotometria utilizando como reagente um solucdo metandlica de cloreto de
aluminio (AICIl3). O cation aluminio forma complexos estaveis com os flavonoides,
originando uma coloracdo amarela que pode ser avaliada através de uma analise
espectrofotométrica a 415nm (MEDA et al., 2005; AHN et al., 2007).

O cétion aluminio forma complexos estaveis com os flavondides em metanol,
ocorrendo na analise espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de
onda, chamado efeito batocrémico.

A complexacdo dos flavondide esta relacionada a fatores estruturais tais como:

- A presenga de grupos catecol (1,2-diidroxi) que possibilitam a interagdo com
metais formando complexos em anéis de cinco membros; (Figura 22)

- A presenca de grupo carbonila na posicédo 4 e hidroxila na posi¢édo 5, que forma

complexo em anéis de seis membros, mais estaveis (Figura 22).
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Figura 22 — Sitios de complexacdo de metais de transicdo em flavondides (TIWARI, 2001)

Além disso, alguns flavonoides podem formar complexos bimoleculares com
ions metalicos bivalentes ou trivalentes através da hidroxila C3 e a do C2’ ou C6’,
através da carbonila e a hidroxila vizinha, ou ainda com os flavonodides na forma

oxidada, como as paraquinonas (Figura 23).

Figura 23 - Complexo bimolecular da morina com AICI; (adaptado de KEUSCH, 2003)

Os flavonoides presentes no mel podem ter origem no poélen, na propdlis e no
néctar sendo a propolis a fonte mais rica em flavondides (TOMAS-BARBERAN et al.,
1992).

O conteudo em flavondides totais do mel foi expresso em termos de
concentracdo em quercetina, sendo por isso necessario construir uma curva analitica
com diferentes concentrac6es desse padrdo (0 — 1,78 mg/mL; Figura 15).

Conforme pode ser observado na Tabela 14 (pag. 61), o teor em flavonoides
totais para os méis estudados usando a curva da quercetina variou de 5,55 a 9,82 mg
Eq/100g para os méis de assa peixe, de 2,54 a 2,98 mg Eq/100g para os méis de morréo
de candeia, de 6,38 a 10,25 mgE/100g para os méis de cambara e para o mel artificial o
valor foi 0,25 mgEq/100g de mel. Através desses resultados, novamente a amostra C8
(cambard) foi a que apresentou o maior conteudo em flavondides totais (10,25
mgEqo/100g), assim como para o conteddo em fenolicos totais (129,3 mgEac/100g),
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enquanto a amostra M10 (morrdo de candeia) foi a que apresentou a menor
concentracéo (2,54 mgEq/100g), se assemelhando também ao resultado observado para
contetdo em fenolicos totais para 0 mel de morrdo (M2).

Os dados observados nesse trabalho para as amostras de méis florais do Sudeste
brasileiro (2,54 — 10,25 mgEq/100g mel) sdo semelhantes aos obtidos por Liberato et al.
(2011) para méis florais do nordeste, com valores para contetdo em flavonoides totais
que variaram de 0,25 a 8,38 mgEq/100g de mel.

No entanto, as amostras de mel neste estudo apresentaram diferencas
substanciais em relacdo as amostras de mel da Nova Zelandia, com teor de flavonoides
totais variando de 0,25 to 3,34 mg Eq /100g de mel (VENUGOPAL e DEVARAJAN,
2011). Em amostras do Chile, o teor de flavonodides variaram de 0,014-13,8 mg Eq/100
g de mel (MUNOZ e COPAJA, 2007), o contetido de flavondides em amostras de mel
Burkina Faso estudado por Meda et al..(2005) foi de 0,17- 8,35 mg Eo/100 g de mel, e
Vianna (2010) encontrou valores que variaram de 0,04 a 2,53 mgEq/100 g para méis de
assa peixe e 0,4 a 1,54 mgEq/100g para méis de eucalipto do Sudeste brasileiro.

Entretanto sdo descritos na literatura conteddo em flavondides para méis de
outros paises, de diferente origem que se mostraram superiores aos determinados para
0s méis brasileiros. Como por exemplo, os resultados obtidos para amostras de méis
poloneses em que o teor variou de 6,9 a 28,5 mgEq/100g de mel (SOCHA et al., 2009).
Em outro trabalho com vinte e sete amostras de méis italianos de diferentes origens
florais e geograficas, o teor em flavonoides variou de 4,19 a 21,17 mgEg/100g de mel
(PICHICHERO et al, 2009).

O uso do cloreto de aluminio para a determinacdo da quantidade de flavondides
totais ndo €, no entanto, um procedimento isento de limitacGes. O método é preciso, isto
é, ele é reproduzivel, fornecendo desvios muito pequenos ou nulos entre um ensaio e
outro com a mesma amostra. No entanto, ele pode ser pouco exato, ou seja, o valor que
ele fornece pode ser diferente (geralmente inferior) em relagdo a quantidade de
flavonoides totais realmente presente na amostra analisada. O valor medido e o valor
real sdo tanto mais préximos entre si quanto maior a proporc¢do de flavonois na amostra,
e tanto mais distantes quanto maior a proporgéo de flavonas.

Isso se deve ao fato de que o comprimento de onda selecionado (415 nm)
corresponde a banda de absor¢do do complexo quercetina-aluminio. A quercetina € um
flavonol, certamente o mais comum dos flavondides encontrado nas plantas. Os

complexos dos outros flavondis com aluminio absorvem bem préximo de 415 nm, mas
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os complexos derivados de flavonas absorvem em comprimentos de onda inferiores, o
que causa uma subestimativa nas determinac6es de misturas muito ricas em flavonas.
No entanto, essa limitacdo ndo reduz a validade do método para os propdsitos do
controle de qualidade. Nesse contexto, € mais importante precisdo do que exatiddo, pois
no controle de qualidade o que normalmente se faz é estabelecer limites inferiores e
superiores, dentro dos quais os valores encontrados devem se situar nas condicdes

prescritas pelo método.

5.1.2 — Conteudo de amimoacidos e proteinas presentes nas amostras de mel

A determinacdo de aminoacidos livres no mel foi realizada pelo método
espectrofotométrico utilizando caddmio-ninidrina (DOI et al., 1981).
Os resultados do contetdo de aminiacido livre e proteinas totais estdo

apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — Valores médios e os desvios padrdes dos contetdos de aminiécidos livres e
proteinas totais, das amostras de méis estudadas e para o mel artificial.

Aminodcidos livres Proteinas totais

Amostras de mel

(MgELe/100g)° (MYEss/100g)”
Al 24,82 +0,002 98,06 +0,983
M2 10,68 +0,005 43,44 +0,785
A3 17,10 +0,004 53,26 +0,820
C4 39,42 +0,009 46,65 +0,796
C5 6,51 £0,001 44,63 +0,789
C6 7,75 +£0,006 43,07 £0,783
C7 21,36 +0,007 41,51 +0,778
C8 7,14 £0,006 51,70 £0,815
C9 30,1 £0,005 67,40 +0,872
M10 24,0 £0,005 49,50 +0,807
M1l 21,9 £0,005 53,17 £0,820
MA -0,08 + 0,04 -0,63 + 0,69

a- mg de equivalentes de L-leucina por 100g de mel. b — mg de equivalentes albumina sérica bovina (ASB) por 100 g

de mel. MA — Mel artificial
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O teor de aminoacido livre determinado para as onze amostras variaou de 6,51 a
39,42 mgE £/100g. O conteldo de aminoéacido variou significativamente com o tipo
floral de mel analisado, apresentando os valores de 17,10 a 30,1 mgE £/100g para 0s
méis de assa peixe, de 10,68 a 24,0 mgEac/100g para os méis de morrdo de candeia e
de 6,51 a 39,42 mgE, ¢/100g para os meis de cambara (Tabela 15). O mais alto valor de
aminoéacido livre foi encontrado no mel de cambara C4 (39,42 mE_g/100g), assim como
0 mais baixo valor foi também observado para o mel de cambard C5 (6,51 mE, ¢/100g).
Ambos os méis foram obtidos diretamente do favo e oriundos de apicultores da regido
de Seropédica, porém coletados em meses diferentes (Tabela 13, pag. 55).

Ao comparar esses resultados com os realizados por Alvarez-Suarez et al.
(2010) para diversos méis monoflorais cubanos, eles relataram uma varia¢do de 15,3 a
146,4 mgE g/100g para o conteldo de aminoacido, mostrando seus valores
significativamente superiores a esses méis brasileiros.

Diferentes trabalhos relatando a composicdo de aminoacidos no mel, através de
técnicas cromatogréficas, tém sido descrito e o principal objetivo € usar essa avaliagao
como parametro para determinar a sua origem botanica (IGLESIAS et al., 2004).
Contudo ndo existe numero suficiente de estudos que correlacionem a atividade

antioxidante do mel e sua composi¢do em aminoacidos.

Para a determinacdo do contetdo de proteinas foi utilizado o método de
Bradford, que se baseia na interacdo entre o corante azul brilhante de Coomassie G-250
e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou
aromaticas. No pH de reacdo, a interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o
reagente provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma aniénica, que
absorve fortemente em 595 nm (BRADFORD, 1976).

O nivel de proteina no mel depende da sua origem floral: esta dependéncia esta
relacionada ao fato do conteido de proteina no mel poder ser atribuido a presenca de
enzimas introduzidas pelas proprias abelhas, e outras derivadas do néctar (ALVAREZ-
SUAREZ et al., 2010a).

O conteldo total de proteina variou significativamente com o tipo floral de mel
analisado, apresentando valores de 53,26 a 98,06 mgEasg/100g para os méis de assa
peixe, de 43,44 a 53,17 mgEasg/100g para os meis de morréo de candeia e de 41,51 a

67,40 mgEase/100g para os méis de cambara (Tabela 15) O mais alto contetudo de
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proteina foi observado para o0 mel de assa peixe Al (98,06 mgEasg/100g), enquanto o
mais baixo contetdo foi observado para o mel de cambaré C7 (41,51mgEass/100g).
Similares valores de proteinas em mel foram relatados por Azeredo et al.(2003).
Segundo esses autores o conteudo total de proteina no mel pode ser classificado como:
baixo, para valores até 30 mgEass/100g; médio, valores entre 40 a 100 mgEasg/100g e
alto para valores proximos de 200 mgEasg/100g. Assim sendo, todas as amostras de
meéis estudadas se classificam como de médio contetdo total de proteina. Os valores
encontrados neste trabalho estdo também de acordo com os valores obtidos para
diversos méis monoflorais cubanos estudados por Alvarez-Suarez et al. (2010), que

relataram uma variacdo de 12,0 a 92,3 mgEags/100g.

