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1. INTRODUCAO

De acordo com as pesquisas de WIESE (1995), dhasbexistem em nosso
planeta ha milhares de anos, mas somente muitootetapois 0s egipcios, gregos e
romanos registraram 0s primeiros contatos com ashabd do génerdpis. Ao se
familiarizarem com o0 inseto, estes povos obtiveranseu primeiro edulcorante ou
adocante natural, além da cera e o propolis, coguahrealizavam varios trabalhos, entre
0s quais o principal era embalsamar seus falecidbees e reis.

Segundo o mesmo autor, as abelhas do géfgionao sdo nativas em nosso
continente. Estas vieram do continente Europeu, 1880, quando o Padre Antbnio
Carneiro conseguiu a autorizacao do Rei Dom Pddrard importar para o estado do Rio
de Janeiro algumas espéciesAges mellifera mellifera. GONCALVES (1998) relata que
em 1956 foram introduzidas no Brasil as abelhasafasApis mellifera scutellata pelo
Prof. Warwick Estevam Kerr, esta abelha hoje é roamhecida como africanizada, que é
um polihibrido resultante do cruzamento da africApes mellifera scutellata com as
demais subespécies de abelhas meliferas europgieaxestentes, a italiandpis mellifera
ligustica, a alem&Apis mellifera mellifera e a austriacApis mellifera carnica.

O Brasil tem um grande potencial apicola devidoua #lora ser bastante
diversificada, por sua extensdo territorial e pehriabilidade climatica existente,
possibilitando assim produzir mel o ano todo, o quiiferencia dos demais paises que,
normalmente, colhem mel uma vez por ano.

Mel é um néctar coletado de muitas plantas e psadespelas abelhadgis melifera).
Este produto natural € largamente apreciado comoica forma concentrada de agucar
disponivel no mundo todo (FAO, 1996) e € tambéndassomo um conservante da
comida (CHERBULIEZ & DOMEREGO, 2003).

Na legislacéo brasileira (Instrucdo Normativa n°20.10.2000) , “entende-se por mel
o produto alimenticio produzido pelas abelhas e a partir do néctar das flores ou das
secrecdes procedentes de partes vivas das plantssceecdes de insetos sugadores de
plantas que ficam sobre partes vivas de plantas,aguabelhas recolhem, transformam,
combinam com substancias especificas préprias,zaemam e deixam maturar nos favos

da colméia” (Ministério da Agricultura, Pecuaridleastecimento - MAPA).



O mel é um dos mais antigos produtos naturaissentklhores que o homem tem
conhecido como edulcorante. Lamentavelmente, deirantranscorrer dos tempos, esse
excepcional alimento vem sofrendo adulteracfes anésglia mistura com acucar de cana
ou glicose, por falsificadores que, a procura aeoks faceis, compromete no entanto, a
saude dos consumidores (WIESE, 1986).

O mel é o produto mais importante da atividade @dpino Brasil, do ponto de vista
quantitativo e econémico. A historia do uso do esté paralela a histéria do homem, e em
cada cultura a evidéncia disto pode ser encontrad#u uso como uma fonte de alimento
e como um simbolo empregado em cerimbnias religjosaagicas e terapéuticas
(CARTLAND, 1970; CRANE, 1980; ZWAENEPREL, 1984).

Atras da aparente simplicidade do mel, escondayselas produtos bioldégicos mais
complexos. O seu valor comercial esta relacionadwiaaorigem floral, que é um dos
principais parametros de qualidade. Alguns méisafiorais sdo mais apreciados do que
outros devido as suas propriedades de aroma e, $smrcomo atributos farmacologicos
(LIANDA, 2004).

Dentro desse contexto, neste trabalho buscouaksar o perfil das substancias
fendlicas presentes no mel de Assa Peixe (mondfijoraveniente de Sao Lourenco/MG,
bem como avaliar a sua atividade antioxidante. Es¢é¢ se caracteriza por ter uma

coloracdo amarela clara e alta viscosidade.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O mel

O mel, que é usado como alimento pelo homem depd&faistoria, por varios séculos
foi retirado dos enxames de forma extrativistaed@roria, muitas vezes causando danos
ao meio ambiente e matando as abelhas. Entretantn, o tempo, o homem foi
aprendendo a proteger seus enxames, a manté-loslemias racionais e maneja-los para
obter maior producdo de mel sem causar prejuiza aarabelhas (CAMARGO et al.,
2003).

Hoje, além do mel, é possivel explorar, com agénaracional das abelhas, produtos
como: polen apicola, cera, propolis, geléia rgatpaina, rainhas e polinizacdo (LIANDA
et al, 2009).

De acordo com os estudos de WIESE (2000), foitatedo que a pastagem apicola
representa o campo floral ou a vegetacdo com fiomes o suprimento de néctar e pdélen
para as abelhas. E necesséaria para a elaboracéeeldala cera, coleta da prépolis e
preparo da geléia real. Sendo que, esta pastagel® @& vegetacdo nativa, areas
reflorestadas e/ou culturas.

Segundo SANCHEZ (1997), o produtor deve obsends, acordo com as
caracteristicas da regido, onde sera implantadpiari@ e quais as plantas sdo boas
produtoras de pdlen e néctar. Este também devprdfaréncia as plantas que produzem
flores o ano todo, ou boa parte dele. Algumas pkabbas produtoras de néctar e pélen,
sdo: abacateiro, alfafa, algaroba, amor agarradadsa peixe, cafeeiro, girassol, eucalipto,
milho, macieira, soja, etc.

O mel tem sido reportado por conter cerca de 2b66t&ncias (mistura complexa de
acucares, mas também pequenas quantidades de cutgiguintes tais como, minerais,
proteinas, vitaminas, acidos organicos, flavongidesdos fendlicos, enzimas e outros
fitoquimicos), e € considerada uma importante pdatemedicina tradicional (WHITE,
1979). Ele tem sido usado na ethomedicina desaécm ida humanidade, e em tempos
mais recentes seu papel no tratamento de queingadlesordens gastrointestinais, asma,
feridas crbnicas e infectadas, Ulceras de peleyatat e outros problemas dos olhos tém
sido redescobertos (CASTALDO & CAPASSO, 2002; MARTTI, 1995; MOLAN,
1992; ORHAN et al., 2003). Este papel benéfico ébw@tdo parcialmente as suas



atividades antibacterianas. Além disso, serve cimte de antioxidantes, o qual executa
um importante papel na preservacdo dos alimentoa salde humana combatendo os
danos causados pelos agentes oxidantes, por exeaxp@nio, reduzindo o risco de
desordens do coracdo, cancer, declinio do sistemindnizacéo, diferentes processos
inflamatorios, etc. (THE NATIONAL HONEY BOARD, 2003

O mel é riquissimo em elementos nutritivos, deveoolastar na dieta de todos,
principalmente daqueles que sofrem de estressensa@a com excecdo de pessoas
diabéticas. Contém agua, glicose, sacarose, potdssio, sodio, enxofre, cloro, célcio,
magnésio, fosforo, zinco, vitaminas do complexa/iBaminas A, E, C e substancias que
agem como antibidticos naturais(http://www.acessa.com/arquivo/viver/nutricao-
Mel_Curiosidades/). Ajuda a desintoxicar e favoreceligestdo, sem sobrecarregar o
organismo, podendo ser usado na combinacdo coas fieite, iogurte, paes e biscoitos. E
um dos melhores e mais eficientes contra os efddaagripe e resfriados, e é também um
6timo complemento alimentar.

O sabor, aroma, cor e densidade do mel variamcdeda com a sua origem
botanica, clima, solo, umidade, altitude e por &® a manipulacdo do apicultor pode
alterar as caracteristicas do mel (BARTH, 19894200

O mel é classificado, na maioria das vezes, dedactom as plantas utilizadas na
sua elaboracdo. Caracteristicas fisico-quimicastaotes tais como consisténcia, cor,
odor, sabor e aromas ocorrem somente em méis cbamaahoflorais ou uniflorais, isto
€, aqueles procedentes, principalmente, do néetanth sé espécie vegetal, por exemplo,
mel de laranjeira, mel de eucalipto, mel de AssaePetc. De outro lado, estdo os méis
multiflorais, ou poliflorais, ou heteroflorais, tésm chamados de silvestres, ndo sendo
constantes as suas caracteristicas; sdo menosadpeepelos consumidores. E ainda, os
meis extraflorais, chamados de méis de melato €hdew”), sdo méis obtidos a partir de
excrecdo de insetos sugadores de plantas, alénmédssde seiva (cana) (SAWYER,
1975).

Quanto ao estado fisico os meéis podem ser cleamdds em: liquido, semi-
granulado, granulado (cristalizado) e em favos.

“Mel de ervas” é um produto do tipo mel obtidos dabelhas que tem o habito
alimentar baseado na sacarose contida em extratbai$ ou suco de frutas. A grande

variedade do potencial de fontes dos tais aditdesvados de plantas faz possivel dar



caracteristicas sensoriais especificas (cor, arsatmr) para os méis de ervas, 0s quais,
entdo, expandem consideravelmente a gama comdosgbrodutos das abelhas. Méis de
ervas tem propriedades medicinais das ervas ouuttesomateriais crus contidos nos
alimentos fornecidos as abelhas, tornando-os tiéadae na farmacia e na medicina, como
componentes das drogas, agentes profilaticos olersaptos dietéticos. Temos por
exemplo méis de laranjeira, eucalipto, assa Peirsuigos outros. Estudos relatam que
alguns desses meéis atuam com beneficios especdifecasordo com sua florada, alguns
exemplos:

* Mel de eucalipto: ajuda a combater a bronquitesad e asma.

* Mel de laranja: regulador do intestino, tranquiliteanatural.

* Mel de Assa Peixe: tonico e depurativo do sangaleyante.

* Mel silvestre: recomendado para o sistema nervass, respiratorias e pele; é

também calmante, laxante, desintoxicante (MENDES@ELHO, 1983).

O Brasil é, atualmente, o décimo primeiro produtemdial de mel, ficando atras da

China, Estados Unidos, Turquia, Argentina, Méxicoamada (CAMARGO et al., 2003).

2.2. A Planta Assa Peixe

Vernonia polifanthes Less (Asteraceae), populateneonhecida como Assa Peixe,
Assa Peixe branco, estanca sangue, tramanhém,pastta cambara guacu, cambara do
branco, erva pred e enxuga € uma planta silvestnem nos cerrados de Sao Paulo, Mato
Grosso, Minas Gerais e Goias. Multiplica-se comlitkexle em terrenos de pastagens e
solos poucos férteis, nas beiras de estradas, ugmek abertos sendo, até mesmo,
considerada planta daninha nas culturas perenedUBARAY & ALZUGARAY, 1984).

A espécie é considerada como fornecedora de bomseralo procurada pelas abelhas,
tanto pelo néctar como pelo pélen (WIESE, 1983).sfias folhas séo utilizadas no
tratamento de afeccdes do aparelho respiratéripraldemas renais, de feridas e fraturas e
em torgcdes, contusdes e luxacgles, e ainda, indimama tonica, emenagoga e diurética
(GRANDE et. al., 1989) (Figura 1).



As suas folhas sdo empregadas na medicina pagulaasos de gripes, resfriados,
tosses, bronquite, contusfes, hemorroidas e indscdd Utero (MARTINS et al, 2000).
Além da sua utilizacdo na medicina popular, elan® problema para as pastagens e
lavouras, pois € considerada uma erva daninha mesistente e de dificil controle. Um
levantamento bibliografico de algumas espécies emwidu a deficiéncia de artigos
relacionados ao estudo fitoquimico e até mesma@icd desta planta (OLGUIN et al,
2005).

Curiosamente, as inflorescéncias do assa peirdgeta ser sextavada, como 0s
favos das colméias; e € uma das plantas mais frefeepelas abelhas que dele produzem
um mel muito saboroso e aromatico (MARCIANO, 2008).