5.1.3 — Avaliacéo da Atividade Antioxidante dos méis

A capacidade antioxidante pode ser definida como a habilidade e o potencial do
mel para reduzir reagbes oxidativas nos alimentos e no corpo humano. Notavelmente,
essas reacOes oxidativas podem causar danos nos produtos alimentares (exemplo:
oxidacdo lipidica em alimento, ou escurecimento enzimatico em frutas e vegetais) e
produzir efeitos adversos na salde, tais como doencas cronicas e cancer (GHELDOF e
ENGESETH, 2002).

Nos ultimos anos tem havido um interesse crescente no estudo dacomposicao do
mel e suas propriedades bioldgicas. Muitos autores demonstraram que o mel serve como
fonte de recursos antioxidantes naturais, que séo eficazes na redugéo do risco de doenca
cardiéca, cancer, declinio do sistema imunoldgico, diferentes processos inflamatorios,
etc.

Os componentes no mel responsavel por seus efeitos antioxidantes sdo
principalmente flavonoides, &cidos fenodlicos, catalase, peroxidase, carotendides e
componentes ndo peroxidal (BOGDANOV, 1997). A quantidade desses componentes
varia amplamente de acordo com a origem floral e geografica de mel, o processamento,
manuseio e armazenamento (GHELDOF e ENGESETH, 2002; TURKMEN et al.,
2006). Na literatura vérios estudos para a identificacdo e quantificacdo dos componentes
antioxidantes encontrados em produtos apicolas séo relatadas (GHELDOF et al., 2002.;
GOMEZ-CARAVACA et al., 2006). Geralmente, os estudos para a avaliagdo da

capacidade antioxidante do mel envolveram o uso de diferentes métodos como ORAC
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(capacidade de absorc¢éo de radicais de oxigénio), FRAP (poder antioxidante de reducao
do ion férrico) e ensaio com DPPH radicalar (ALJADI e KAMARUDDIN, 2004).

Diversos estudos tém comprovado a acdo terapéutica do mel, existindo
atualmente interesse em avaliar a sua capacidade antioxidante como parametro elegivel
para sua qualidade (LACHMAN et al., 2010). Este pardmetro estd estritamente
correlacionado com a presenca de sequestradoes de radicais (antioxidantes), tais como
as substancias fenolicas. Portanto, os &cidos fendlicos e flavonobides, por exemplo
podem desempenhar um papel importante no controle das reacGes oxidativas também
no corpo humano e dessa forma exercerem suas atividades anticarcinogénicas e
antiteratogénicas através de efeitos diretos, indiretos e/ou mediados (HAVSTEEN,
2002). Obviamente os mecanismos de acdo das substancias fenolicas e de outras
substancias presentes no mel ainda sdo pouco compreendidos.

A maioria dos modelos experimentais empregados na analise do potencial
antioxidante em alimentos emprega métodos radicares ou de reacGes de oxi-reducao,
que em geral sdo de facil execucdo e baixo custo (ROBBIN, 2003).

Neste trabalho a avaliacdo da atividade antioxidante para os méis foi realizada
por trés metodos: captura do radical organico 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH),
captura do radical livre (ABTS"") e método de reducio do ion férrico (FRAP). Uma
solucdo de mel artificial foi incluida nos testes para avaliar a contribuicdo do aglcar nas
atividades testadas (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010).

Trabalhos anteriores reportaram que os métodos DPPH, ABTS e FRAP séo
validos para a determinacdo das propriedades antioxidantes em alimentos e bebidas
(BENZIE e STRAIN, 1996; RE et al., 1999). Os mesmos procedimentos para avaliar o
potencial antioxidante em amostras de mel foram também usados por outros autores
(GIORGIO et al., 2011; KHALIL et al., 2011, LACHMAN et al., 2011, ALVAREZ-
SUAREZ et al., 2010; JAGANATHAN et al., 2010, BALTRUSAITYTE et al., 2007;
KHALIL et al., 2011; LACHMAN et al., 2010; MEDA et al., 2005).

Os valores médios e desvios padrdo dos ensaios de atividade antioxidante
realizada para 0s onze méis utilizando os trés ensaios FRAP, ABTS e DPPH estdo
apresentadas na Tabela 16. Conforme pode ser observado entre as amostras analisadas,
0s méis de cambara foram os que apresentaram 0s melhores resultados para os trés
métodos empregados, variando de 190,35 - 297,76 umol Fe(I11)/100 g para FRAP; de
474,69 - 689,11 umolTE/100g para ABTS, e de 17,12 - 33,39 mg/mL para CEsg
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(DPPH). Estes valores estdo compativeis com os resultados obtidos para contedo em

fendlicos e flavondides totais do mel de cambara (Tabela 14, pag. 61).

Tabela 16 - Atividade antioxidante das onze amostras de mel e do mel artificial.

Amostra FRAP ABTS DPPH (CE-x)
(nmol Fe(I)/100 g) (umolTE/1009) (mg/mL)
Al 218,13 £0,001 395,56 +0,002 24,38 £0,004
M2 68,13 £0,001 207,94 £ 0,002 67,69 0,013
A3 214,43 £0,001 423,64 0,005 41,76 0,026
C4 190,35 +0,001 616,36 £0,005 33,39 +0,023
C5 240,35 0,001 548,72 £ 0,002 22,30 0,013
C6 225,54 £0,001 474,69 +0,005 24,34 +0,016
C7 253,31 £0,001 548,72 +0,006 21,39 +£0,011
C8 297,76 0,002 689,11 +0,002 17,12 +0,016
C9 179,24 +0,005 174,75 +0,003 16,14 0,009
M10 68,13 + 0,005 70,09 +0,005 50,89 +0,008
M11 79,24 +0,002 106,33 +0,007 45,92 +0,010
MA ND 34,36 £5,85 404,64 £1,44

FRAP — Valores expressos em pmol de Fell (solugdo aquosa de FeSO,4) por 100g de mel. ABTS — Valores expressos
em pmol de Trolox por 100g de mel. ND — Néo determinado, pois j& é usado como branco na analise.

A capacidade de resgate de radicais livres pode ser quantificada através do
parametro CEsy que representa a concentracdo do material em analise necessaria para
inibir 50% de radicais livres. Deste modo, quanto mais elevado for o valor de CEsg
menor serd a capacidade da amostra em andlise para neutralizar os radicais. A
determinacédo deste parametro para os diferentes tipos de mel foi efetuada com base na
sua acdo sobre os radicais de DPPH. Determinou-se entdo, a CEsg para cada tipo de mel,
ou seja, a concentracao da solucdo de mel que inibe 50% dos radicais de DPPH.

Os valores de CEsp variaram de 16,14 a 67,69 mg/mL (Tabela 16). Entre todas
as amostras estudadas, o mel de cambara (C8) foi o que apresentou a mais elevada
capacidade de resgate do radical DPPH, enquanto os méis de morrdo de candeia (M2 e
M10) apresentaram o0s piores resultados para os trés métodos avaliados (Tabela 16). O
mel artificial apresentou atividade antioxidante muito baixa (CEsp= 404,64 mg/mL),
significativamente menor do que qualquer amostra, visto que ndo apresenta nenhuma

substancia com potencial antioxidante .
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Giorgi et al. (2011) relataram uma variacao dos valores de CEso de 11,39 a 64,33
mg/mL para méis italianos, estando semelhante ao valores relatados nesse trabalho.
Enquanto Liberato et al. (2011) relataram valores de CEsy que variaram de 4,2 a 106,72
mg/mL para méis florais do estado do Ceara.

Para amostras de méis florais da Republica Checa, Lachman et al. (2011)
relataram uma variacdo de 98,73 a 186,86; 431,38 a 560,01 e 222,98 a 374,58 mg de
equivalentes de &cido ascérbico por quilo de mel para nos métodos DPPH, ABTS e
FRAP, respectivamente.

Al et al. (2009) estudaram vinte e trés amostras de mel coletadas em diferentes
regibes da Roménia e confirmaram uma variagdo nas propriedades antioxidante e
contelido fendlico total na amostras em fungdo da sua origem botanica ou fonte
geografica.

Al-Mamary et al. (2002) e Beretta et al. (2005) sugeriram que a atividade
antioxidante em amostras de mel varia enormemente dependendo da fonte floral,
possivelmente, devido as diferencas no conteldo de metabdlitos especiais das plantas e
da atividade enzimaticas das abelhas. Segundo os autores fatores sazonais e climaticos,
bem como o processamento também pode ter um efeito sobre a composicdo do mel e
atividade antioxidante, porém em menor proporcao.

De acordo com Gheldof et al. (2002), a capacidade antioxidante em amostras de
mel é o resultado da atividade conjunta de uma vasta gama de substancias, incluindo
substancias fenolicas, peptideos, acidos organicos, enzimas, produtos da reacdo de
Maillard, e possivelmente outros componentes menores.

Lianda (2009) analisou amostras de méis de laranjeira e silvestre oriundas de
Sdo Paulo e Rio de Janeiro encontrando uma variacdo de CEsy entre 36,22 — 40,80

mg/mL e 10,81 - 19,74 mg/mL, valores na mesma faixa que os relatados neste trabalho.

5.1.4 - Correlagéo entre os parametros avaliados

No sentido de procurar possiveis relagcbes entre os diferentes parametros
avaliados nesse trabalho, foi desenvolvida a matriz de correlagdo apresentada na Tabela
17. Essa matriz de correlacdo revelou que todas as oito variaveis (cor de mel,
substancias fendlicas, flavonoides, aminoé&cidos, proteina, FRAP, ABTS e DPPH)

mostraram algum tipo de correlagdo entre si.
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Tabela 17 - Matriz de correlacao entre as varidveis analisadas para as amostras de méis.

FRAP ABTS DPPH Fendlicos Flavondides Aminoacido Proteina Cor

FRAP 1

ABTS 0,87* 1

DPPH -0,84*  -0,58* 1

Fendlicos 087 0,89 -0,79* 1

Flavondides 0,92 0,84* -0,77* 0,86* 1

Aminoéacido  -0,23 -0,19 -0,02 0,11 -0,04 1

Proteina 0,08 -0,17 -0,26 -0,04 0,34 0,32 1

Cor 0,46 0,25 -0,49 0,26 0,60* 0,04 0,72* 1

*Significativo ao nivel de p <0.05

Analisando os resultados das amostras de mel foi observada uma alta correlacéo
entre as substancias fenodlicas total e o potencial antioxidante realizado com os trés
métodos: ABTS (r = 0,89), FRAP (r = 0,84) e DPPH (r = -0,79). De fato, 0s meis que
apresentaram o maior conteddo em substancias fenolicas foram os que apresentaram
também o maior potencial antioxidante (Tabela 16). Também foi observada uma forte
correlacdo entre conteudo em flavondides total e os resultados de FRAP, ABTS e DPPH
(r=0,92,r=0,84 e r=-0,76, respectivamente). O alto coeficiente de correlagéo indica
que substancias fenolicas sdo um dos principais componentes responsaveis pela
atividade anti-radicalar do mel, mas, obviamente, outros fatores estdo envolvidos.

Essa correlacdo estatisticamente significativa foi relatadada por outros autores
(ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010a; BALTRUSAITYTE et al., 2007; BURATTI et al,
2007; TURKMEN et al, 2006) que tambdem encontraram uma relacdo forte entre a
capacidade anti-radicalar e o contetudo de fendlico total do mel.

Existe também uma forte correlacdo entre os métodos usados para determinar a
atividade antioxidante, FRAP e ABTS (r = 0,87), FRAP e DPPH (r =-0,84) e ABTS e
DPPH (r = - 0,58) o que demonstrou boa equivaléncia entre esses métodos empregados.

E descrito na literatura que a atividade sequestadora de radicais de uma amostra
ndo pode ser prevista somente com base em seu contetdo em substancias polifendlicas.
Gheldof e Engeseth (2002), por exemplo, relataram que a capacidade antioxidante do
mel é o resultado da combinacdo atividade de uma ampla gama de substancias,

incluindo substancias fenolicas (acidos e flavonoides), peptideos, enzimas, acidos
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organicos, produtos da reacdo de Maillard e possivelmente outros componentes

menores.

Na Tabela 17 foi observada uma fraca correlacdo entre a cor do mel e o
conteddo em fendlicos total (r = 0,26), uma correlacdo moderada e significativa entre a
cor do mel e flavondides (r = 0,6) foi encontrada, seguida de uma forte correlagédo entre
o conteldo em fendlicos e flavonoides (r = 0,86). Segundo relato na literatura, isto se
deve a contribuicdo da estrutura dos flavonoides, compostas por cromdéforos resultantes
de sistemas de duplas ligacbes conjugadas, que ddo origem a cores que variam do
amarelo ao vermelho para o marrom, caracteristicos do mel (BRUDZYNSKI e
MIOTTO, 2011).

A cor do mel mostrou moderada correlacdo com FRAP (r = 0,46) e DPPH (r = -
0,49), enquanto que com o resultado de ABTS foi obtida uma fraca correlacdo (r =
0,25).

Em relacdo aos aminoacidos ndo foram encontradas correlagfes significativas
com as demais variaveis analisadas. Por exemplo, os valores obtidos para o contetdo
em aminodcidos livres mostraram uma fraca correlacdo e ndo significativa com FRAP,
ABTS e DPPH (r = - 0,248; r = - 0,213 e r = - 0,008, respectivamente) (Tabela 17).
Resultados semelhantes foram relatados na literatura, e segundo 0s autores parecem
estar relacionados com o fato de o método utilizado conduzir apenas a uma
quantificacdo parcial dos aminoécidos (ALVAREZ-SUAREZ, et al., 2010a; PEREZ, et
al., 2007).

Quanto ao conteudo de proteina total, uma significativa correlacdo foi observada
com a cor do mel (r = 0,72). Este resultado pode, em parte, ser explicado pelos produtos
formados através da reacdo entre os aminoacidos ou proteinas com o grupo carbonila
dos acUcares redutores (reacdo de Maillard). ApOs varias etapas nessa reacdo, Sao
produzidos polimeros de alto peso molecular, chamados melanoidinas, que possuem
forte coloracdo e que podem interferir na cor do mel (BRUDZYNSKI e MIOTTO,
2011).
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5.2 - Preparo dos extratos das amostras de mel

Extragcdo é o principal passo para a recuperagdo e isolamento de substancias
bioativas presentes nas matrizes de origem vegeal ou animal, antes da analise dos
componentes. O objetivo final dos métodos de extracdo € a preparacdo de uma amostra
extrato enriquecido uniformemente em todos o0s componentes de interesse

e livres de interferéncia dos demais componentes da matriz.

O principal problema na andlise das substancias fendlicas do mel é o seu
conteudo de agucar muito alto, o que torna dificil a extracdo direta desses metabolitos e
a preparacdo das amostras para analise por métodos cromatograficos e/ou
espectrométricos. Até bem pouco tempo, a particdo liquido-liquido ndo seletiva com
solventes como diclorometano, éter etilico ou acetato de etila havia sido utilizada para
0S méis, porém com o inconveniente de ndo permitir a recuperacdo completa das
susbtancias fenolicas. Com base nesse problema, a utilizacdo de resinas poliméricas
ndo-idnicas Amberlite XAD-2 passou a ser usada para separagdo de substancias
fendlicas do mel (FERRERES et al, 1991; TOMAS-BARBERAN et al, 1992).

Assim, uma combinacdo de extra¢do em resina XAD-2 e parti¢do liquido-liquido
com acetato de etila foi usado nesse trabalho para isolar e recuperar as substancias
fenolicas do mel (LIANDA, 2004).

O primeiro passo para a extracdo dos acidos fendlicos e flavondides do mel foi a
sorcao desses substancias fendlicas sobre uma resina polimérica ndo-ibnico Amberlite
XAD-2. Esta etapa foi realizada por filtracdo de uma solucdo de mel em &gua
acidificada (pH 2,0) através de uma coluna contendo a resina, € 0s aglcares e outras
substancias polares foram lavados com a agua. As substancias fendlicas retidos foram
entdo eluidos com metanol (Parte experimental pag. 50).

Em trabalhos realizados com méis europeus, Toméas-Barberan et al.(1992; 1994)
relataram que a recuperacdo dos flavondides em solucBes aquosas acidificadas (pH 5,5)
foi de 75%, enquanto em solugdes acidas (pH 2) os flavondides foram recuperados em
95%. Por esta razdo, o uso de agua acida (pH 2 com HCI concentrado) para diluir o mel
antes de passar pela coluna XAD-2 ¢ altamente recomendado.
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Para cada tipo de mel, as fragbes recuperadas a partir de 50 g de cada mel

forneceu os rendimentos em residuo seco descrito na Tabela 18.

Tabela 18 — Valores médios e desvios padrdo dos extratos em acetato de etila.

Amostras de Mel Extratos* Residuo seco (mg)
Al — assa peixe All 8,00 £3,960
M2 - morréo de candeia M21 5,45 +6,435
A3 — assa peixe A3l 16,95 +6,576
C4 — cambara C41 61,75 +8,839
C5 - cambara Cs1 49,55 5,869
C6 - cambara Cc61 46,35 +20,153
C7 - cambara C71 24,55 +11,384
C8 - cambara c81 64,75 +33,022
C9 - cambara Ca1 41,1 +30,830
M10 - morréo de candeia M101 8,85 +2,899
M11 - morréo de candeia M111 34,00 +8,768

* codigo usada para identificar os extratos de mel em acetato de etila.

Os extratos do mel foram preparados com o objetivo de avaliar o potencial
antioxidante, bem como determinar a sua composicdo quimica por RMN de 'H e
CLAE-DAD. Posteriormente as substancias identificadas foram correlacionadas a

origem geografica e/ou botanica do mel através de tratamento quimiomeétrico.

5.2.1 - Teor em substancias fendlicas dos extratos de mel

O contetdo em fendlicos e flavonoides totais e os testes de atividade
antioxidante in vitro foram realizados para os onze extratos de mel a fim de procurar
comparar com aquelas realizadas com o mel in natura. Para isto foram utilizadas
condicBes experimentais semelhantes as descritas na parte experimental (item 4.7.2 e
4.8) com apenas pequenas modificacdes.

As médias e os desvios padrdo dos teores em fenolicos e flavonoides totais séo

apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19 — Teor em substancias fendlicas totais dos extratos de mel.

Amostras Fendlicos Total Flavonoides Total
(MgEag/100g)* (mgEq/100g)°
All 12,14 £0,010 1,79 +0,002
M21 10,72 £0,002 1,54 +0,001
A3l 7,15 +0,007 0,79 £0,001
C41 6,40 0,006 0,48 £0,003
C51 6,50 0,012 0,44 £0,001
C61 7,38 £0,024 0,53 £0,001
C71 7,12 +0,002 0,36 £0,004
C81 5,13 £0,003 0,37 £0,004
Ca1 4,88 £ 0,010 1,64 +0,002
M101 11,05 + 0,002 1,64 +0,001
M111 11,00 +0,010 0,56 £0,002

a - mg de equivalentes em acido galico por 100g de mel; b — mg de equivalentes em quercetina por 100g de mel

O contetdo em fendlico total variou significativamente entre 0s extratos
conforme o tipo floral do mel que o originou, apresentando valores de 7,15 a 12,14
mQgEac/100g (extratos de méis de assa peixe); 10,72 a 11,00 mgEas/100g (extratos de
méis de morrdo de candeia) e 4,88 a 7,38 mgEac/100g (extratos de méis de cambard).

O teor em flavonoides totais encontrado para os extratos foi menor do que o teor
em fenodlicos totais, e apresentou valores que variaram de 0,79 a 1,79 mgEq/100g
(extratos de meis de assa peixe); 0,56 a 1,64 mgEq/100g ( extratos de méis de morréo de
candeia) e 0,36 a 1,64 mgEq/100g (extratos de méis de cambara).

De acordo com esses resultados o extrato All (assa peixe) apresentou 0S
maiores valores, tanto para contetdo de fendlicos quanto para o de flavondides (12,14
mMgEac/100g e 1,79 mgEy/100g, respectivamente), enquanto o valor mais baixo foi
obtido para o extrato de cambara C91 (4,88 mgEac/100g e 1,64 mgEqy/100g,
respectivamente).