O mel das abelhas criadas junto a plantacdes de Paige € delicioso, com sabor
leve como o mel de laranjeira. Rica em sais misegaliurética, a erva também tem acéo
balsamica e expectorante. A folha do Assa Peixdaagucombater as afeccbes da pele,
bronquite, calculos renais, dores musculares, gripeeumonia, retencao de liquidos e até
tosse Apresenta-se no mel produzido nesta regido orabqodfen dominante, ora como
polen acessoério. A coloracdo do mel depende quaseexclusivamente, da origem da
flor, podendo ser claro, vermelho, dourado ou esdbependendo da coloragao, o sabor e

0 aroma sofrem altera¢des, porém o seu valor ivotdeve ser mantido.



2.3. Composicao quimica e propriedades do mel

A composicao basica do mel € uma solucédo de agigareconstitui cerca de 79%
do seu peso, sendo: 18% de agua, 31% de glicoked88rutose, 10% de outros agucares
e 3% de outras substancias (HOOPER, 1981).

A parte que torna o mel Unico € a vasta misturautbstancias contidas em 3% de
sua composicdo, onde se incluem substancias cotamimas, minerais, pigmentos,
enzimas, acidos organicos, flavonoides e outrasst8obias biologicamente ativas
(HOOPER,1981).

Ao todo j& foram encontradas mais de 180 substiecradiferentes tipos de méis
(CRANE, 1996; WHITE, 1979). Sua composi¢cdo, corpnaa e sabor dependem,
principalmente, das floradas, das regibes geogsifido clima e da espécie de abelha
(ANKLAM, 1998; FELSNER, 2001). Alguns dos comporesisao devido a maturacdo do
mel, alguns sédo adicionados pela abelha e algungledvados das plantas. Pequenas
alteracbes na composicdo quimica do mel podem #@uidas aos efeitos de
processamento e estocagem (TAN et al., 1989; FEESIREOL).

O mel contém menos que 0,3% de aminoacidos, sepdaiaa 0 mais abundante.
O pdlen é a principal fonte de aminoacidos, queotampodem ser originados do néctar,
do melato e das abelhas (WHITE, 1979).

Embora em concentracdes infimas, vitaminas, tarsoc®1, B2, B3, B5, B6, B8,

B9, C e D também s&o encontradas no mel, sendmétde assimilaveis pela associacao
a outras substancias como os carboidratos, saeramsnoligoelementos, acidos organicos
e outros (CRANE, 1985).

O contetdo de agua do mel pode variar de 15 a ZE¥do normalmente
encontrados niveis de 17% (MENDES & COELHO, 198®esar da legislacao brasileira
permitir um valor maximo de 20%, valores acima &80lja podem comprometer sua
qualidade final. Entretanto, niveis bem acima dessdores ja foram encontrados por
diversos pesquisadores em diferentes tipos de@@RTOPASSI-LAURINO & GELLY,
1991; AZEREDO et al., 1999; MARCHINI, 2001).

A cristalizacdo ou granulacdo do mel acontece pefmracdo da glicose, que é
menos soluvel na agua do que a frutose, e é dependes seguintes fatores: origem
botanica (flor), temperatura ambiente e teor dedade do mel. O pseudo mel (falso mel)
nao cristaliza (WIESE, 2000).



Na tabela abaixo sédo apresentadas as médias dogais constituintes do mel de

acordo com WHITE, 1979.
Tabela 1. Composigdo fundamental do mel (WHITE, 1979},

Componentes Meédia Desvio padrio Variacio
Umtdade (%) 17,2 146 13,4-220
Frutose (%) 1819 207 2725 - 44.26
Glicose (%) 31,28 3,03 2203 -40,75
Sacarose (%) 1.31 0,935 0.25-T7.5T7
Maltose (%) 7:31 2,09 2.74-1598
Acticares totais (%) 1.50 .03 0,13 - 849
Chutros (%) 3.1 197 0.0-132
pH 3,91 - 342-6,10
Acidez livre fmcq'kg"i 2203 8,22 6. 75-47_19
Lactose {meqkg™ ) T 3,52 0,00 - 18,76
Acidez total |meq'kg"3 2912 10,33 B.0K - 50 49
Lactose/Acidez [ivre 0,333 0,133 0,00 = 0,950
Cinzas (%) 0169 0,15 0020 -1.028
MNitrogénio (%) 0.041 (0,026 0.00-0,133
[Mmasiaze el I 9.76 21-612

Os derivados de acidos fendlicos também deverdestacados, visto que muitos
deles sdo importantes por conferir aroma e sabegurglo AMIOT et al. (1989) os
compostos fendlicos de méis podem ser divididogrémgrupos: acidos benzdicos e seus
ésteres; acidos cin@micos e seus ésteres e flalem@ proporcdo desses trés grupos varia
enormemente nos meéis conforme as origens florgeograficas (LIANDA, 2009).

O mel contém nutrientes como carboidratos, proseiminoacidos, lipideos,
vitaminas, além de acidos fendlicos e flavondidewie um dos motivos para ser utilizado

como alimento alternativo e/ou suplemento alimefitBkNDA, 2009).



2.4. As Propriedades Antioxidantes das Substanci&enolicas

Vérias fontes de antioxidantes naturais sdo codagce algumas sdo amplamente
encontradas no reino vegetal. Nos Ultimos anos;ste@ssistido a uma intensa pesquisa
sobre as propriedades antioxidantes de produtasamst que pode ser atribuido ao seu
conteldo de substancias fendlicas. O conhecimeaso imiportantes funcbes que o0s
antioxidantes desempenham na inibicdo dos radinaess resultantes do metabolismo
celular, tem motivado o interesse pela analiseedesbmpostos em diversos produtos
alimentares. Os estudos realizados tem mostrad@gj@atioxidantes contribuem para a
prevencdo de doencas associadas ao envelhecintémiouindo o risco de doencas
cardiovasculares e o0 aparecimento de cancer. @xxidantes atuam, também, como
conservantes alimentares inibindo reacfes de cxidegsponsaveis pela degradacdo dos
alimentos (ANGELO & JORGE, 2007).

As substancias fendlicas ou polifenéis sdo um mass importantes grupos de
substancias que ocorrem nas plantas e que comtripaea as propriedades antioxidantes e
sensoriais (cor, aroma, adstringéncia) de frutad, bebidas e vegetais. Essas substancias
séo fruto do metabolismo secundario das plant@sgjgprodutos que ndo apresentam uma
funcdo direta nas atividades bioquimicas primari@sponsaveis pelo crescimento,
desenvolvimento e reproducdo mas estéo envolvid@daptacdo a condicdo de estresses
ambientais, seja na defesa contra a radiacdo ioligtey ou agressao por patdogenos
(MOURE et al., 2001).

Os flavondides e os acidos fendlicos (derivadosacldo benzdico e cinamico)
constituem a classe mais importante de polifentiedo mais de 5000 substancias
descritas na literatura (MOURE et al., 2001).

Os compostos fendlicos sao estruturas quimicasapgresentam hidroxilas e anéis
aromaticos, nas formas simples ou de polimeros,ogueonfere o poder antioxidante.
Esses compostos podem ser naturais ou sintétie@dQ presentes em vegetais podem
estar em formas livres ou complexadas a acUucgpesieinas. Dentre eles, destacam-se 0s
flavonoides, os acidos fenolicos, os taninos eosférdis como os antioxidantes fenolicos
mais comuns de fonte natural (ANGELO & JORGE, 2007)

Os antioxidantes podem ser divididos em duas edasa dos com atividade
enzimatica e a dos sem essa atividade. Na primegt@o os compostos capazes de

bloguear a iniciacdo da oxidacéo, ou seja, as @w@ue removem as espécies reativas ao



oxigénio. Na segunda classe, estdo moléculas geagem com as espécies radicalares e
sdo consumidas durante a reacao. Nesta classdicaciuem-se os antioxidantes naturais
e sintéticos como os compostos fendlicos (PIETTOD.

De acordo com seu modo de acdo, os antioxidamtgenp ser classificados em
primérios e secundérios. Os primérios atuam int@pendo a cadeia da reacéo através da
doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais sliveonvertendo-os em produtos
termodinamicamente estaveis e/ ou reagindo coradisais livres, formando o complexo
lipidio-antioxidante que pode reagir com outro catllivre. Os antioxidantes secundarios
atuam retardando a etapa de iniciagdo da autoxidggi diferentes mecanismos que
incluem complexacdo de metais, sequestro de oxigéecomposicdo de hidroperdxidos
para formar espécie nado radical, absorcdo da @&ualiadtravioleta ou desativacdo de
oxigénio singlete. Os compostos fendlicos sdo idokl na categoria de interruptores de
radicais livres, sendo muito eficientes na prevengad autoxidacdo (SHAHIDI et al,
1992).

Diversos estudos tém comprovado a acao terapéidicael, existindo atualmente
interesse em avaliar a sua capacidade antioxid@nteel apresenta na sua constituicao
compostos que lhe podem conferir propriedades »déntes, tais como os acidos
fendlicos e os flavondides. Algumas destas sukdanéiforam identificadas no mel, como,
por exemplo, os acidos cinamico, cafeico, ferldipara-cumarico, a quercetina, a crisina
e o canferol (Figura 2); (TOMAS-BARBERAN, 2001; LMDA, 2008; PYRZYNSKA &
BIESAGA, 2009).

@/\/COOH H;K/Q/\/COOH CHSZ:Q/\/COOH X ~COOH
H H HO/@/\/

Acido cinamico Acidofeico Acido ferdlico Acidagpara-cumarico

OH
O

OH O
OH O

Quercetina Canferol Crisina

Figura 2. Exemplos de alguns acidos fendlicos e flavondidestificados em mel
Os flavondides constituem uma larga familia dengigtos fendlicos encontradas

nas plantas e alimentos. Eles estdo geralmenterpessem baixas concentracdes (~15-30
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mg.kg' de peso fresco). Estes grupos de substanciasesponsaveis pelas cores de
muitas frutas e vegetais e sao encontrados tamirégras, nozes, folhas e flores (COOK
& SAMMAN, 1996). Portanto, a acdo das substanatmlicas, como antioxidante, tem
um papel importante na reducdo da oxidacao lipidioatecidos, vegetal e animal, pois
quando incorporados na alimentagdo humana n&o reanseapenas a qualidade do
alimento, mas também reduzem o risco de desenvehtonde patologias, como

arteriosclerose e cancer (RAMARATHNAM et al., 1995)

A quimica dos flavondides é complexa porque nansa@ria liga-se a acucares ou a
outros grupos fendlicos. Os flavonois sdo os gais se destacam nos alimentos, sendo 0s
principais representantes a quercetina e o canfAmlflavonas sdo menos comuns em
frutas e vegetais e consistem, principalmente, gle®sideos de luteolina e apigenina
(MANACH et al., 2004).

Para melhor compreender a capacidade fisiolégisacdmpostos fenélicos, deve-
se considerar que in vitro, a capacidade antioxéddos mesmos varia hdo somente em
funcdo da sua estrutura quimica, mas também devpmiaridade do solvente empregado
para sua extracdo, dos procedimentos de isolarnsetfdcsua pureza, bem como em funcéo
do ensaio que serd desenvolvido, se em sistema@aquplipidico. Alguns estudos tem
sugerido que o fator determinante da atividadeomiatante das substancias fendlicas é a
natureza lipofilica das moléculas e a afinidadeutioxidante por lipidios (MOURE et al.,
2001).

Quanto a solubilidade, os antioxidantes podem lsesificados em dois grupos:
antioxidantes hidrofilicos, tais como vitamina G enaioria dos compostos fendlicos, e
antioxidantes lipofilicos, principalmente vitamiBa carotendides (HUANG et al., 2002).