Ao comparar os resultados dos extratos para o conteudos de fenolicos total (4,88
-12,14 mgEac/100g) e flavondides total (0,36 -1,79 mg Eqo/100g de mel) com aqueles
das amostras de méis in natura (73,67-126,55 mgEac/100g e 2,54 - 10,25 mgEac/100g,
respectivamente), verificou-se que os valores obtidos para os extratos dos méis foram

significantemente inferiores. Observacfes semelhantes ja foram descritas para outros
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extratos de méis (LIANDA et al., 2012), como em outros tipos de alimentos e bebidas.
Este fato pode estar relacionado a possiveis perdas de conteddo de acidos fendlicos e
flavonoides pela elui¢do na fase aquosa durante o processo de extracdo. (ALVAREZ-
SUAREZ et al., 2010a).

4.5.2 — Avaliacéo da Atividade Antioxidante dos extratos de mel

O objetivo deste estudo foi, portanto, identificar e quantificar os antioxidantes de
onze diferentes extratos de meis e determinar a capacidade antioxidante
de alguns das substancias isoladas e/ou fra¢des fendlicas.

A atividade antioxidante dos extratos também foi avaliada utilizando trés ensaios
diferentes - FRAP, ABTS e DPPH e estdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20 - Atividade antioxidante dos extratos de mel.

Amostra FRAP ABTS DPPH (CEx )
(mmol Fe(11)/100 g) (mmolTE/100g) (ng/mL)

All 116,47 0,002 92,07 £0,001 521,79 +0,016
M21 113,69 0,001 67,70 £0,003 278,61 +0,007
A3l 34,06 £0,001 33,55 +0,002 448,96 +0,007
C41 23,88 £0,003 35,05 +0,002 890,07 +0,004
C51 59,06 0,001 109,07 0,003 302,79 +0,009
C61 67,39 £0,001 137,79 0,003 455,74 +0,005
C71 44,25 +0,004 30,88 0,002 1601,89 +0,007
cs81 48,48 +0,004 94,70 +0,002 624,88 0,016
ca1 44,25 +0,002 98,23 +0,001 440,47 +0,006
M101 92,86 £0,001 69,85 +0,006 638,02 +0,006
M111 73,42 0,003 131,41 +0,001 348,53 0,007

FRAP — Valores de FRAP expressos em mmol de Fell em solucdo aquoso de FeSO, por 100g de mel, ABTS —
Valores de ABTS expressos em mmol de Trolox por 100g de mel,

Entre os extratos dos méis avaliados, o extrato de morréo de candeia (M21) foi o
que apresentou os melhores resultados (113,69 mmolFe(11)/100g; 67,70 mmolTE/100g
e CEsp = 278,61 ug/mL), enquanto resultados bem inferiores foram observados para o
extrato C71 (cambara), com valores de 44,25 mmol Fe(11)/100g; 30,88 mmolTE/100g e
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CEsp = 1601,89 ug/mL. Estes valores estdo compativeis com resultados obtidos para os
conteidos em fenolicos e flavonoides totais.

Os resultados obtidos nesse trabalho foram inferiores aos relatados por Lianda et
al (2012) em estudos com extratos de méis, onde os valores médios encontrados para
FRAP, ABTS e CEsp foram 172,96 mmolFe(11)/100g; 159,65 mmolTE/100g; 31,96
pg/mL (extratos de meis silvestres) e 305,92 mmolFe(11)/100g; 217,05 mmolTE/100g;
15,22 pg/mL (extratos de méis laranjeira). Enquanto Vianna (2010) encontrou uma
variacdo para CEso de 9,01 a 80,5 pg/mL para extratos de assa peixe e eucalipto,
resultados também superiores aos encontrados nos extratos analisados neste trabalho.

A Tabela 21 compara todos os valores obtidos neste trabalho para atividade
antioxidante dos méis, e seus respectivos extratos em acetato de etila, com suas médias
e respectivos desvios padrdes. Comparando esses valores percebe-se uma drastica
diminuicdo da capacidade antioxidante dos extratos quando comparados aos seus
respectivos méis. Por exemplo, as amostras de mel de cambara apresentaram 0s
melhores valores para as atividades antioxidantes avaliadas in vitro, porém seus

respectivos extratos apresentaram resultados inferiores.

Tabela 21 - Atividade antioxidante dos méis, e seus respectivos extratos, com suas
médias e desvios padrdes.

Mel Extrato Mel Extrato Mel Extrato
FRAP FRAP ABTS ABTS CEs CEx
umolFe(11)/100g mmolFe(11)/100g  pmolTE/100g mmolTE/100g mg/mL pg/mL
Al 218,13 +0,001 116,47 +0,002 395,56 +0,002 92,07 +0,001 24,38 +0,004 521,79 +0,016
M2 68,13 0,001 113,69 +0,001 207,94 £ 0,002 67,70 +0,003 67,69 £0,013 278,61 +0,007
A3 214,43 0,001 34,06 +0,001 423,64 +0,005 33,55 0,002 41,76 +0,026 448,96 +0,007
C4 190,35 +0,001 23,88 0,003 616,36 +0,005 35,05 +0,002 33,39 +0,023 890,07 +0,004
C5 240,35 +0,001 59,06 +0,001 548,72 +0,002 109,07 +0,003 22,30 +0,013 302,79 +0,009
C6 225,54 +0,001 67,39 0,001 474,69 +0,005 137,79 £0,003 24,34 0,016 455,74 +0,005
C7 253,31 +0,001 44,25 +0,004 548,72 +0,006 30,88 +0,002 21,39 +0,011 1601,89 +0,007
C8 297,76 +0,002 48,48 +0,004 689,11 +0,002 94,70 +0,002 17,12 +0,016 624,88 +0,016
C9 179,24 +0,005 44,25 +0,002 174,75 £0,003 98,23 +0,001 16,14 0,009 440,47 +0,006
M10 68,13+0,005 92,86 +0,001 70,09 +0,005 69,85 +0,006 50,89 +0,008 638,02 +0,006
M11 79,24 £0,002 73,42 +0,003 106,33 £0,007 131,41 +0,001 45,92 +0,010 348,53 +0,007
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Uma das explicacOes para esses resultados pode estar relacionada ao processo de
extracdo utilizado na obtencdo do extrato. A adi¢do de &gua no processo de separagao
com a resina Amberlite XAD-2 pode remover grande parte do contetdo mineral do mel.
Sabe-se que 0s minerais, especialmente ferro, podem formar complexos com
substancias fenolicas, potencializando a sua atividade antioxidante. Além disso,
substancias fenodlicas glicosilados, que também contribuem para a capacidade
antioxidante do mel, e que nao foram extraidos pelo metanol, podem ter sido eliminados
na fase aquosa. Portanto, alteraces consideraveis na atividade antioxidante e no
conteddo em substancias fendlicas quando se compara 0 mel in natura ao seu extrato

foram observadas nesse trabalho.

Na tentativa de se elucidar as diferencas de potencial antioxidante encontradas
entre 0s extratos e 0s seus respectivos méis, a composicao quimica desses extratos foi
analisada, inicialmente por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
arranjo de fotodiodo (CLAE-DAD), e posteriormente, por ressonancia magnética nucler
de hidrogénio (RMN de *H). A anélise do perfil dos extratos por CLAE-DAD teve
com a finalidade identificar (atraves das curvas de UV comparadas com a dos padrdes)
e quantificar as principais substancias presentes.

Na literatura existem diversos relatos apontando os acidos fendlicos e
flavonoides como os principais responsaveis pelo efeito antioxidante do mel, embora
ndo sejam os unicos. Além disso, a estrutura quimica de uma determinada substancia
pode influenciar diretamente a sua capacidade antioxidante. Portanto, a identificacdo
das substancias fendlicas nos extratos pode fornecer subsideos para a interpretacdo da

atividade antioxidante dos méis e de seus respectivos extratos.

5.2.3 - Identificacdo das Substancias Fenolicas por CLAE-DAD

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em coluna de fase reversa
(C18 — octadecil) é uma das técnicas mais utilizadas para separacdo e caracterizacdo de
acidos fenolicos e flavonoides em alimentos, extratos de plantas e produtos apicolas
(KALIL e DE VILLIERS, 2011; CHEN et al 2011, STALIKAS, 2007; NACZK e
SHAHIDI, 2004; ROBBINS, 2003; MERKEN e BEECHER, 2000).

Segundo dados da literatura, a CLAE tem sido apontada nos ultimos anos como

uma das técnicas de escolha para analisar grande parte dos componentes ndo-volateis
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que constituem os meis europeus, e tem auxiliado na caracterizacdo da origem floral e
geogréfica (MARGHITAS et al, 2010, MARTOS et al., 2000; AMIOT et al., 1989;
FERRERES et al., 1992; SABATIER et al., 1992; TOMAS-BARBERAN et al., 1993;
). Esses estudos relataram a ocorréncia de padrdes de flavonoides (flavonas e flavonois)
e de derivados de acidos fenolicos (derivados de &cido benzoico e cindmico) como
sendo importantes marcadores quimicos de méis de diferentes regiGes e origens
geogréficas (TRUCHADO et al, 2009, 2010; ESTEVINHO et al., 2008; JASICKA-
MISIAK et al.; 2012).

Devido a complexidade do perfil fendlico dos extratos do mel, CLAE utilizando
principalmente gradiente de fase modvel é normalmente utilizada para separacdo de
diferentes classes de substancias, como os flavondides e acidos benzodicos e cindmicos,
principais componentes presentes no mel. Para estes casos, existem relatos de diversas
fases mdveis que podem ser empregadas, entretanto um sistema binario constituido por
um componente aquoso e um modificador organico menos polar (acetonitrila ou
metanol) tem sido o mais comum. Em muitos casos, a fase movel pode ser acidificada
com um modificador, como acético, formico e acido fosforico para minimizar efeito
cauda dos picos, causada pela interacdo das substancias fenolicas com o0s grupos
silandis livres na superficie da coluna C-18 (ROBBINS, 2003).