Até cerca dos anos 50, eram escassos artigos lgteessem o mecanismo de acao
dos flavondides e acidos fenolicos. Contudo, hioj@émeros trabalhos sdo descritos na
literatura, destacando a variedade de atividadekditas, tais como, a inibicdo da
proteina quinase e APTase, acdo antiprolifaatantioxidante, antiviral, antifingica,
antimicrobiana, antibacteriana e antitumorang@oas mencionadas por alguns autores
(CROZIER et al., 2000; WANWIMOLRUK et al.,021; NARAYANA et al., 2001;
MARCUCCI et al., 2001; HOU et al., 2003; MIORIN &, 2003; KAMPA et al., 2004;
ALJADI & KAMARUDDIN, 2004; CUSHNIE & LAMB, 2005).
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A principal substancia antibacteriana do mel é ohyido de hidrogénio, cuja
guantidade presente no mel é dependente tantoideis We glicose-oxidase, quanto de
catalase, uma vez que a catalase destroi o perdgitia@rogénio (WESTON et al., 2000).

Peréxido de hidrogénio é um agente antimicrobiandgarconhecido, inicialmente
aclamado por suas propriedades bactericidas efeesites quando foi pela primeira vez
avaliado em atividades clinicas (TURNER, 1983).

Segundo MOLAN (1992) e WAHDAN (1998), os responsagela habilidade
antimicrobiana dos meéis séo os fatores fisicos,ocena alta osmolaridade e acidez, e os
fatores quimicos relacionados com a presenca daéhdias inibidoras, como o peroxido
de hidrogénio, os flavondides e acidos fendlicos.

FERRERES et al. (1991) e AMIOT et al. (198%pstraram claramente a
presenca de flavondides em mel. Entre os flavosotesentes no mel, a flavanona
pinocembrina tem sido relatada e estudada portsudagle antibacteriana (BERAHIA et
al., 1993). Outros estudos também demonstrararaszipca dos flavondides pinobanksina
(RIBEIRO-CAMPOS et al., 1990), galangina e cris{fBABATIER et al., 1992), canferol
(FERRERES et al., 1998) e acido benzoico e cinafWieSTON et al., 1999). De acordo
com MARTOS et al. (2000a), TOMAS-BARBERAN et al9@Ba; 1993b; 1994; 2001),
GOMEZ-CARAVACA et al., 2006; DIMITROVA et al., 200ZKKENJERIC et al., 2008;
KAHOUN et al., 2008 asndlises de flavonoides e outros compostos fergpcalem ser
utilizados para a determinacéo da origem botanmatenticidade de cada tipo de mel. Os
compostos fendlicos presentes no mel podem semadgs do néctar das flores, da
propolis (TOMAS-BARBERAN et al., 1993) e do poléfERRERES et al., 1993).

O mel, como uma fonte de antioxidantes, tem sithtago como eficaz contra o
escurecimento enzimatico de frutas e vegetais (CHEMNal.,, 2000), a deterioracao
oxidativa de alguns alimentos (McKIBBEN & ENGESETBR002) e no controle do
crescimento de patégenos em alimentos (TAORMINAakt 2001). Propriedades
antissépticas e antibacterianas também séo a@buwiEd mel (RACOWSK et al., 2007).
Sua propriedade antibacteriana foi estudada parsteé autores (WHITE & SUBERS,
1963; CORTOPASSI-LAURINO & GELLY, 1991; COOPER et,al999). Foram
estudadas também suas ac¢des fungicidas (EFEM &©8aR), cicatrizante e promotora da
epitelizacédo das extremidades de feridas (EFEM3)198
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Mais recentemente, foi descoberto que o mel api@sen efeito inibitério sobre
aproximadamente 60 espécies de bactérias incluaetébicas e anaerdbicas, gram-
positivas e gram-negativas. Uma acdo antifungicadmbém observada em algumas
leveduras e espécies Aspergillus e Peniccilium (MOLAN, 1992).

A presenca de propriedades antioxidantes no meé mmdt atribuida tanto pelas
substancias enzimaticas: catalase (SCHEPARTZ, 19fiRose oxidase e peroxidase
(IOYRISH, 1974), como as ndo enzimaticas: acid@imsco, alfa-tocoferol, carotendides,
aminoacidos, proteinas, acidos organicos e proddtsreacdo de Maillard (AL-
MAMARY et al., 2002; ALJADI & KAMARUDDIN, 2004; BALTRUSAITYTE et al.,
2007; BERTONCELJ et al.,, 2007; GHELDOF et al., 20EBHELDOF et al.,, 2002;
SCHRAMM et al., 2003; THE NATIONAL HONEY BOARD, 2@), e ainda pela
presenca de mais de 150 compostos polifenélicokjimto flavonoides, acidos fendlicos
(derivados de benzdico e cindmico) e catequinasR@Il, BENEDETTI, & COSIO,
2007; FERRERES, TOMAS-BARBERAN et al., 1994; GHELD& al., 2002).

Inimeros estudos com meéis europeus tém mostragla guesenca de flavondides,
tais como: hesperitina, canferol, quercetina énajdbem como de acidos fendlicos: acido
abscissico, elagicqara-cumarico, galico e ferulico ddo ao mel excelerapacidade
antioxidante. Muitos métodos para a determinac8ati@idades antioxidantes no mel tem
sido usados, como por exemplo, determinacdo datidade de total de fendlicos
(TOMAS-BARBERAN et al., 2001; BERETTA et al., 200BENJERIC et al., 2008;
MUNOZ , 2007; SOCHA et al, 2009; FERREIRA et al, 090 PICHICHERO, 2009;
KUMAR & MANDAL; 2009), e formagao de radical livre

Recentemente, tem havido um aumento de interessalimoentos funcionais, isto é,
alimentos que ndo somente cumprem as necessidati&sonais basicas e energéticas,
como adicionam efeitos fisioldégicos benéficos. Ders substancias funcionais, o grupo
mais amplamente estudado sdo a dos antioxidan@¥EZ-CARAVACA et al., 2006).

A eficiéncia das substancias fendlicas como artenties depende, em grande parte, da
sua estrutura quimica, orientacéo relativa e doemarde grupos hidroxilas ligados ao anel
aromatico (PAGANGA et al., 1996).

A maioria dos métodos usados para avaliar as ipdgates antioxidantes envolve a
geracdo de espécies oxidantes, geralmente ratlicas e sua concentracdo € monitorada

na presenca de antioxidantes que os sequestranprdsiedades antioxidantes das
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amostras puras e dos extratos fendlicos podenvabadas através de ensaios quimicos e
biolégicos, tais como: atividade sequestradoraadécal pelo DPPH (2,2 difenil-1-picril-
hidrazil), poder redutor, ensaio c@¥caroteno, inibicdo da peroxidacao lipidica utilida
acido tiobarbitarico, etc. (MILLER, 1971; NG, T. ,BLIU, F.,, & WANG, 2000,
FERREIRA et al. 2009).

Entre os métodos usuais descritos na literatuegequpregam substéncias organicas
na avaliacdo de sequestradores de radicais lioresgtodo do DPPH (2,2 difenil-1-picril-
hidrazil, Figura 3) tem sido exaustivamente utdi@zapor véarios autores, devido
principalmente a sua simplicidade e rapidez (BRAWIR-LIAMS et al., 1995;
ESTEVINHO et al., 2008, FERREIRA et al. 2009).

A molécula de DPPH é considerada um radical ligtéwel por apresentar um elétron
livre que pode deslocalizar-se por toda a suatestrue além do mais, ndo dimeriza
facilmente como ocorre usualmente com os demaigaiadlivres. Esse efeito de
ressonancia que a molécula de DPPH apresentaaresuluma coloracéo violeta escura,
que é caracterizada por apresentar uma banda de@b€m cerca de 520 nm quando em
solugéo de etanol ou metanol.

Quando a solucdo de DPPH é misturada com algunsiésudia que pode doar um
radical hidrogénio, entdo a reacdo gera a sua foemhazida com a perda da coloracéo

violeta (embora seja esperado aparecer um resigumldracdo amarela em virtude da

0

(0N NOy

presenca do grupamento picril).

NO4
Figura 3. Estrutura quimica do radical DPPH (2,2 — difendril-hidrazil).
Segundo TSIMOGIANNIS & OREOPOULOU (2006) a reacatre o flavondide

quercetina e o radical DPPH produz uoréo-quinona, menos ativa, sendo esta reagao

atribuida a presenca das hidroxilas em posic&ono anel B (Figura 4).
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Figura 4. Formacéo darto-quinona no anel B da quercetina (LIANDA, 2009)

NARAYANA e colaboradores (2001) observaram que @&rcgtina, canferol,
morina, miricetina e rutina, por apresentarem peaiades antioxidantes exibem diversos
efeitos benéficos para a saude, tais como antiwafiério, antialérgico, antiviral bem como
anticancerigeno. Neste trabalho a avaliagdo dadatie sequestrante do radical livre
DPPH foi expressa em termos de sgHconcentragdo minima necessaria para o
antioxidante reduzir em 50% da concentracdo inbtlaDPPH), através da média obtida
nos gréaficos que relacionam o percentual de atiédantra a concentracdo da substancia
ensaiada. Desta forma, quanto menor o seu valaor réaa capacidade antioxidante das
substéancias presentes.

Diversos pesquisadores tem trabalhado na sepaideatficacdo, quantificacédo e
aplicacdo das substancias fendlicas em alimentofrerdando muitos problemas
metodoldgicos, pois, além de englobarem uma gansamende substancias, sdo, na
maioria das vezes, de grande polaridade, muitovosa¢ susceptiveis a acdo de enzimas.

Os métodos realizados em analises de substaeaidschs podem ser classificados
em determinacado de teor de fendlicos totais, giieatéo individual e/ou de um grupo ou
classe de substancias fendlicas. A andlise de &dias fendlicas é influenciada pela

natureza do composto, 0 método de extracdo empregddmanho da amostra, o tempo e
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as condicdes de estocagem, o padréo utilizado reserna de interferentes, tais como
ceras, gorduras, terpenos e clorofilas.

O nosso grupo de pesquisa vem estudando os perfimtograficos de polifendis
em amostras de méis e polen brasileirogue mellifera. Até o presente momento foram
realizadas analises dos méis de eucalipto e gibgedbs estados do Rio de Janeiro e Séo
Paulo (DA SILVA 2004,); méis de laranjeira, silvesé eucalipto do Rio de Janeiro e Séo
Paulo (LIANDA, 2004 e 2009) e mel e pélen silvesirde Assa Peixe, e mel de macieira,
de diferentes regides brasileiras (MONTAGNI, 200&bela 2
Tabela 2 Substancias fenolicas identificadas nos méiesites, assa peixe e macieira
(MONTAGNI, 2005).

Amostras de méis Substéancias Fendlicas identificasipor CLAE
Méis Silvestre Acidos: galico, protocatecuigwanilico, clorogénico
(regides meta-cumarico, para-cumarico cinamico, para-
PR,MT,PB) metoxi-benzoico, para-metoxicindmico, para-

hidroxi-benzobico,

Flavondides quercetina, hesperidina, rutina

Méis Assa Peixe Acidos. galico, protocatecuico, vanilicometa-
(MG, SP, PR) cumarico, cinamico,para-metoxi-benzdico, para-

metoxicindmicopara-hidroxi-benzadico,

Flavonoides quercetina, rutina

Mel Macieira (SP) Acidos.  para-hidroxi-benzoico, para-cumarico,

para-metoxi-benzoico.

Flavondéide quercetina

Considerando a abundancia na natureza e a imp@tédas substancias fenélicas
devido a sua influéncia na qualidade dos alimerdst® trabalho apresenta um estudo de
diferentes metodologias extrativas para as suliagfendlicas em méis de Assa Peixe, e 0

estudo de suas propriedades antioxidantes.