Em virtude da existéncia de ligacGes duplas conjugadas e sistemas aromaticas,
toda substancia fendlica apresenta uma maior ou menor absorcdo no ultravioleta (UV)
ou na regido ultravioleta-visivel (UV-VIS). Assim, o meio mais comum de deteccao,
acoplado a cromatografia liquida, sdo os detectores de UV-Vis, de arranjo de fotodiodos
(DAD) e fluorescéncia. O detector DAD € um dos mais usados, pois pode
simultaneamente detectar todos os picos do cromatograma, e permitir a digitalizagdo
dos espectros de ultravioleta de todos os solutos que passam pelo detector, dando mais
informacBes sobre as substancias em misturas complexas, como um extrato bruto de
plantas, alimentos e/ou méis. A combinacdo de ambos, espectro de absor¢do no UV-VIS
e 0 tempo de retencdo (tr), pode conduzir mais facilmente a identificacdo das

substancias separadas.

Em varios estudos sobre méis europeus, Ferreres et al. (2001; 2000; 1994)
mostraram que o mel tem um perfil em substancias fendlicas, rico em acidos benzoico e

seus esteres, acidos cindmico e seus ésteres, flavonoides glicosilados e agliconas. No
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entanto, ha pouca informacéo disponivel sobre os perfis fendlicos de méis de fontes
floral comum no Brasil. Caracterizacdo das substancias fenélicas e outros componentes
no mel que pode ser responsavel por seus efeitos antioxidantes é essencial para

melhorar nosso conhecimento sobre o mel como fonte de antioxidante.

Nesse trabalho as analises por CLAE-DAD dos extratos de meéis foram
realizadas de acordo com o experimental descrito no item 4.15 (pag. 52). A escolha da
coluna de fase reversa C-18 foi baseada nos trabalhos desenvolvidos anteriormente pelo
nosso grupo (DA SILVA, 2004; MONTAGNI, 2005; LIANDA, 2004 e 2009), porém as
condicdes cromatograficas (fase madvel, velocidade de fluxo e tempo de analise)
sofreram algumas modificacGes para permitir a analise dos acidos fendlicos (benzdicos
e cindmicos) e flavondides (aglicona e glicosilados) em uma mesma corrida. Aqui serdo
apresentados apenas os resultados das condicBes consideradas mais adequadas para as
anélises desses méis.

Para auxiliar a identificacdo e quantificacdo das substancias presentes nos
extratos foram utilizados 18 padrdes comerciais: acido galico, HMF, &cido
protocatecuico, &cido p-hidroxi-benzoico, cido siringico, acido 2,4 diidroxi-benzdico,
acido sinapico, acido feralico, acido p-cumarico, acido m-cumarico, acido benzoico,
acido p-metoxi-benzoico, acido cinamico, naringerina, cis,trans-acido abscisico, acido
m-metoxi-cinamico, crisina e galangina. Esses padrdes foram escolhidos em funcao dos
resultados anteriores obtidos pelo do nosso grupo (DA SILVA, 2004; MONTAGNI,
2005; LIANDA 2004 e 2009, PEREIRA, 2010 e VIANNA, 2010).

Cada padrdo foi analisado, individualmente, por CLAE-DAD para terem seus
tempos de retencdo e as suas curvas de UV determinadas (Figuras 24 a 28), sendo
posteriormente utilizadas para identificar as substancias desconhecidas presentes nos
diferentes extratos de mel. Os cromatogramas dos padrbes foram obtidos por CLAE-
DAD em coluna C-18 (25 cm x 4,6 mmx 5 um), fluxo de 1,0 mL/min, fase movel agua:
acido acético (99:1, solvente A) e metanol: acetonitrila (90:10, solvente B), DAD -280
nm (conforme experimental pagina 52). Na Tabela 22 foram reunidos os tempos de
retencéo e o0s respectivos comprimentos de onda de cada padrdo utilizado para facilitar a

comparagao com os dados obtidos nas amostras dos méis.
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Tabela 22 — Tempo de retencdo e maximo de absor¢do das substancias fendlicas
utilizados como padréo.

Substancia fendlica tr (Min) Amax (NM)
1-  Acido galico 3,39 271
2- HMF 3,77 283
3-  Acido protocatecuico 4,25 259, 294
4-  Acido p-hidroxi-benzéico 5,82 254
5-  Acido siringico 6,32 274
6-  Acido 2,4 diidroxi-benzoico 7,13 254, 295
7-  Acido sinapico 9,41 243,324
8-  Acido fertlico 9,43 239, 323
9-  Acido p-cumarico 8,69 309
10- Acido m-cumarico 11,02 278
11- Acido benzéico 13,58 240, 273
12-  Acido p-metoxi-benzoico 15,03 255
13- Acido cinamico 21,08 276
14- Naringerina 21,72 289
15- ABA 19,03 251, 262
16- Acido m-metoxi-cinamico 21,44 249, 308
17- Crisina 27,39 267, 314
18- Galangina 27,77 264, 360
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Devido a possiveis interacbes entre as substancias na complexa mistura que
constitui o extrato de mel, em alguns casos ocorreram coincidéncias ou pequenas
variacbes nos tempos de retencdo quando comparados aos padrfes analisados
individualmente.

Com uso de CLAE associado ao detector de arranjo de fotodiodo, foi possivel
separar as substancias (visualizadas através dos seus diferentes tempos de retencédo), e
simultaneamente identifica-las através dos seus espectros de absorcdo. As substancias
foram identificadas por comparacao de seus espectros no UV com de seus respectivos
padrdes, co-cromatografia e tempo de retencéo.

Os extratos de mel foram analisado por CLAE-DAD em coluna analitica C-18
(25 cm x 4,6 mmx 5 pm), fluxo de 1,0 mL/min, fase mdvel metanol: acetonitrila
(90:10)-solvente B e agua: &cido acético (99:1 - solvente A), DAD-280 nm (conforme
experimental pagina 52). Os perfis cromatograficos evidenciam o0s picos referentes as
substancias fenolicas identificadas. Observando a altura dos picos é possivel visualizar
as diferentes concentracdes e relagdes molares das substancias fendlicas presentes em

cada mel. A extensdo da corrida cromatografica até 45 minutos serve para demonstrar
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que nas condicdes experimentais os acidos fendlicos e flavonoides puderam ser
detectados
A Tabela 23 apresenta as substancias identificadas por CLAE-DAD para 0s

onze extratos de méis monoflorais estudados nesse trabalho.

Tabela 23 - Substancias fendlicas identificadas nos méis assa peixe, cambara e morrao
de candeia.

Amostras de méis Substancias Fendlicas identificadas por CLAE-DAD

Acidos: galico, protocatecuico, fertlico, p-cumarico,
Assa peixe benzdico, p-metoxi-benzdico e cindmico.

Flavonoides: naringerina e crisina.

Acidos: galico, siringico, m-cumérico, acido benzoico,
Cambara cindmico e m-metoxi-cindmico,

Flavonoides: naringerina, crisina e galangina

Acidos: galico, p-hidroxi-benzoico, 2,4 diidroxi-
Morrao de candeia benzoico, siringico, p-cumarico, m-cumarico e benzdico.

Flavondides: naringerina e galangina

Para facilitar a visualizagdo e interpretacdo dos dados, os cromatogramas das
amostras de méis serdo apresentados por origem botanica. Os valores em porcentagem
representam o nivel de predominancia da substancia no extrato quanto ao conteddo

fendlico total.

5.2.3.1 - Andlises dos extratos dos méis de assa peixe

Para avaliar o perfil cromatografico das substancias fendlicas foram analisadas
duas amostras de méis de assa peixe (All; Figura 29 e A31; Figura 30). Nestes
extratos foram possiveis identificar acido galico (0,54% e 1,08%), &cido p-cumarico
(10,85% e 6,30%), acido p-metoxi-benzoico (26,39% e 33,58%) e &cido cindmico
(6,53% e 3,09%), respectivamente, além de HMF e c,t-ABA.

Os é&cidos protocatecuico (10,85%), fertlico (27,26%) e benzoico (9,16%) estdo
presentes apenas em All. O nivel de flavondides nas amostras analisadas de mel de
assa peixe foi insignificante. Neste tipo de mel, o perfil de flavonoides foi composto
principalmente de naringenina, presente na amostra A31 em 11,7%, enquanto para
amaostra All estava abaixo do limite de detecgéo, e crisina em 0,01% para a amostra
Alle 0,42% para a amostra A31.
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5.2.3.2 - Analises dos extratos dos méis de cambara

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos para as amostras que tiveram
seus perfis cromatograficos estudados, e codificadas como C41, C51, C61, C71, C81,
C91 (Figuras 31 a 35).

Em todos os seis extratos de cambara analisados foram possiveis identificar o
acido m-cumarico, HMF, c,t-ABA e c,c-ABA. O &cido m-metoxi-cindmico esteve
ausente apenas na amostra C71, assim como o acido benzéico em C51 e C71; e &cido
gélico nas amostras C41, C81 e C91.

O flavonoide naringerina foi identificado em todos os extratos, com excecdo das
amostras C51 e C41, enquanto a crisina sé ndo foi identificada na amostra C61. O
flavonol galangina esteve presente também em todas as amostras, exceto na amostra
C41.

Foi possivel observar um contetdo maior em &cidos fendlicos em comparagéo
aos flavonoides. Esses resultados estdo de acordo com o0s observados por Jasicka-
Misiak et al (2012) para méis poloneses, na qual também foi evidenciado uma maior
quantidade de &cidos. Segundo os autores, este fato pode estar fortemente associado a
cor escura do mel que em geral, apresentam quantidades de &cidos fenolicos superiores
aos flavonoides.

Com base nos resultados obtidos para amostras de camabara, conclui-se que o
contetdo de &cidos fenolicos foi relativamente maior, destacando-se, principalmente,
0s acidos benzoico (87,43% em C81), m-metoxi-cindmico (39,59% em C51) e m-
cumarico (20,97% em C71).
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Figura 33 - Substancias fendlicas identificadas no extrato C61 de cambara por CLAE.
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Figura 34 - Substancias fenolicas identificadas no extrato C71 de cambara por CLAE.
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Figura 35 - Substancias fenolicas identificadas no extrato C81 de cambara por CLAE.
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Figura 36 - Substancias fenolicas identificadas no extrato C91 de cambara por CLAE.
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5.2.3.3 - Analises dos extratos dos méis de morrao de candeia

A avaliacdo do perfil cromatografico das substancias fendlicas nos méis de
morrdo de candeia foi realizada através de trés extratos M21, M101 e M111 (Figuras
37 a39).

Nestas trés amostras foi possivel identificar a presenca dos acidos galico (0,37%;
2,96% e 2,59%) e p-hidroxi-benzdico (2,54%; 9,29% e 15,09%), e da naringerina
(11,01%, 1,49% e 26,73%), respectivamente, além HMF, c,t-ABA e c,c-ABA. O
flavonol galangina esteve ausente apenas na amostra M111, assim como o &cido
benzoico na amostra M101. O acido 2,4-diidroxi-benzdico esteve presente somente em
M101, enquanto no extrato M21 foram identificados os &cidos siringico (13,13%), p-
cumérico (9,62%) e m-cumérico (10,83%).

O nivel de flavonoide nos extratos de morrdo de candeia foram superiores aos
resultados encontrados para 0s extratos de assa peixe. Sendo o mais alto nivel

encontrado para naringenina (26,73%) na amostra M111. No entanto, a crisina ndo foi

encontrada nesses extratos.
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Figura 37 - Extrato M21 de mel de morréo de candeia analisado por CLAE-DAD.
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Figura 38 - Extrato M101 de mel de morrdo de candeia analisado por CLAE-DAD.
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Figura 39 - Extrato M111 de mel de morrdo de candeia analisado por CLAE-DAD.
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A comparacdo dos perfis cromatograficos dos meis monoflorais (assa peixe,
cambara e morrdo de candeia) mostrou que as substancias fenolicas encontradas ndo
foram as mesmas na sua totalidade. Quando os cromatogramas e 0s respectivos
espectros de absorcdo no UV foram analisados, pode-se verificar uma diferenca bastante
pronunciada, no que diz respeito as areas relativas dos picos, bem como a existéncia de
picos distintos para cada amostra de mel analisada.

Entretanto, alguns destas substancias fenolicas identificadas ja foram relatadas
em outros meis europeus (ALVAREZ-SUAREZ et al 2010c; JAGANATHAN et al.;
2010; JASICKA-MISIAK et al., 2012.) e em méis brasileiros (LIANDA e CASTRO,
2009).

Alvarez-Suarez et al (2010c) identificaram por CLAE-DAD-ESI/MS catorze
substancias fendlicas: os acidos p-cumarico, siringico, vanilico, caféico, ferdlico,
mirecetina, quercetina, canferol, entre outras em amostras de meéis cubanos. Jaganathan
et al (2010) estudaram méis indianos e identificaram também por CLAE-DAD-ESI/MS
os acidos diidroxi-benzdéico, caféico, ferdlico e cinamico como constituintes
majoritarios nas amostras de mel, e Jasicka-Misiak et al. (2012) identificaram por
CLAE os &cidos 3-hidroxi-benzdico, clorogénico, 4-hidroxi-benzdico, vanilico, caféico,
siringico, ferulico, p-cumérico, rosmarinico, elagico, miricetina, quercetina, camferol,

crisina e galangina em méis poloneses.

5.2.4 - Quantificagao dos extratos por CLAE-DAD

Os resultados da determinacdo quantitativa individual das substancias fendlicas
identificados nos extratos de mel, expressos em mg por 100g de mel, assim como o
contetdo de fendlicos e flavondides totais, estdo apresentados na Tabela 24.

A andlise dos extratos por CLAE-DAD revelou uma concentragdo media maior
em é&cidos fendlicos (3,580 mg/100g de mel) do que em flavondides (0,862 mg/100g de
mel), assim como a determinacdo indireta pelo método de Folin-Denis (8,131
mgEac/100 g) para fendlicos total, e pelo método espectrofotométrico com cloreto de
aluminio para flavonaides (0,921 mgEq/100 g).

Como pode ser observado, méis mais escuros (méis de cambara) foram

caracterizados por alto contetdo em substancias fendlicas, valores superiores aos
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encontrados em meis mais claros (morrdo de candeia). A maior quantidade foi obtida
para a amostra C61 (17,14 mgEac/100 g de mel), classificada como d&mbar (Tabela 13,
pag. 55). Esses resultados estdo de acordo com aqueles observados para 0s méis de
coloracgdo escura proveniente da Pol6nia, que também apresentaram altos conteddos em
fendlicos (59,9 — 76,2 mgEac/100 g ) (JASICKA-MISIAK et al., 2012).

Em comparacéo aos resultados do contetido fendlicos obtidos por Lachman et al.
(2010) para 40 amostras de méis tchecos, os valores (8,36 - 24,25 mgEac/100 g) se

assemelharam aos encontrados neste trabalho.

Através da analise cromatogréafica também foi possivel observar que a
concentracdo de &cidos fendlicos foi superior nos extratos de mel de cambard. Estes
resultados ndo foram semelhantes aqueles obtidos pelo método de Folin-Denis (Tabela
19, pag. 75), na qual os extratos de morrdo de candeia foram os que apresentaram 0s
maiores conteldos em substancias fendlicas. Isto pode ser consequéncia da
superestimacao dos fendlicos total determinado pelo método de Folin-Denis, j& que esta
técnica quantifica todas as substancia que possivelemente possam ser reduzidas, e nao
apenas as substancias fendlicas presentes (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010c).
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Tabela 24 — Conteldo das substancias fendlicas das amostras de extratos de mel. (mg/100g de mel).

Substéancia fendlica All M 21 A3l c41 Chs1
Acido galico 0,00157 £ 0,000 0,00156 £ 0,000 0,01370 £ 0,000 0,0273 + 0,000
HMF 0,02198 =+ 0,000 0,01356 = 0,000 0,24692 = 0,036 0,0483 £ 0,035 0,3817 £ 0,000
Acido protocatecuico 0,03133 + 0,014 0,08019 + 0,037
Acido p-hidroxi-benzoéico 0,01073 + 0,002
Acido siringico 0,05558 + 0,068
Acido 2,4 dihidroxi-benzoico
Acido sinépico
Acido ferdlico 0,07874 + 0,029
Acido p-cumarico 0,07624 £ 0,050 0,04071 £ 0,041 0,42719 £ 0,036
Acido m-cumérico 0,04582 + 0,061 0,3202 + 0,204 0,3445 + 0,182
Acido benzéico 0,02646 £+ 0,002 0,10359 £ 0,000 2,4860 + 0,019
Acido p-metoxi-benzoico 0,01056 + 0,000 0,16309 + 0,135
Acido cindmico 0,01886 + 0,011 0,03931 + 0,000
Naringerina ALD 0,04658 + 0,034 0,14889 = 0,000 0,3434 + 0,072
ABA 0,04508 + 0,046 0,06780 = 0,000 0,39435 + 0,123 0,0628 + 0,000 0,1751 £ 0,000
Acido m-metoxi-cinamico 0,3475 + 0,231 0,7181 + 0,003
Crisina 0,00004 £ 0,000 0,00536 = 0,000 0,1381 £ 0,179
Galangina 0,05080 + 0,000 0,4106 + 0,000
Total de acidos fendlicos 0,24376 £ 0,031 0,25799 £+ 0,046 0,72348 £ 0,168 3,15364 £ 1,243 1,08989 + 0,346
Total de flavonoides 0,00004 + 0,031 0,09738 + 0,003 0,15425 + 0,101 0,34339 + 0,072 0,54871 + 0,193

* ALD — abaixo do limite de detecgdo.
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Tabela 24 — Conteldo das substancias fendlicas das amostras de extratos de mel. (mg/100g de mel)

Substancia fendlica ce6l c71 c81 ca1 M 101 M 111
Acido galico 0,1218 £ 0,000 0,0605 £ 0,040 0,0268 + 0,000 0,0017 £ 0,001 0,0284 £ 0,007
HMF 0,2730 £ 0,000 0,6626 + 0,000 0,2830 + 0,307 0,4216 + 0,000 0,0300 + 0,034 0,8678 £ 1,015
Acido protocatecuico
Acido p-hidroxi-benzoico 0,0053 + 0,002 0,1657 + 0,089
Acido siringico 0,3716 + 0,214
Acido 2.4 dihidroxi-benzoico 0,0214 + 0,014
Acido sinapico
Acido ferdlico
Acido p-cumérico
Acido m-cumérico 1,7818 £ 0,533 0,5439 + 0,726 0,2373 £ 0,229 0,1605 + 0,135
Acido benzéico 14,0995 + 0,029 11,2376 £ 0,011 2,4737 £ 0,010 0,3464 £ 0,031
Acido p-metoxi-benzoico
Acido cinamico 0,0872 + 0,103
Naringerina 1,8580 + 2,626 0,9580 + 0,000 0,3750 + 0,447 0,6348 + 0,754 0,0008 + 0,000 0,2934 + 0,404
ABA 0,6573 + 0,000 0,3286 + 0,000 0,0217 + 0,001 0,1555 + 0,081 0,0160 + 0,022 0,2638 + 0,145
Acido m-metoxi-cinamico 1,1382 + 0,000 0,6316 + 0,752 0,3770 + 0,000
Crisina 0,0058 + 0,007 0,2534 £ 0,000 1,3697 + 0,000
Galangina 2,0664 + 0,000 0,3687 + 0,007 0,0961 + 0,000 0,0708 + 0,063 0,0116 + 0,000
Total de acidos fendlicos 17,14133 + 6,578 0,60439 £ 0,342 12,10643 + 6,240 3,49681 + 0,938 0,02832 £ 0,010 0,54048 £ 0,160
Total de flavonoides 3,92436 £ 0,147 1,33251 £ 0,481 0,72461 £ 0,140 2,07537 £ 0,651 0,01249 £+ 0,008 0,29341 £ 0,145
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A avaliacdo da atividade antioxidante (expressa como CEsp) dos padrdes
identificados no mel foi realizada, a fim de correlacionar a sua contribuicdo para o
potencial antioxidante dos extratos (Tabela 25).

De acordo com a Tabela 25, as substancias mais hidroxilados, especialmente em
posicBes orto, como o acido galico, mostrou a atividade antioxidante mais elevada
(CEso= 1,16 ng/mL) em comparagdo as substancias menos hidroxiladas, como o acido
benzéico (CEsp> 15000 pg/mL).

Tabela 25 — Avaliacdo da atividade antioxidante (CEsp) das substancias fendlicas
utilizados como padrao pelo método DPPH.