16



3. OBJETIVOS

« Avaliar diferentes procedimentos de particdo liqHiduido para acidos
fendlicos e/ou flavonoides de mel de Assa Peixgnoio de Sdo Lourenco/MG;

» Avaliar a composicao quimica dos diferentes exsrdtomel de Assa Peixe por
meio de técnicas cromatograficas, como Cromataymfin Camada Delgada
Analitica (CCDA) e Cromatografia Liquida de Altaid#ncia com arranjo de
diodo (CLAE-DAD);

» Determinar os teores de fendis e flavondides totaimel através de métodos
espectrofotométricos; e

» Auvaliar o potencial antioxidante do mel e dos sextsatos utilizando CCDA e

0 método espectrofotométrico de captura dos radicaes com DPPH.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Amostra de mel de Assa Peixe e padrdes utilizados

A amostra de mel de Assa Peixe (~1 Kg) foi addairle um apicultor de Séo
Lourenco (MG) no periodo de agosto de 2009. A ammat mel foi coletada diretamente
da colméia pelo apicultor, através da retirada ddapos de favos, acondicionada e

armazenada em frascos de vidros limposGaté o momento da analise.

Os padrdes utilizados nas analises cromatograéicaes ensaios de fendlicos e
flavondides foram sempre com grau de pureza ele(re@®96). Os acidosans-cinamico,
cafeico, protocatecuicapeta-cumarico, orto-cumarico epara-cumarico foram obtidos
comercialmente da Sigma Chemical Co. (Saint LoM&, EUA) e os &cidos galico,
siringico, ferdlico, sinapico, para-metoxi-cindmico, para-metoxi-benzoico, para-
hidroxibenzobico, meta-hidroxi-benzéico, vanilico e clorogénico da Mer@Rarmstadf,
Alemanha). Os flavonoéides quercetina, morina, cahfdesperidina, rutina, quercetina,
isoquercetrina, luteolina, crisina, miricetina erimgenina, apigenina foram obtidos da
Merck (Darmstadf, Alemanha). A tricetina foi doagentilmente, pelo Prof® Dr. Mério
Geraldo de Carvalho (DEQUIM-UFRRJ). As solugcbes @aslroes foram preparadas
individualmente ou misturadas. Essas solu¢cdesnfdigtas a 1% em metanol (grau
espectroscopico) e utilizadas como solucdo estg@ardo. Todas as solucdes foram
filtradas previamente antes da analise por CLAERvas de membrana de nylon de 0,45
um. Para avaliacdo de atividade antioxidante folizaio o padrdo do DPPH (2,2—
difenilpicril-hidrazil) obtido da Sigma-Aldrich Chae (Steinheim, Alemanha) também

solubilizado em metanol.

4.2.Preparo dos extratos do mel de Assa Peixe

A primeira extracdo dos compostos fendlicos do seguiu 0 método descrito por
FERRERES et al. 1994, com algumas modificacbesNIDA, 2004). Para o preparo dos
extratos do mel foram pesados cerca de 50 gramagsiars foram misturados com 250 mL
de 4gua destilada. A solucédo resultante foi agitaa agitador magnético, a temperatura
ambiente, até completa dissolucdo, em seguida dophijustado para 2,0 com HCI

concentrado. A amostra fluida foi, em seguidarafila através de algoddo para eliminar
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possiveis particulas soélidas. O filtrado foi entdisturado com cerca de 75 gramas de
resina Amberlite XAD-2 (poro 9 nm e particula3-1,2 mm) , agitado por 10 minutos
e, em seguida, empacotado em uma coluna idi® 45 x 3,5 cm; Figura5). O
material contido na coluna foi entdo lavado prismiente com 100 mL de agua
acidificada (pH = 2 com HCI concentrado), e,smfluentemente, com 150 mL de agua
destilada para remover todos o0s aclUcares e outosstituintes polares do mel,
enquanto as substancias fendlicas permaneceeaooluna. A fracdo fendlica adsorvida
na coluna foi entdo eluida com 350 mL de metarwicentrada sob pressdo reduzida em
evaporador rotatério a 40° C. O extrato metandli€e®M ) foi pesado e armazenado a 4
°C até ser utilizado no processo de extracdo ligliggodo com acetato de etila ou éter
(para cada solvente foi realizado todo esse prosdp para preparar o extrato
metanolico).

Ao extrato metandélicoEMM ) foram adicionados 10 mL de,® destilada e em
seguida, realizada a extracéo liquido-liquido ciferehtes solventes:

a) Particdo com éter etilico foi realizada seguadmétodo descrito previamente na
literatura (TOMAS-BARBERAN et al., 2001); e

b) Particdo com acetato de etila foi realizada iségua metodologia utilizada
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (DA 8JLYZ004; LIANDA, 2004;
MONTAGNI, 2005).

Figura 5. Colunas com Amberlite XAD-2 usadas na separacésuastancias fendlicas
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Procedimento geral para a particdo liquido-liquido O extrato metandlico (EMM)
foi redissolvido em 10 mL de agua destilada, e, samuida, transferido para funil de
separacao e extraido com éter ou acetato de Btta26 mL). As fases organicas foram
reunidas, secas com sulfato de sodio anidro e otnackas até secura em rotavapor a 40°C,
e pesadas para obter os extratos etéEdpIE) e 0 de acetato de etilBNIpA). Até aqui,
foram realizados trés ensaios, que resultaraméssextratos com diferentes solventes:
metanol EMM ), éter etilico EMpE) e acetato de etil&MpA).

‘A
F a
Rl : ) ¢ =
Ldma) .i &€ e
: Y

Figura 6. Procedimento de extracéo liquido-liquido com étAcOEt.

Para a preparacao do quarto e quinto extratosefpuido o mesmo procedimento
realizado no item 4.2, porém cada extracdo (5 2% com éter etilico EMEuS) ou
acetato de etilaEMAus) foi realizada em banho de ultrassom por 15 mswto

Ja no sexto extrato, para a extracdo das subst&eadlicas foi seguido o método
descrito por SOCHA et al (2009). Para o prepaseakiratos do mel foram pesados cerca
de 50 gramas, os quais foram misturados com 70 enAgiia destilada, e agitada com
agitador magnético, a temperatura ambiente, at@ledandissolucdo. A solucao resultante
foi em seguida transferida para funil de separa&caatraida com acetato de etila (5 x 25
mL). As fases organicas foram reunidas, secas cdfisis de sodio anidro, concentradas
até secura em rotavapor a 40°C e armazenadds. &dse extrato foi denomina&Ac.

No sétimo ensaio, foi repetido o procedimento dgs@cima, mas ao invés de
solubilizar o mel em agua destilada, ele foi sdizdilo em 70 mL de &gua acidificada (pH
= 2 com HCI concentrado). A extracdo também folizada com acetato de etila (5 x 25

mL), e o extrato no final, depois de seco e pesaidenominado d&MACc2.
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Na Figura 7 estdo representados os preparos dososxe 0s demais ensaios
realizados (fendis e flavondides totais, atividadgoxidante) nesse trabalho.

Atividade
Antioxidante

Fenois
Totais

Flavonoéides

Totais
(DPPH)

(AICI3) (Folin-Denis)

/E——
Solugéo 509
acidificada «

4 N\

Solucao agua
acidificada

Particdo (HCI, pH = 2)
AcOEt Solubilizado | 509 509
em KO «
) Solucéo agua -

A4 acidificada Amberlite
EStrats N (HCI, pH = 2 XAD-2
EMiAGH Particéo
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_/ e

Amberlite Acucares
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\ 4 ’
-

Fracédo EXtrato
metanolici NHV

R

=
i T
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Fracéo
metanolici
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éter AcOEt
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1 1 v v

Extrato Extrate Esdrato =Xtrate
=NAEUS =\Vi) E=NEA ~MPAC

CCDA Atividade

e Antioxidante
CLAE-DAD (DPPH)

Figura 7. Preparo e analises dos extratos do mel de Asga.Pei
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Na Tabela 3 abaixo, sdo apresentados 0s extratss raassas obtidas apos os
procedimentos das extragoes.

Tabela 3 Massas obtidas para os extratos do mel de Assa Pe

Pesodo Metanol Acetato  Eter  Acetato/Ultrassom Eter/Ultrassom Agua/AcOEt _ . Agua
Acidificada/ACOEt
extrato (EMM)  (EMpA) (EMpE) (EMAuS) (EMEus) (EMAC)
(EMAC?)
Massa (g) 0,0298 0,0146 0,0118 0,0132 0,0127 0,0380 0,0422

4.3. Analises cromatogréficas das substancias fermas nos extratos do mel

4.3.1. Cromatografia em camada delgada analitica (CDA)

Na analise por CCDA, realizadas pela otimizacaané¢éodologias descritas por
STAHL (1969), no qual 1QL dos extratos fendlicos dos méis e das amostramddes
de acidos e flavondides (conc. 1 mg/mL em metdoodm aplicados em cromatofolhas de
aluminio com gel de silica 60 F254 (Merck). Comsetamoveis, foram utilizados dois
sistemas de eluentes, para os acidos fendlicasseniides aglicona utilizou-se o sistema
de solvente: hexano: acetato de etila: acido fanfic7: 22: 1), e para os flavondides
glicosilados utilizou-se: cloroférmio: metanol: &juacido férmico (30: 18: 1: 1). A
deteccdo das substancias foi realizada, quanddvphssob luz UV a 254 e 365 nm. As
misturas dos solventes utilizados nos processesatograficos foram feitas em % v/v. O
ensaio foi realizado em quadruplicata para permitevelagdo das placas por nebulizag&o
com os reativos de vanilina sulftrica (vanilina &2em etanol e adicionada de 10 % de
acido sulfarico), solucdo aquosa 2% de BeSdlucdo 1% de AlGlem etanol e a mistura
(1:1) de FeGl(cloreto férrico) + KFe(CN} (ferricianeto de potassio), (STAHL ,1969).
aparecimento de coloracdes especificas (TabeldJZEN & OZDEMIR, 2003), apos
nebulizacdo dos reativos, revelou a presenca deedibs substancias fendlicas nos
extratos analisados. Utilizaram-se, como parametmsvaliacdo, a comparagao dp R
(fator de retencéo) e da cor desenvolvida na setuée reveladores empregados para a

deteccao do perfil cromatografico dos extratosepimroes.
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Na Tabela 4, estdo apresentados os testes comadered quimicos para a
determinacdo de alguns dos acidos fendlicos pomatagrafia em camada delgada
analitica (TUZEN e OZDEMIR, 2003).

Tabela 4 Testes para a determinacdo de acidos fendlicosonmatograma

< FeCl; + Vanilina +
Acidos FeCl KsFe(CN), H,S0,
Cinamico Amarelo escuro Amarelo -
Ferulico Vermelho café Azul escuro Lilas claro
Vanilico - Azul Rosa
para-cumarico Laranja Azul Lilas escuro
para-hidroxi benzoico Amarelo Azul claro -
Cafeico verde Azul escuro Lilas

4.3.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

Paralelamente ao estudo por CCDA, procedeu-se actedrzacdo quimica dos
extratos num cromatografo liquido Shimadzu, equpaan detector de arranjo de diodos.
O sistema foi controlado por computador, utilizadarograma LCSolution da Shimadzu.
Utilizou-se uma coluna analitica Shim-pak octad€di8 (250 x 4,6 mm, Tum de
particula, da Shimadzu) sendo a temperatura danzolle 35 °C. Como fase movel
utilizou-se uma mistura d&&) agua + 1% de acido acéticoBg metanol + acetonitrila
(90:10) e um gradiente de 35 a 65% de B em 25 1®hg 85% B em 15 min; 85 a 100%
B em 5 min, retornando a 35% de B apds 10 min@oslume injetado foi de 10L.

4.4. Avaliacédo da Atividade Antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos foi detemda por Cromatografia em
Camada Delgada Analitica (CCDA) e a capacidadeedgestro de radicais livres foi

quantificada por espectrofotometria.

4.4.1. Verificacdo da atividade antioxidante por COA

Na avaliacdo por cromatografia em camada analftcam aplicadas aliquotas dos
padrdes de &cidos e flavonoides e aliquotas deecdd#to de mel em placa de silica gel

60 F254, utilizando como fase mével hexano: acatatetila: acido férmico (17:22: 1), e

23



como revelador, solucdo de 2,2-difenil-1-picrillsigita (DPPH) a 0,2% em metanol,
segundo o método descrito por CERUKS et al., 2@Ada ensaio foi efetuado em
triplicada e os padrdes de acidos usados fopana-metoxi-benzaico, ferulico, siringico,
clorogénico, protocatecuico, cinamicpara-hidroxi benzdico, cafeicopara-cumarico,
galico, vanilico, e os flavondides quercetina daatna.

As substancias com atividade antiradicalar aparece forma de manchas

amarelas sobre fundo violeta.

4.4.2. Determinacao da atividade antioxidante pelmétodo do DPPH

A atividade antioxidante das substanpi@sente no mel de Assa Peixe e em seus
extratos foi determinada segundo o método desklEdISOR et al., 2001, com o uso de
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Na presenca dm antioxidante, a coloracdo purpura
do DPPH decai, e a mudanca de absorvancia podédaeespectrofotometricamente
(PEREZ et al., 2007). Para a determinacdo da atieidintioxidante dos méis e dos seus
extratos, bem como dos padrdes comerciais, foratih solucdo metandlica 0,3 mM de
DPPH. Para a determinacdo da atividade antioxidastextratos fendlicos (em metanol)
foram preparados na concentracdo de 0,1 mg/mL@00L) e os méis (solubilizados em
metanol : 4gua 1:1) na concentracdo de 100 mghnplartir da concentracéo inicial foram
feitas diluicdes (50, 25, 10, 1 e Qu&y/mL do extrato ou mg/mL do mel) para fornecer a
faixa de melhor atividade. Os ensaios foram red¢igzeem microplacas com 96 pocos de
100 pL de volume, onde foram adicionados [L do extrato e 29uL da solucdo
metanolica 0,3mM de DPPH (Figura 3). As leituragain feitas apos 30 minutos de
incubacdo no escuro a 520nm, em espectrofotomeltSAE (Enzyme Linked
Inmunoabsorvent Assay, modelo 680 microplate reddeBio Rad). O branco especifico
da amostra foi determinado usando |29 de metanol e 7JuL da amostra de cada
concentracdo, e o controle negativo comuR9de DPPH e 7JuL de metanol. Todas as

determinacgOes foram realizadas em triplicata.
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controle 71 pL. MeOH + 29 pL. DPPH

Diluicdes
; adrao L padrie + 29ul. DPPH
100 uM (gu amostra) 71 pL padrio 18
branco 71 pL padrio +29pL MeOH
0 uM
A —> controle
> M padrio
— ou
amostra
100 pM |\ ELISA

(triplicata)\

—

Figura 8. Esquema do ensaio de atividade antioxidante utiiaa espectrofotdmetro
ELISA (LIANDA, 2009).

A atividade antioxidante (AA%) foi expressa compeascentual de inibigdo do

radical DPPH, e calculado segundo a equacao:

AA [% ] =100 — (Absmostra— AbSyrancd X 10Q onde
AbScontrole

Abs;moestra= @bsorvancia da amostra (mel ou extrato) conmtug&o de DPPH
Absyranco= absorvancia da amostra (mel ou extrato) commméta

AbScontrole = @absorvancia do metanol com a solucédo de DPHH@m® controle negativo)

A atividade sequestrante do radical livre DPPHb@m foi expressa em termos de
CEsp (concentragdo minima necessaria para o antioddastluzir em 50% da
concentracdo inicial do DPPH), através da médigdabtios graficos que relacionam o
percentual de atividade contra a concentracao lost&ncia ensaiada. Desta forma, quanto

menor o0 seu valor, maior é a capacidade antioxéddars substancias presentes.
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4.5. Determinacao do teor de fendis totais no mel

Para a determinacéo do conteudo de fendlicos tataigtodo descrito por MEDA
et al (2005) foi empregado, porém utilizando-seeagente de Folin-Denis ao invés do
reagente de Folin-Ciocalteau (SINGLETON & ROSSKHA)9 Solucdes de meéis em agua
na concentracdo de 100mg/mL foram preparadas. Aaligaota de 0,5 mL (utilizando
micropipetas de 10QQ) dessa solucédo adicionou-se 2,5 mL de ReagenkoliteDenis,
apos 5 minutos adicionou-se 2,0 mL de solucdo rqué@mparada de carbonato de sodio
14%. Manteve-se a mistura incubada por 2h, ondel@agéo da solugdo passou de
esverdeada para azul. Em seguida, fez-se a me@idsua absorvancia a 760 nm,
utilizando a agua como branco. Foram efetuadoseim&sios para cada amostra, sendo

apresentada a média, expressa em mg de equivalienéesdo galico (EAG)/100 g de mel.

4.5.1. Preparo do reagente de Folin-Denis

O reagente de Folin—Denis foi preparado, solubitivase 5 g de tungstato de sodio
diidratado (Sigma-Aldrich), 1 g de acido fosfomdiitn (Sigma-Aldrich) e 2,5 mL de
acido fosférico (Sigma-Aldrich) em 38 mL de agualilliMQ. A mistura foi mantida sob
refluxo por 2 horas, em seguida resfriou-se e cetaptse o volume a 50 mL em baldo
volumétrico, estocando no escuro. A solucdo aptesecoloracdo esverdeada (Official
Methods of Analysis of the AOAC, 1950).

4.5.2. Preparo da curva analitica com acido galico

Foi preparada uma curva analitica a partir dacéol@aquosa padrao de acido galico
(2 mg/mL= 0,0059 mM), a partir de aliquotas de diferentdsmes (2, 6, 8, 10, 20, 30,
50, 75 e 10QuL) que foram misturadas com 2,5 mL do reagentedfi@enis, e apos 5
minutos adicionou-se 2,0 mL de solucdo recém-pagjaade carbonato de sédio 14%. As
leituras foram feitas contra um branco de dguaurka analitica foi construida a partir do
programa Origin 6.0 (UFRRJ), na qual foi efetuadagressao linear e obtida a equacao
da reta [y = a + b.x] relacionando concentracdaai@o galicoversus absorvancia de cada

leitura a 760 nm. Através dessa equacdo deternseduadiretamente o teor de fendis
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totais nas amostras, onde se substituiu y pelaaniisdabsorvéancia de cada amostra de mel

para se calcular x (concentracao).

4.6. Determinacgédo do Teor de Flavondides Totais ridel

O teor de flavondides totais foi determinado segunuktodologia descrita na
literatura (MEDA et al., 2005; AHN et al., 2007, ncoadapta¢cdes) utilizando como
reagente uma solucado de cloreto de aluminio 2% atanuol. Solu¢cdes de méis em
metanol: agua (1:1) na concentracdo de 500mg/manfopreparadas. A 3,0 ml desta
solucdo de mel adicionou-se 3,0 mL de solucédo rdbtana 2% de cloreto de aluminio
hidratado (Vetec). Apés 30 minutos em repouso,skeas absorvancias das solugdes no
comprimento de onda de 415 nm, contra o brancastordo de 3 mL de metanol (MEDA
et al., 2005; AHNet al., 2007).

4.6.1. Preparo da curva analitica com quercetina

A curva analitica foi feita a partir de uma solugé@&dréo de quercetina em metanol
(1,78 mg/mL= 0,0059 mM). Em seguida foram coletadas aliquotasalucéo original
com diferentes volumes (2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 2B,e 40pL), as quais foram
acrescentados 3,0 mL de solucéo de cloreto de @ili2§6. Apds 30 minutos em repouso,
leu-se as absorvéancias das solu¢gbes no comprirdendada de 415 nm contra o branco,
consistindo de 3,0 mL de solucédo de mel misturadd® mL de metanol sem cloreto de
aluminio. A curva analitica foi feita a partir doograma Origin 6.0 (UFRRJ), efetuando-se
a regressao linear, sendo obtida a equacgéao dfyreta + b.x] relacionando concentragéo
de quercetina contra absorvancia de cada leitudd 5 nm. Através dessa equacgéo,
determinou-se indiretamente o teor de flavonoidesd nas amostras, onde se substituiu y

pela média da absorvancia de cada amostra de naet@aalcular x (concentracéo).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1.Preparo dos extratos do mel de Assa Peixe

Como o mel tem uma complexa matriz e baixos ik concentracdes de
algumas substancias polifendlicas, é necessaricaapliversas etapas (exemplo: extracao,
preconcentragcdo ou purificagdo) com o objetivo @elster um extrato uniformemente
enriquecido em todas as substancias de interebgee @le interferentes da matriz. Este
procedimento €, em geral, 0 que consome mais tengpque permite 0 maior nimero de
erros. Por isso, nesse trabalho pensou-se em ddsenum método que pudesse garantir
niveis consideraveis de recuperacado e repetibdidar procedimento de extracdo. Além
disso, outro fato importante, € que o desenvolvimele uma metodologia de extracéo,
deve levar em conta também as questdes ambiergamnémicas, no sentido de reduzir a
quantidade de amostras e solventes utilizados.

O objetivo principal de uma particdo é a prepavag@ um extrato enriquecido
uniformemente em todas as substancias de inteeebgee de interferentes presentes na
matriz. Geralmente para a analise de acidos feagkcflavondides em mel, os acucares
devem ser removidos previamente. No caso da ewmtrdigiido-liquido (ELL), os
solventes, comumente usados, sdo acetato de egioetilico.

Nos dultimos anos, novos meétodos de extracdo pkreondides tem sido
desenvolvidos [exemplos: extracdo assistida poraoidas (MAE) e extracdo em banho
de ultrassom (US)]. Espera-se com isso, que o ted@pextracdo seja drasticamente
reduzido e os rendimentos para os flavonoides sefativamente melhorados. Contudo,
foi observado que a seletividade de MAE foi baigam significante quantidade de
material ndo-fendlico, e o longo tempo de irradiaggd EU diminuiu a porcentagem de
componentes extraidos, presumivelmente devido eepsos de degradacédo. Métodos de
extracdo alternativos, tais como extracdo com dligdpercritico (SFE) e extracdo com
liqguido pressurizado (PLE), devido ao curto tempoedtracdo e reduzida quantidade de
solvente, tem sido avaliados para o isolamentcit®a polifendlicos e (PYRZYNSKA &
BIESAGA, 2009). De acordo com TOMAS-BARBERAN et(4993) e repetido em outros
procedimentos, Amberlite XAD-2 adsorve as substarfendlicas, mas permite uma

recuperacao de 80-90%.
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Entre as metodologias estudadas nesse trabalhpofsivel observar algumas
diferencas qualitativas quanto ao perfil cromatfigpddas substancias fendlicas nos
diferentes extratos, por CCDA e por CLAE-DAD. Ostratos fendlicos obtidos por
extracao liquido-liquido (ELL), pela solubilizacdo mel em agua acidific&MAc2) ou
em agua destilad&MAC) e extraidos com acetato de etila, embora tenlpresantados
as maiores massas (42,2 e 38,0 mg, respectivamepiando comparados aos demais
extratos (Tabela 3, p. 23), ndo foram os que apt@sen as maiores quantidades (em éarea
relativa na visualizacdo do cromatograma) de sobsté fendlicas avaliadas por CLAE-
DAD. O uso de banho ultrassonico no procedimente@xeacdo ndo causou nenhuma
modificacao significativa nas massas obtidas pa@xtratoEMAuUs (13,2 mg) EEMEus
(12,7 mg) quando comparados aos procedimentossusigaELL EMpA = 14,6 mg;
EMpE= 11,8 mg), porém foi observado uma diminuicdo dacgntagem (em area
relativa) dos componentes extraidos por CLAE, comsatado na literatura
(PYRZYNSKA & BIESAGA, 2009). Esse procedimento pé@rmuma reducao no tempo
gasto com a extracdo, bem como minimizou a formdedemulsédo nos extratos, quando
comparado a ELL.