Substancia fendlica CEs (ng/mL)”
1-  Acido galico 1,16 + 0,04
2-  HMF *
3-  Acido protocatecuico 2,30+ 0,84
4-  Acido p-hidroxi-benzoico 207,29 + 25,81
5-  Acido siringico 2,42 +0,27
6- Acido 2,4 diidroxi-benzédico *
7-  Acido sinapico 4,61 +0,47
8- Acido ferdlico 4,79 +0,25
9-  Acido p-cumérico 39,31+ 2,78
10- Acido m-cumarico > 15000
11- Acido benzoéico > 15000
12-  Acido p-metoxi-benzoico 242,74 + 118,55
13- Acido cinamico > 5000
14- Naringerina > 5000
15- ABA *
16- Acido m-metoxi-cindmico *
17- Crisina > 5000
18- Galangina 91,19 +25,05

* Padrdes ndo testados por falta de quantidade.

Entre os extratos avaliados, a amostra M21 (morrdo de candeia) foi a que
apresentou os melhores valores para atividade antioxidante (CEsp = 278,61 pg /mL;
Tabela 24). Para M21 foram identificados os &cidos gélico, siringico, p-cumérico nas
concentragdes 0,00156; 0,05558 e 0,04071 mg/100g de mel respectivas, e a flavona
galangina em 0,05080 mg/100g de mel. Para o extrato C71 (mel de cambard), o acido
m-cumarico (0,5439 mg/100g de mel), naringenina (0,9580 mg/100g de mel) e crisina
(0,0058 mg/100g de mel) foram as principais substancias identificadas, e embora

presentes em maiores concentracbes do que aquelas determinadas na amostra M21,
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apresentou o pior resultado de capacidade antioxidante (CEsy = 1601,89 pg /mL, Tabela
24). Este resultado pode, em parte, ser explicado pela baixa capacidade antioxidante
apresentada por estas substancias quando avaliadas individulamente (&cido m-cumarico
CEsp=> 15000 pg/mL ; crisina e naringenina CEso = 5000 ug/mL; Tabela 24).

Com base nas susbtancias quantificadas nos extratos dos meis (Tabela 24) e os
resultados de CEsy obtidos para os padrbes (Tabela 25) é possivel compreender os
valores baixos encontrados para o potencial antioxitante dos extratos estudados. As
amostras C41, C61, C81 e C91, por exemplo, possuem elevadas quantidades de acido
benzoico (2,49; 14,10; 11,24 e 6,47 mg/100g de mel, respectivamente), uma substancia
que praticamente ndo apresentou capacidade antioxidante (CEsy = >15000 pg/mL),
logo podendo ser um motivo do baixo potencial antioxidante para esses extratos
(Tabela 24).

5.3 — Andlise quimiomeétrica dos dados de RMN dos extratos dos méis

A combinacédo da quimiometria com a espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear tem se revelado um método bastante Gtil para a classificacdo de alimentos e
bebidas (ANASTASIADI et al , 2009; LOLLI et al, 2008). Dado ao grande nimero de
informag®es contidas no espectro de RMN de *H de uma amostra, a quimiometria tem
se mostrado uma ferramenta valiosa, demonstrando como essa pode ser usada, como
uma primeira avaliacdo, para determinar e caracterizar méis, permitindo reconhecer as
similaridades e diferengas na composi¢ao das amostras.

Véarios autores vém buscando metodologias alternativas ao uso da
melissopalinologia para a classificacdo do mel quanto a origem botéanica. O uso da
RMN esta descrito em diversos relatos como um método eficiente. Entretanto a grande
quantidade de informagdes obtidas em um espectro de RMN de *H pode dificultar a
interpretacdo dos dados quando um numero elevado de amostras é analisado. Neste
sentido, os métodos quimiométricos tém sido aplicados com sucesso em dados
espectrais para reduzir a sua complexidade e evidenciar as informag6es mais relevantes
(SCHIEVANO, et al, 2010; BERTELLI, et al., 2010; KROPF et al, 2010; CONSONNI
& CAGLIANI, 2008; LOLLI et al, 2008; BERETTA et al, 2008; SANDUSKY &
RAFTERY, 2005).

Schievano et al. (2010) criaram um banco de dados formado por espectros de
RMN de méis italianos monoflorais e poliflorais coletados ao longo de dois anos. Os

espectros foram adquiridos a partir de extratos de cloroférmio preparados com o mel.
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Com o uso do RMN aliado ao PLS-DA (método de analise multivariada), foi possivel
criar um modelo com 242 amostras de sete origens florais diferentes e assim classificar
107 amostras de origens desconhecidas com resultados satisfatorios.

Em 2011, Schievano e colaboradores analisaram o espectro de 353 extratos
cloroférmico de seis meis monoflorais italianos (acécia, tilia, laranjeira, eucalipto,
castanha e honeydrew) e poliflorais, na busca de possiveis marcadores botanicos. Estes
marcadores foram identificados e com o uso do RMN aliado ao PLS-DA foi possivel
desenvolver um modelo de classificacdo de amostras com grande preciséo.

Sant’Anna et al., (2012) utilizando a analise de PCA aliado a testes fisico-
quimicos conseguiram classificar amostras de méis monoflorais brasileiros de cambarg,
eucalipto e morrdo de candeia. Pelo grafico de loadings foi possivel determinar que o0s
ensaios da atividade antioxidante (FRAP, ABTS, e DPPH), cor, pH e conteido de
flavonoides totais foram as varidveis responsaveis pela discriminacdo das amostras no
grafico de scores.

Neste trabalho, buscou-se desenvolver uma forma de classificacdo dos méis
atraves do uso de RMN de 'H aliado a analise de componentes principais (PCA). Para
isto, foram utilizados os onze extratos em acetato de etila (assa peixe, cambara e morrao
de candeia) preparados anteriormente (Tabela 18). Além desses extratos, sete extratos
de mel de laranjeira e seis de mel de eucalipto, em acetato de etila, preparados
anteriormente por Lianda (2009) e Vianna (2010) foram utilizados a fim de obter um
nimero maior de amostras de origens distintas, e avaliar a aplicacdo da técnica. Para se
obter os melhores resultados para aplicacdo dos métodos quimiométricos aos espectros
de RMN de 'H, a aquisicio dos espectros foi feito em triplicata.

Todos os extratos de mel foram solubilizados em 500 puL de metanol deuterado
para a realizacéo dos espectros de RMN de *H. Os espectros foram adquiridos sem fazer
a supressao do sinal do metanol (~3,80 ppm), porque poderia causar a exclusédo de
importantes sinais das amostras.

O estudo da classificacdo dos méis monoflorais foi iniciado pela analise visual
dos espectros de RMN de *H dos extratos, com objetivo de verificar as diferencas entre
eles, que poderiam auxiliar na discriminacao dos tipos de méis estudados. Na Figura 40
estdo apresentados os espectros de RMN de *H de cada um extrato de mel analisado (A-
assa peixe, C- cambara, M- morréo de candeia, L- laranjeira e E- eucalipto). Pode-se
observar que os diferentes extratos apresentaram variagdes nos deslocamentos quimicos

e na intensidade dos sinais nos espectros.
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Figura 40 - Espectro de RMN de *H (500 MHz) dos extratos: A- assa peixe, C- cambara, M-
morrdo de candeia, L- laranjeira e E- eucalipto, sem supressdo do metanol.
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Um problema encontrado com a analise quimiométrica de dados
espectrométricos esta relacionado com a linha de base dos espectros, que deve ser a
mesma para todas as amostras em um conjunto de dados. Além disso, um outro fator
que pode interferir na interpretacdo dos resultados, e a fase dos sinais no espectro que
deve ser adequadamnte corrigida. Assim, tanto a fase quanto a linha de base dos
espectros foram ajustados para todas as amostras para mininizar nas discriminacfes das
amostras.

Os espetros foram entdo integrados em regides (buckets) de igual intervalo (0,04
ppm) na regido espectral de 0,01 a 10,1 ppm, na qual foram atribuidas regides de
exclusdo nos intervalos: -5 a 0,01; 3,27 a 3,37; 4,81 a 5,19; 8,40 a 9,35 e 10,1 a 20 ppm.
A Figura 41 mostra a sobreposicdo de todos os espectros: (dois) assa peixe, (seis)

cambara e (trés) morrdo de candeia integrados com as regides de excluséo.

Regiio de aromaticos

11 10 = =] 7 = =3 4 3 2 1 o

Figura 41 - Espectro de RMN de 'H integrados com regides de exclusdo (regides escuras)

A analise quimiométrica dos dados de RMN de *H dos extratos foi iniciada pela
analise por componentes principais (PCA), que é geralmente uma ferramenta eficiente
para reduzir a dimensionalidade dos dados, alem de fornecer uma melhor visualizagdo
dos agrupamentos dos dados. Com esse tipo de analise foi possivel fazer a selecdo das
variaveis (regides espectrais) mais importantes para a discriminagdo entre 0s grupos de

amostras.
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A partir dos espectros de RMN foi construida uma matriz de dados, na qual as
amostras (extratos estudados) sdo transformadas em linhas e as varidveis (sinais dos
espectros) correspondem as colunas. A matriz de dados originais X é construida por n
amostras e m variaveis (n X m). Em um conjunto de dados espectroscopicos, as
variaveis sdo pontos utilizados no processamento do espectro.

A anélise de PCA foi realizada considerando os onze extratos em acetato de etila
(All, M21, A31, C41, C51, C61, C71, C81, C91, M101, M111). A partir dos dados de
variancia determinou-se o numero de PCs. Nessa analise foram escolhidos os dois
primeiros PCs. PC-1 descreveu 57% de variancia do conjunto de dados, enquanto PC-2
descreveu 15%, e as duas PCs juntas descreveram 72% dos dados da variancia total. A
Figura 42 mostra o grafico de scores, obtido por anélise de PCA selecionando-se as

Morréo de M
candeia H
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duas primeiras PCs.
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Figura 42 - Gréfico de scores de PC-1 x PC-2 dos dados de RMN de 'H dos onze extratos
divididos em 3 diferentes origens florais: assa peixe (A); cambara (C) e morrdo de cadeia (M).