A avaliacdo do extrato metanoliccENIM) obtido diretamente da coluna
cromatografica preenchida com a resina AmberliteDXA resultou em uma massa
levemente superior (29,8 mg) em relagédo aos estdiidos com acetato de etila ou éter,
porém o perfil das substancias fendlicas, basiceenea manteve inalterado quando
analisados por CCDA e CLAE-DAD.

5.2. Cromatografia em camada delgada analitica dextratos do mel

Ha varios métodos e técnicas analiticas para fiEgio de substancias, os quais
sdo escolhidos avaliando desde fatores referentmsbstancia (propriedades quimicas,
fisicas e biolégicas) como também do método (dikplarade, simplicidade, viabilidade
financeira, adequacéao técnica, dentre outros). étodo muito usado para estudar o perfil
das substancias quimicas presentes em extratosaegea cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA), porque tais substanat®oena ordem de miligramas e por ser
tal procedimento analitico mais rapido, de baixst@usimples, e por vir a auxiliar

preliminarmente, na identificacdo dessas substéincia
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A andlise utilizando cromatografia em camada delgadilitica (CCDA) em gel de
silica mostrou que os perfis cromatograficos olstiqmara os sete extratos foram
semelhantes qualitativamente, no que diz respeitaparecimento de manchas na placa
guando observada sob a irradiacdo de 254 nm (Fur@ extrato em éteEMpE) e o
extrato em éter/ultrassonENIEuUS) apresentaram uma mancha mais apolar quando

comparados aos outros extratos (Figura 9).

Figura 9. Andlise dos extratos do mel por CCDA em gel tleasiOnde os spots:
1EMM ; 2-EMAus; 3- EMEus; 4-EMpAc; 5-EMpE; 6- EMAc; 7-EMACc2.

A polaridade e a escolha do sistema de solventansgortantes fatores para a
separacdo dos acidos fenolicos por CCDA. Os remdtéR e cores desenvolvidas) dos
extratos foram comparados com os dos padrées desaei flavondides para verificar
possiveis interferéncias, tais como sobreposicasutestancias com iRidénticos ou
similares e alteragcdo da cor da mancha, que podemeo na analise desses produtos.

A presenca de acidos fendlicos e flavondide nowats foi inicialmente
examinada por CCDA através da medida do fator @a¢éo (R e o uso de reveladores
especificos (Tabela 4, p. 24). A separacao doss&diavondides nos extratos por CCDA
em comparacdo com padrdes auténticos, indicou semga dos derivados de acido
cindmico : ferdlico, cafeico gara-cumarico, e o proprio 4cido cindmico, e os derved
acido benzoéico: galico, vanilicpara-metdxi-benzéicopara-hidroxibenzoico, siringico e
protocatecuico. Os flavonodides crisina, apigenindricetina, canferol e narigenina

também se mostraram presentes por CCDA.
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A revelacdo de placas cromatogréaficas de camadadtelpode ser uma ferramenta
muito util na avaliagdo preliminar do perfil quimide um extrato bruto. Dezenas de
reveladores quimicos, destrutivos ou semi-destrigtipodem ser usados em placas de
CCDA e sao descritos na literatura (STAHL, 1968n@® assim, o uso de alguns desses
reveladores cromogénicos auxiliou, junto com asidasddos fatores de retencéq)(Ra
identificacdo de alguns desses acidos e flavondidesextratos estudados, e que foram

citados acima.

Figura 10. Andlises dos extratos (1 a 7) e os padrbes: galmoilico, metoxi-benzéico,
meta-cumarico, ferdlico, siringico, clorogénico, prodb@cuico, cinamicopara-hidroxi
benzaico, cafeico, quercetina, miricetina e o apa@-cumarico (aplicados na placa nessa

ordem).

Nas Tabelas 5 e 6 estao apresentados os acidbedere flavonéides encontrados
na CCDA dos extratos. Apesar de algumas substaapi@sentarem Rguais (cafeico e
protocatecuico, 0,44) ou bem proxim@sr@-cumarico,para-hidroxibenzaoico e vanilico;
0,50, 0,50 e 0,51, respectivamente; Tabela 4), eatiiicacdo destas substancias foi
possivel devido a diferenca nas cores das manghesemtadas em cada revelador e/ou na

sequéncia de reveladores utilizados, bem como &esamealizado por CLAE-DAD.
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Tabela 5 Acidos fendlicos analisados por CCDA nos extramsnel de Assa Peixe.

Cina . proto- .
. - A0 . m- parametoxi- p- p-OH- S Vanili
Extratos cafeico Ferllico galico mico L. . L. . catecui sinapico
cumarico  benzdico cumarico benzoico co
Metanol - - + _ + - + + - -
(EMM) -
AcOEt
(EMpA) - + + + - - + + + - +
Eter
(EMPE) + + + + - - + + + + +
AcOEt/US _ + + - - + + + - -
(EMAuS)
Eter/US
(EMEus - + - + - - + + + - +
AcOEt
(EMAC) + - + + - - + + + + +
pH2/AcOEt _ ) _
(EMAC2) + + + + + + + +
R 0,44 0,34 0,29 0,61 0,58 0,65 0,51 0,51 0,44 0,440,50

O &cido meta-cumarico mostrou uma fluorescéncées Isob a lampada de UV,

diferentes de todos os demais, e este acido mestrausente nos sete extratos avaliados

Tabela 6 Flavondides analisados por CCDA nos extratos elode Assa Peixe

Extratos Narigenina Luteonina Crisina Miricetina Cani®l Apigenina Quercetina
A
(Eli/ltE:E) - - - - - * -
AcOEt/Ultrassom + ) _ ) ) + )
~ (EMAus)
felason e e
R¢ 0,57 0,42 0,64 0,36 0,51 0,49 0,46

As substancias fendlicas presentes no mel podenorggnadas do néctar das
flores, da propolis (TOMAS-BARBERAN et al., 1993)de pélen (FERRERES et al.,
1993).
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As analises utilizando cromatografia em camadagadiel analitica (CCDA),
mostraram que o extrato em agua destildellAc) e o extrato em agua acidificada
(EMAc2), ambos usando acetato de etila, apresentaramiay manero de substancias
fendlicas, quando comparados aos padrbes de dedkcos e flavonoides. Os extratos
EMpE, EMAc, EMc2 foram os que mais indicaram a presenca de acigudli¢os,
enguanto para flavondides, os extrditddM e EMEus foram os mais representativos.

5.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos gtratos de mel

Em geral, as separacdes de &cidos fendlicos enifédes tem sido realizada por
CLAE utilizando coluna de fase reversa (C18 — cmtdy EluicAo com gradiente é
normalmente usado em virtude da complexidade did fexélico das amostras de méis.
Numerosas fases moéveis tém sido empregadas, masstema binario compreendendo
um componente aquoso e um solvente organico meolas (eExemplo acetonitrila ou
metanol) tem sido o mais comum. Acidos (férmicoétmo ou fosférico) tem sido
adicionados a fase aquosa para manter o pH apdopdizrante a execucdo do gradiente.
O padrdo de eluicdo comumente observado: acidogolwes, cinamicos, flavonona
glicosilada, seguida por flavonol e flavona glitasa e entdo as agliconas (TOMAS-
BARBERAN, 1993; SOCHA, et al, 2009; TSIAPARA et 2009).

Em CLAE a deteccdo de substancias fendlicas étimente baseada na medida de
absorcéo por ultravioleta, frequentemente usandodatactor de arranjo de fotodiodo
(DAD). A combinacéo de ambos o espectro de UV-Vs tempo de retencaoz)tpode
conduzir mais facilmente a identificacdo das sulwséd separadas. O DAD pode
simultaneamente detectar cromatogramas em difsr@at@primentos de onda)( Este
fato aumenta significantemente a eficiéncia doesiast de separacdo, particularmente
quando diferentes grupos polifendlicos estdo nasios em uma mesma amostra. Quando
é escolhido o comprimento de onda correto (no méxdl® absorcdo) todos os grupos
podem ser detectados com mais alta sensibilidadea Wpropriada selecdo do
comprimento de onda pode também possibilitar a tifiaagdo de um pico com pouca
resolucdo. Contudo, uma abordagem convencionalabas&o espectro de UV é

frequentemente limitada quando amostras contemandias muito semelhantes.
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As andlises por CLAE-DAD dos extratos de méisrforaalizadas de acordo com o
método descrito no item 4.3.2. A avaliacdo das ténbgs fendlicas teve inicio pela
analise do perfil dos padrées por CCDA em gel lieasifase normal), seguido da analise
por CLAE-DAD (fase reversa). Primeiramente, os fadr foram analisados em
cromatoplacas de fase normal, com o propoésito dervlar o fator de retencaosRbem
como o0 aspecto e cor de suas manchas observadasriaeliacdo da luz UV nos
comprimentos de onda de 254 nm e 366 nm.

Cada padrdo de acido fendlico e flavonoide foilisado por CLAE-DAD
individualmente, para terem seus tempos de retem@dcsuas curvas de UV determinadas,
e posteriormente foram reunidos para comporeiMistura 1. A composicado desta
mistura contendo os acidos e flavondides (Figuratéle como base os resultados de
CCDA (R e cores desenvolvidas) obtidos para os extratasdipuestes foram comparados
aos dos padrbes das substancias fendlicas e dadhtra realizados pelo nosso grupo
anteriormente (DA SILVA, 2004, MONTAGNI, 2005, LIADA 2004 e 2009). As
informacdes obtidas no cromatogramahdiatura 1, tempos de retencdo e as curvas de
UV dos padrées (Tabela 7, p.38 e Figuras 13 e %4,3p e 40), foram utilizadas
posteriormente, para identificar nos extratos dé asesubstancias desconhecidas. Na
Tabela 7 foram reunidos os tempos de retencaa@spsectivos comprimentos de onda de
cada padrao nilistura 1 para facilitar a comparacdo com os dados obtidgsamostras
dos méis. O cromatograma obtido parsliatura 1 esta na Figura 11 e as estruturas das

substancias fendlicas que a compdem estdo na FHigum 35 e p. 36.
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Figura 11. Mistura 1 analisada por CLAE-DAD -coluna ana#tic-18 (25 cm x 4,6 mm X
5 um), fluxo de 1,0 mL.min-1, fase movel metanol: aodtila (90:10)-solvente B e agua:
acido acético (99:1 - solvente A), 200-400 nm.
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Figura 12. Estruturas das substancias fenodlicas contidasiietura 1 (1- Acido galico, 2-
Acido protocatecuico3-Acido para-hidroxi-benzdico4-Acido cafeico,5-Acido vanilico, 6-
Acido 2,4-diOHbenzéico7-Acido para-cumarico,8-Acido ferdlico, 9-Acido orto-cumarico,
10-Acido para-metoxi-benzdico, 11-Tricetina, 12-Acido cinamico, 13-Narigenina, 14-
Canferol,15-Apigenina)
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Tabela 7. Tempos de retencag)te comprimentos de ondi.{,,) das substancias contidas
na Mistura 1 analisadas por CLAE —DAD.

Mistura 1 tr Amax (NM)
(minutos)

Acido galico 3,49 270
Acido protocatecuico 4,58 259 ; 295
Acido para-hidroxi-benzdico 6,37 253
Acido cafeico 6,45 323
Acido vanilico 6,92 261 ; 291
Acido 2,4-diOHbenzoico 7.45 253; 294
Acido para-cumarico 9,34 308
Acido fertlico 9,64 322
Acido orto-cumarico 12,25 276; 325
Acido para-metoxi-benzoico 14,36 255
Tricetina 16.64 351
Acido cinamico 19.18 277
Narigenina 19.97 288
Canferol 23,77 360
Apigenina 24,45 267; 336
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Figura 13. Curvas de UV dos padrdes contidosMiatura 1 adquiridas pela andlise por

CLAE-DAD.
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Para a interpretacao relativa dos resultados abtids cromatogramas dos extratos
(Figuras 15 a 21) foi feita uma comparagcdo dos geesdas suas curvas de UV com
aquelas obtidas para os padrdes na mistura 1. Bstésicias fendlicas presentes que
apresentaram estruturas quimicas e/ou comportamguimicos semelhantes no processo
cromatografico, foram avaliadas cuidadosamenteiddea possiveis interacdes entre as
substancias na mistura, em alguns casos ocorrevamidéncias ou pequenas variagdes

nos tempos de retencéo quando comparados aos patid@esados individualmente.
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Figura 15. Extratos de mel de Assa Peiaalisados por CLAE-DADEMM . Em coluna
analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx Bn), fluxo de 1,0 mL.mitl, fase mével metanol:
acetonitrila (90:10)-solvente B e agua: acidoiaogB9:1 - solvente A), 200-400 nm.
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Figura 16. Extratos de mel de Assa Peixealisados por CLAE-DADEMAc. Em coluna
analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx 1&n), fluxo de 1,0 mL.mif, fase mével metanol:
acetonitrila (90:10)-solvente B e agua: acidoiaogB9:1 - solvente A), 200-400 nm.
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Figura 17. Extratos de mel de Assa Peim@alisados por CLAE-DADEMAc2. Em
coluna analitica C-18 (25cm x 4,6 mmxu®), fluxo de 1,0 mL.mit}, fase mével metanol:
acetonitrila (90:10)-solvente B e agua: acidoiaogB9:1 - solvente A), 200-400 nm.
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Figura 18. Extratos de mel de Assa Peiralisados por CLAE-DADEMpE. Em coluna
analitica C-18 (25 cm x 4,6 mmx Bn), fluxo de 1,0 mL.mitl, fase mével metanol:
acetonitrila (90:10)-solvente B e agua: acidoiaogB9:1 - solvente A), 200-400 nm.
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Figura 20. Extratos de mel de Assa Peiealisados por CLAE-DAIEMEus. Em coluna
analitica C-18 (25cm x 4,6 mmx (@m), fluxo de 1,0 mL.mif, fase mével metanol:
acetonitrila (90:10)-solvente B e agua: acidoiaogB9:1 - solvente A), 200-400 nm.
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Figura 21. Extratos de mel de Assa Peia@alisados por CLAE-DADEMAus. Em
coluna analitica C-18 (25cm x 4,6 mmxu®), fluxo de 1,0 mL.mit}, fase mével metanol:
acetonitrila (90:10)-solvente B e agua: acidoiaogB9:1 - solvente A), 200-400 nm.

Sendo assim, foi imprescindivel o uso da curvalms®rcdo no ultravioleta para a
identificagdo das substancias na matriz. Em algasss, até mesmo a unido destas duas
informacdes néo foi suficiente para confirmar autsta de uma determinada substancia
nos extratos do mel, sendo necessario o uso dalanddiR e/ou as cores desenvolvidas
na CCDA em fase normal para auxiliar.

De acordo com o resultado, observamos que noteXMAc ( mel solubilizado
direto em agua e extraido com acetato de etilajoram detectados flavondides, enquanto
para os extratoEMM e EMAc2 os flavonoides tricetina e canferol foram iden#tios

em pequenas quantidades (area relativa). Utilizandwtodologia usual para extracao de
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substéancias fendlicas do mel, descrita em trabalhteziores (LIANDA, 2009), observou-
se um perfil cromatografico mais abundante pardoace flavonodides. As analises dos
extratos em éter e acetato revelaram a presendédosoide tricetina, narigenina, crisina
e apigenina. O uso de ultrassom no processo dacérticom éterHMEuUS) e acetato de
etila (EMAus) comparativamente ao processo de particdo usuanepola de separacao,
ndo mostrou nenhuma alteracdo significativa quantmmposi¢do de fendlicos no mel.

A tabela 8 apresentada abaixo lista as princg#istancias identificadas em cada

extrato.
Tabela 8 Substancias Fendlicas identificadas por CLAE-D#AI3 extratos do mel de
Assa Peixe.

Substancias Identificadas EMM EMAc EMAc2 EMpE EMpA EMEus EMAus
Acido galico + - + + ¥ + +
Acido protocatecuico + + + + + + +
Acido p-OH-benzéico + + + + + + +
Acido cafeico - - - + - - -
Acido vanilico + + + + + + +
Acido 2,4-diOHbenzéico + + - + + + +
Acido para-cumarico + + + + + + +
Acido ferilico + + + + + + +
Acido o-cumaérico + + + + + + +

Acido m-cumaérico - - - - - _ .

Acido 2,4-diMeObenzéico* - - - - + . i}
Acido para-metoxi-benzéico + + + + + + +
Tricetina + - + + + + +
Acido cinamico + - + + ¥ + +
Narigenina - - - + + - 3
Crisina* - - - + + - .

Quercetina - - - - R R _
Canferol + - - - - - -

Apigenina - - - + + + +

* Substancias que nao fizeram parte da mistura 1, as foram avaliadas individualmente por CLAE-
DAD e/ou CCDA.
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Nos estudos realizados por FERRERES et al. (1391CLAE permitiu a
identificacdo de 16 flavondides em amostras de .nisacordo com ANKLAM (1998)
somente flavondides agliconas estdo presentes arstra® de mel. Isto significa que os
flavondides agliconas do mel podem ser parcialmeritendos dos flavonoides contidos
no polen, resultantes da hidrélise pelas enzimaseptes na saliva das abelhas. Desta
forma ha a necessidade de mais estudos para fieavedi existéncia dos flavonéides no
néctar. Nos méis brasileiros ndo é comum a presimflavondides, eles sdo muitos mais
ricos em acidos fendlicos (DA SILVA, 2004; MONTAGNR2005; LIANDA, 2004 e
2009). Este parametro podera funcionar como um adarcquimico da origem botanica
deste tipo de mel.

A cromatografia em fase liquida acoplada ao detedéo arranjo de fotodiodo
demonstrou ser uma valiosa ferramenta para a fbagio dos acidos fendlicos e

flavondides na matriz do mel sem a necessidadgotéelios previamente.

5.4. Determinagéo da atividade antioxidante do metios extratos e padrbes

Uma das propriedades mais interessantes do melaéividade antioxidante,
destacando-se os acidos fendlicos e flavonoidesepres, considerados o0s principais
antioxidantes naturais desse alimento. O uso demt@metro pode ser utilizado para
assegurar a qualidade e o possivel potencial igiapédos meéis. Danos oxidativos
irreversiveis de biomoléculas sdo alguns dos fatayge causam a ocorréncia e
desenvolvimento de numerosas doencgas degener@iassaio com o radical DPPH € um
meétodo bastante utilizado para a determinacao id@ade sequestradora de radicais de
extratos vegetais e substancias puras, por sécdesfrapida execucdo. Sendo assim, essa
etapa do trabalho visou investigar essa atividadeéis brasileiros dapis mellifera, bem
como de seus extratos. A quantificacdo da atividadmxidante pode ser utilizada para
assegurar a qualidade e o possivel potencial tgtiap&os meis.

Através da analise preliminar por CCDA foi poskiveestigar a existéncia de
atividade antioxidante de alguns dos extratos déis estudados. Quando reveladas com
DPPH, as amostras dos extratos revelaram mancla®las) sobre um fundo violeta, da

mesma forma que alguns dos padrfes apresentaram-nas
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O potencial de atividade antioxidante do extraiodkterminado preliminarmente,
com base na atividade sobre o radical DPPH em &o|ly@ara revelagdo de cromatograma
e, depois, a avaliacdo da capacidade sequestmamgslidal livre dos extratos e do mel. O
DPPH é um radical livre estavel, para o qual asstlmcias antioxidantes transferem
elétrons ou &tomos de hidrogénio, neutralizando caater radicalar. Esta reacgdo
proporciona mudanga de cor de violeta para amaedoabsorvancia da solugdo onde
houve a reacdo, a 520 nm, diminui (BANERJEE et241Q5). Pela CCDA, foi possivel
verificar que as substancias presentes nos ex@presentaram atividade antioxidante, ja
gue uma mancha amarela, indicativa de inibicdo xddagdo, formou-se na regido do
cromatograma onde se encontram as substanciasisasps pela mesma, enquanto que
no cromatograma, onde ndo existiam substanciasxadntes, a coloracdo permaneceu
violeta, como pode ser observado na Figura 22.

Figura 22. Cromatograma dos padrées e extratos de melEIMM(, EMpAc, EMpE,
EMAus, EMEus, EMAc, EMAc2) revelados com solugéo 1% de DPPH em metanol.

As substéancias fendlicas foram selecionadas del@com o perfil apresentado por
CLAE dos extratos de méis estudados anteriormddf&eNDA, 2009). A seguir estédo
apresentados os resultados das triplicatas dogsrtmaatividade sequestradora do radical
livre DPPH realizados com os padrdes das substrfer®licas (Tabela 9), com os
extratos e com o mel (Tabela 10), bem como suasasédespectivos desvios padrdo. Os
valores desses ensaios em triplicata foram mostragoi para facilitar a visualizacdo dos
resultados finais.
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Tabela 9. Valores de Ck (UM e ug.mL™) obtidos para os padrées das substancias
fendlicas nos ensaios de atividade antioxidante pgétodo do DPPH, suas médias e
desvios padrao (LIANDA, 2009).

~ Ensaios Média Atividade Média Atividade
Padrdes [UM] Antioxidante Antioxidante
CEs UM = DP*] CEsdUg.mL™ + DP¥]
1° 20 3°
Quercetina 3,186 3,012 3,304 3,140,146 0,96+ 0,044
Morina 16,23 16,032 16,772 16,3+ 0,383 4,94+ 0,042
Rutina 8,389 8,231 8,948 8,52+ 0,377 5,20+ 0,230
Ac. Galico 5,838 5,528 5,474 5,61+ 1,96 0,86+ 0,030
Ac. Protocatecuico 10,671 11,863 11,548 11,36: 0,618 1,75+ 0,095

* DP = desvio padrao

Tabela 1Q Resultados da atividade antioxidar@&¢g) para cada extrato e mel Assa Peixe

A ¢ Mel EMM EMpAc EmpE EMAC EMAc2
mostras Assa Peixe (Ug/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
(mg/mL)
CEs¢ 52,7 38,5 40,5 41,8 54,6 42,3

bY

Com respeito a atividade antioxidante, empregasde DPPH, os extratos se
comportaram de maneira distinta, isto €, algunssgmtaram boa atividade antioxidante,
guando comparados com a amostra de mel bruta.dd dalCky expressa a concentracao
que elimina 50% dos radicais livres, isto €, quaminor esta concentracdo, maior a
atividade. O extrat&MM foi o que apresentou a melhor atividade antioxeld@Ek, =
38,5ug/mL) sendo superior a do mel (§&E 52,7mg/mL).

Pela CCDA, os padrdes utilizados apresentaranmseedo quando revelados com
DPPH, porém ndo obtiveram a mesma intensidade ldeacdo. Da mesma forma, os
extratos apresentaram-se diferentes, mostranddades antioxidantes distintas. Observa-
se que os extratoEMAc e EMAc2, ndo apresentaram as mesmas intensidades de
coloracdo que os demais, sendo as suas menoresladdéiy comprovadas pela
determinacao do Gk

Os extratos avaliadoEMM, EMpAc, EMpE, EMAc, EMACc2 ) indicaram em sua
composicao quimica pelo estudo dos perfis cromatiogs (CCDA e CLAE-DAD) a
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presenca dos seguintes acidos fendlicos: acidoog&cido protocatecuico, &cido vanilico,
acido para-cumarico, acidopara-hidroxibenzodico; além dos flavondides: luteolina e
apigenina em pequena proporcao.