As similaridades ou diferencas entre as amostras podem ser observadas, sendo
que as mais similares tendem a formar grupos a as diferentes apresentam grandes
distancias entre si. Neste grafico cada ponto corresponde a uma espectro de RMN de *H
feito para cada extrato de mel, e foi possivel fazer a discriminacéo clara em trés grupos
segundo a origem floral, ou seja, méis de cambara, de morrdo de candeia e de assa
peixe.

A validagdo cruzada randdémica foi utilizada para estimar a capacidade preditiva
do modelo. A validacdo do modelo pode ser estimado atraves do uso de uma matriz de

residuo. Ela expressa os desvios entre os valores originais e as projecdes, através da
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utilizacdo de desvios-padréo residual que pode ser calculado para as observacdes. A
Figura 43 permite a avaliagdo de outliers (valores andmalos) no modelo criado. Todas
as amostras estdo abaixo do valor critico, o que indica que ndo ha deteccdo de outliers e

confirma a validade do modelo.

Co1 Cca1 C51 CB1 Cc71 ce1 A31 M21 M101 M111 A11

Figura 43 - Gréfico do desvio padréo residual do PCA.

A mesma matriz gerada para o PCA foi utilizada também para a anélise de
cluster. O célculo da distancia entre as amostras foi feito usando a distancia Euclidiana
quadratica, e foi usado o método hierarquico aglomerativo (Método de Ward). O

dendograma resultante esta mostrado na Figura 44.

Morrao de candeia

M101

Mi111

M21

A1 Assa peixe

co1

c71

ce1

cel

- Cambara

i

Figura 44 - Dendrograma dos dados de RMN de 'H dos extratos de A-assa peixe; C-cambara,
M-morréo de candeia.
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Nesta analise a amostra A1l (classificada como assa peixe) foi agrupada com os
méis de morrdo de candeia (grupo marcado em lilas) ao inves de ser agrupado com a
amostra A31(assa peixe) do grupo verde, enquanto C91 (cambard) deveria estar no
grupo rosa, ficou com o assa peixe. Este fato pode ter ocorrido devido as possiveis
distorcBes quanto a similaridade que podem acontecer, pois o dendograma é uma

projecédo simplificada dos dados.

A Figura 45 representa o grafico de scores obtidos através dos dados de RMN
de 'H para as amostras de cambara, eucalipto e laranjeira. Nessa anélise as duas
primeiras PCs também foram escolhidas. PC-1 descreveu 58% de variancia do conjunto
de dados, enquanto PC-2 descreveu 20%, e as duas PCs juntas descreveram 78% dos
dados da variancia total. Embora um dos grupos (azul, laranjeira) ndo esteja muito
compacto, foi possivel novamente fazer a discriminacdo das amostras em trés grupos,

ou seja, camabara (verde, C), eucalipto (vermelho, E) e laranjeira (azul, L).

Eucalipto

PC-2 {20%)
=}

Cambara

-10 -5 0
PC-1(58%)

Figura 45 - Gréafico de scores de PC-1 x PC-2 dos dados de RMN de *H dos vinte extratos
divididos em 3 diferentes origens florais: E- eucalipto, C-cambaré e L-laranjeira.

Resultados satisfatorios também foram obtidos, aplicando-se a analise de cluster

para a mesma matriz de dados e o dendograma resultante esta mostrado na Figura 46.
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Figura 46 — Dendrograma dos dados de RMN de 'H dos extratos de E- eucalipto, C-cambara e
L-laranjeira).

A fim de se tentar estabelecer uma nova técnica de classificacdo das amostras, o
método de PCA foi também aplicado nas analises cromatograficas dos extratos de méis
(All, M21, A31, C41, C51, C61, C71, C81, C91, M101, M111) por CLAE-DAD.
Para isto foi construida uma tabela de dados que consta a presenca/auséncia das
substancias identificadas pelos cromatogramas (Figuras 29 a 39).

Neste caso, o grafico de scores (Figura 47) descreveu 61% dos dados da
variancia total com PC-1=36% de variancia do conjunto de dados, enguanto PC-2
descreveu 25%. A andlise revelou uma boa discriminagdo entre os trés grupos de méis:
assa peixe, cambara e morrdo de candeia. Comparando os graficos de scores obtidos
com os dados de CLAE-DAD, tanto quanto por RMN de *H (Figura 42), foi possivel
pereceber que em ambos ocorreu a discriminacdo entre os grupos de méis de acordo

com a origem floral.
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Figura 47 - Grafico de scores de PC-1 x PC-2 a partir da matriz de dados obtida por CLAE-
DAD dos extratos de A-assa peixe; C-cambarad e M- morrdo de candeia.

O gréfico de loadings € aguele que indica quais variaveéis foram as responsaveis
pela construcdo do gréfico de scores, quanto mais distante estiver do centro de origem,
mais importante foi esta varidvel na formacdo das PCs. O gréafico abaixo (Figura 48),
sugere que os acidos gélico, protocatecuico, cinamico, p-cumarico, m-cumarico, m-
metoxi-cindmico, p-hidroxi-benzéico e c,c-ABA e a flavona crisina foram as
susbtancias de maior importancia na discriminacdo dessas amostras por PCA com 0s
dados de CLAE-DAD.

Crisina

inamico

Ac. ferdlico ¥ £ protacatgt\ul’co

Naringenina

cido p-cumaric
Acido siringjco
Acido 2,4 diihroyi benzdico

_’_’_’//A’Efdo galico

Acido p-OH bgnzdico

0
PC-1 (36%)

Figura 48 - Grafico de loadings das PC-1 x PC-2 aplicados a analise de PCA para os dados de
CLAE-DAD.
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De forma geral, a analise multivariada aplicada tanto aos dados de RMN de 'H
quanto aos dados obtidos por CLAE-DAD dos extratos do méis foi satisfatdria para a

discriminacdo dos diferentes grupos de meis monoflorais.

Esse mesmo tipo de andlise e comparacdo dos dados foi realizada por
Anastasiadi et al (2009), porém com vinhos gregos. Em um total de sessenta e sete
amostras de vinhos sendo de quatro grupos distintos em tipo de cor e regido, foram
analisadas e pelo extrato obtido por XAD, foi possiivel a discriminacdo das amostras
por ambas as técnicas, sendo que o PCA por RMN de 'H apresentou melhores
resultados.

Assim, a RMN pode ser uma das técnicas empregadas para determinacdo da
origem floral e/ou geogréfica para diferentes méis devido as vantagens de ser rapida e
ndo destrutiva. Entretanto, poucos trabalhos na literatura relatam aplicacdes qualitativas
para mel brasileiro, devido a complexidade de sobreposi¢do espectral em funcdo da
variada composicdo das substéncias fendlicas. E, nesse contexto, a utilizagdo de
quimiometria pode ser empregada para definir novas estratégias analiticas.
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6 - CONCLUSOES

De um modo geral, todos os méis que foram analisados apresentaram uma
correlacdo bastante significativa quanto ao contetdo de substancias fendlicas (fenois e
flavonoides) e a atividade antioxidante apresentada.

Dos méis analisados, as amostras que apresentaram, em média, 0 teor mais
elevado em substancias fendlicas totais, também apresentaram maior capacidade
antioxidante.

A amostra C8, classificada como ambar-claro, apresentou o maior teor em
fenolicos total (129,3 mgEac/100g) e em flavonoides total (10,25 mgEq/100g), bem
como os melhores valores de atividade antioxidante pelos trés métodos aplicados
FRAP, ABTS e DPPH (297,76 pumol Fe(II)/100g; 689,11 umolTE/100g; CEsy =17,12
mg/mL), respectivamente. As amostras de morrdo de candeia M2, M10 e M1l
classificadas como branca, apresentaram os valores mais baixos para 0s teores em
fendlicos (2,98 mgEac/100g; 2,54 mgEas/100g e 2.95 mgEas/100g), bem como para os
teores em flavonoides total (2,98 mgEq/100g; 2,54 mgEq/100g e 2.95 mgEq/100g),
respectivamente. Além disso, obtiveram os mais baixos resultados para as analises de
capacidade antioxidante pelos trés métodos utilizados. Estes resultados estdo de acordo
com trabalhos anteriores que j& demonstraram que méis de coloracdo mais escura
possuem maior capacidade antioxidante.

Todas as amostras estudadas se apresentaram dentro dos limites estabelecidos
pela legislacdo brasileira para os parametros fisico-quimicos em relacdo ao HMF, cor e
pH, embora as seis amostras de mel de cambara apresentaram valores de acidez livre
acima do estabelecido.

Embora a atividade antioxidante esteja relacionada, principalmente, com as
substancias fenolicas, visto que ha um aumento desta propriedade de acordo com a
quantidade destas substancias encontradas, esta capacidade ndo pode ser prevista ou
atribuida exclusivamente a elas. Sabe-se que as enzimas, aminoacidos, proteinas,
vitaminas e acidos organicos também sdo substancias presentes no mel e que podem
contribuir para sua atividade anti-radicalar. Nesse trabalho, no entanmto, o teor de
aminoéacidos livres ndo apresentou correlacédo significativa com a atividade antioxidante.

A atividade antioxidante dos extratos de mel também foi avaliada por FRAP,
ABTS e DPPH. Neste caso a amostra de morrdo de candeia (M21) apresentou 0s
melhores resultados (113,69 mmolFe(11)/100g; 67,70 mmolTE/100g e CEsy = 278,61
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pug/mL), enquanto a amostra C71 de cambara (44,25 mmol Fe(11)/100g; 30,88
mmolTE/100g e CEsp = 1601,89 pg/mL) apresentou resultados inferiores, estando
compativel com o perfil das substancias fendlicas obtido por CLAE-DAD. Substancias
como acido galico, acido siringico e galangina que apresentaram boa capacidade
antioxidante foram identificadas em M21, enquanto acido m-cumarico, naringenina e
crisina, que possuem baixa atividade antioxidante, foram as principais substancias
encontradas em C71.

A aplicacdo conjunta da espectroscopia de RMN de 'H e CLAE-DAD aos
extratos dos méis em acetato de etila aliados aos métodos quimiométricos (técnicas de
andlise de agrupamento hierarquico e anélise por componentes principais) possibilitou
distinguir os méis de cambara, morrdo de candeia, assa peixe, laranjeira e eucalipto.
Portanto, o uso de RMN e de CLAE combinados a quimiometria pode ser uma nova

estratégia alternativa aos métodos convencionais para tipificacdo de méis brasileiros.
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