Os baixos valores obtidos para a atividade artéoxe do mel e dos seus extratos,
guando comparados aos padrdoes (Tabela 9), podesn edacionados ao teor de
substancias fendlicas presentes nesses méis. A htixdade sequestradora do radical
DPPH observada para as amostras, provavelmentespar relacionada a presenca dos
acidospara-cumarico,para-hidroxibenzoico (ambos com apenas uma hidroxila)agido
vanilico (hidroxila vizinha de metoxila), além dfiavondides, que ndo tem hidroxilas
vizinhas e assim, ndo podem formar a orto-quineo@ondo-se, entdo, apresentarem

menor atividade.

5.5. Determinacao do teor de fendis totais do mel

Em paralelo aos ensaios de atividade antioxidanensaio para determinagcédo do
teor de fenois totais do mel Assa Peixe foi redlizatravés do método de Folin-Denis,
utilizando o acido galico como padrao de referéfmietodologia descrita na p. 26).

O reagente de Folin-Denis, embora ndo especifica pma determinada classe de
metabolitos, detecta todos os fendis, acidos femsliflavondides e taninos presentes em
uma matriz. Desta forma pode-se utilizar esta nudtgeh para quantificacdo do total de
fendis, uma vez que ocorre a oxidagdo de qualgued presente pela reacdo com o acido
fosfomolibdico e tungistico do reagente de FolimB¢FERRREIRA et al, 2004).

A seguir na Tabela 11 estdo apresentados os sadaeabsorvancias obtidos nos
ensaios de fendis totais realizados com mel AsseePem triplicata (e suas médias e
desvios padrao). Os resultados calculados dosstetgefensis totais dos méis estao

apresentados na tabela abaixo, p. 52.
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Tabela 11 Valores das absorvancias (triplicata), médiaesvids padrdao do mel Assa

Peixe nos ensaios de Folin-Denis.

Amostra Al A2 A3 Amea.x DP

Mel de Assa Peixe 0,699 0,703 0,696 0,699+ 0,003

Utilizando as curvas de &cidos fendlicos previamer@lizadas por VIANNA,
2009, obteve-se a equacado da reta com os valordsed® correspondentes a cada padréo
de alguns acidos fendlicos comumente encontradoséis A saber os acidos: cafeico,
ferdlico, galico, meta-cumarico, orto-cumarico, para-cumarico, para-hidroxibenzadico,

protocatecuico, siringico e vanilico, conforme talde a seguir.

Tabela 12 Valores de A e B para construcao das curvasidesfendlicos (VIANNA, 2009)

Acidos . L . meta- orto- para- paraOH- proto- Lo .
o cafeico ferdlico  gélico .. L. L - . Siringico  vanilico
Fendlico cumarico _cumarico _cumarico benzdéico catecuico
A 0,151 0,191 0,083 0,236 0,234 0,218 0,259 0,154 53,1 0,144
B 142,824 72,791 81,759 74,169 58,964 70,234 72,71718,696 52,694 90,762

Errode A 10,0184 0,0098 0,0152 0,0148 0,0101 0,0119 0,0253 0200, 0,0074 0,0179
Errode B 2,2034 0,7078  1,3415 1,1811 0,8110 0,9500 3,3816 1822, 0,4895 1,3983
R 0,99893 0,99957 0,99892 0,99886 0,99915 0,99918 936 0,99882  0,99961 0,99893

A partir destes valores foi possivel calcular o @@ fendis totais equivalentes a
cada acido, expresso em mg/100g de mel (tabelaUtizando como exemplo o acido
galico, tem-se a seguinte equacao:

Y:=A+B. X
Y, =0,083 (+ 0.0152) + 81,759 (+ 1,3415). X
0,699 = 0,083 (+ 0.0152) + 81,759 (+ 1,3415). X
X1 =0,00753 mg/mL

Y,=A+B.X
Y, = 0,083 (+ 0.0152) + 81,759 (+ 1,3415) X
0,703 = 0,083 (+ 0.0152) + 81,759 (+ 1,3415). X
X, = 0,00758 mg/mL

Ys=A+B.X Kmeo = 0,00754
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Y3 = 0,083 (+ 0.0152) + 81,759 (+ 1,3415), X
0,696 = 0,083 (+ 0.0152) + 81,759 (+ 1,3415). X
X3 = 0,00750 mg/mL

Portanto, nos trés frascos ha uma concentracaeide fndlico (equivalente de
acido galico) de 0,00753, 0,00758 e 0,00750 mg/@dmo ha um volume total de 5 mL
por frasco (0,5 mL de solucdo de mel, 2,5 mL deiggm de Folin-Denis e 2,0 mL de
solucdo de carbonato de sodio), para encontrarsaam® acido contida em cada frasco da
triplicata, multiplicou-se por 5.
0,00758) ---- 1 mL
Xq —mm=mmmmmmm - 5mL .:X; =0,0376 mg

0,00758mg ---- 1 mL
L —— 5mL .:X,=0,0379 mg

Xmed.= 0,0376

0,00780 ---- 1 mL
p — 5mL .:X5=0,0375 mg

Foi inserido em cada frasco um volume de 0,5 mLsdiicdo de mel com
concentracdo de 100 mg/mL, entdo a massa de metl@areste volume foi de 50 mg.
Como foi calculado que em cada frasco ha uma ni&d30376 mg de acido galico, pode-
se concluir que a cada 50 mg de mel ha 0,41 mg de&to. Sendo assim, foi obtido o teor

equivalente de acido galico a cada 100 g desse mel.

100 mg --- 1 mL
N — 0,5 mL .: x = 50 mg (0,05 g)

0,0376 mg ---- 0,05g de mel
N —— 100g de mel .: X = 75,2mg/100g de ml

Os niveis de acidos fendlicos individuais no meAdesa Peixe estdo especificados
na Tabela 13.
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Tabela 13 Teores de Acidos Fendlicos Individuais no meka\Beixe (mg/100 g de mel)

meta- orto- paraOH- proto-

Amostra galico siringico vanilico P . paracumarico » .
CUMArico cumarico benzéico catecuico

ferdlico cafeico

Mel de
Assa Peixe

75.2 459 61.2 62.5 78.9 68.5 60.5 45.9 69.8 38.6

Entre os acidos fendlicos individuais avaliadosyto-cumarico e galico foram os
gue estiveram presentes em maior quantidade; ewdmtde caféico e siringico foram os
menores.

Ao comparar os resultados obtidos com os daddisedatura realizados com méis
de outros paises e de diferentes origens floraiseares de polifendis foram de 84 e 100
mg &cido galico/100 de mel (MEDA, 2005), verificee-que o intervalo de variacédo

determinado neste trabalho foi, sem duvida, maigiatio e de menor valor.

5.6. Determinacao do teor de flavondides totais duel

O teor de flavonoides totais também foi determinpara a amostra de mel de Assa
Peixe, utilizando o ensaio com solugdo de cloretoatliminio, segundo metodologia
descrita na p. 27.

O cétion aluminio forma complexos estaveis comflagondides em metanol,
ocorrendo na analise espectrofotométrica um degmri® maiores comprimentos de onda e
uma intensificacdo da absorcdo. Dessa maneirasgiveb determinar a quantidade de
flavondides, evitando-se a interferéncia de outtdsstancias fendlicas, principalmente os
acidos fendlicos, que quase sempre acompanhamawsnflides. Nessas condicdes, o
complexo flavondide-Al absorve um comprimento ddaohem maior do que o flavonodide
sem a presenca do agente complexante. Os &cidébcésn mesmo os que formam
complexos com AIG| absorvem em comprimentos de onda muito inferj@easando-se
dessa maneira interferéncias nas médias de abs@bBMRCUCCI et al, 2005)

A seguir, na Tabela 14, estdo apresentados osegalas absorvancias obtidos nos
ensaios de flavondides totais realizados com cAwsh Peixe, em triplicata (e suas médias
e desvios padrao). Os resultados calculados dosstde flavondides totais dos méis estéao

apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14.Valores das absorvancias (triplicata), médias @idegadrdo, do mel Assa
Peixe nos ensaios com cloreto de aluminio.

Amostra A Ao As Anmea.x DP

Mel de Assa Peixe 0,370 0,374 0,368 0,371+ 0,003

Utilizando as curvas de flavonodides previamentézadas por OLIVEIRA (2009),
obteve-se a equacdo da reta com os valores de Aar8spondentes a cada padrao de
alguns flavonoides comumente encontrados em meéigjoseles a quercetina, rutina,
narigenina, morina, miricetina, lueonina, isoqueneg crisina, canferol e apigenina,
conforme tabela a seguir.

Tabela 15.Valores de A e B na construcéo das curvas de ftades (OLIVEIRA ,2009)

Flavonoides Qur?;cetl Rutina Naggenl Morina  Miricetina  Luteonina Isot(iq#aerce Crisina Canferol Apigenina

A 0,00482 0,02492  0,00032 0,03084 -0,01586  -0,02811,00332 -0,00005 -0,0324  -0,00421

B 47,44374 28,0565 0,51460 57,7539 53,50975  84,5658%7,67260 14,83983 90,3422 27,15661
Errode A 0,01401 0,01052 0,000131 0,01269 0,00468 0,01683 01862 0,0033 0,01329 0,00251
Errode B 1,07055 0,35045 0,00193 0,85426 0,41589  1,39008 290D  0,30303 0,91784 0,18916

R 0,99797 0,99922 0,99995 0,09891 0,99979  0,99879 9884  0,99834 0,09954 0,99976

Os niveis de flavondides individuais no mel de ABsie estdo especificados na
Tabela 16.

Tabela 16.Valores obtidos para teores de flavonoides totaig/100g de mel) para as
amostras de mel Assa Peixe usando cloreto de dtumin

Amostra Quercetina Rutina Narigenina Morina Miriceia Luteonina Isoquercetina Crisina Canfeerol Apigenina

Mel de
Assa Peixe 3,08 5,64 287,87 2,78 2,89 1,89 3,08 9,99 1,78 5,52

Na literatura foram encontrados valores de teorflanondides em diversos tipos
de mel os quais variam entre 0,2 e 8,4 mg de queatB00g de mel (MEDA, 2005). Os
resultados determinados neste trabalho estdo deotimotervalo de valores referidos por

esses autores, com excecao da determinacéo usangienma.
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Narigenina foi o flavondide mais abundante deteamdnnesse mel. No entanto, a
ocorréncia desse flavondide sé foi relatada umaaimez em mel europeu (SOCHA,
2009).

Os resultados obtidos estdo de acordo com os salattiteratura que sugerem que
nos méis brasileiros os acidos fendlicos sao beis ataindantes que os flavonoides. O
uso do cloreto de aluminio para a determinacaoudatiiade de flavonodides totais nao é,
no entanto, um procedimento isento de limitacOds.pBde ser pouco exato, ou seja, 0O
valor que ele fornece pode ser diferente (geralengriérior) em relacdo a quantidade de
flavondides totais realmente presente na amoséisada.

O mel possui propriedades profilaticas para aeai@ resulta provavelmente, de
sua composicado. O conteudo de substancias poidesdlacidos fendlicos e flavondides)
no mel é afetado pela origem floral e geografiesm lcomo pelas caracteristicas climaticas
da regido. Essas susbtancias antioxidantes tenfaitn benéfico sobre a salde humana.
Adicionalmente, o mel pode ser considerado um bicatr para a poluicdo ambiental e
pode indicar os niveis de contaminacao do ar, ggaata e solo sobre a area de atuacéo
das abelhas.

Por causa da importancia dos polifendis, interesse sua identificacdo e

quantificacdo no mel tem aumentado significativaimeos Ultimos anos.
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6. CONCLUSOES

Os extratos do mel de Assa Peixe obtidos pelosedifes procedimentos de extragdo, apesar
da diferenca de massa, apresentaram o perfil de$ésweias fendlicas, basicamente, semelhantes
quando analisados por CCDA e/ou CLAE-DAD. Pringpasubstancias fendlicas por
CCDA/CLAE: acidos galico, protocatecuico, paraOHtmoo, paracumarico, cindmico, vanilico,
ferdlico. Flavondides: apigenina, narigenina, neitilca, canferol.

A técnica em CCDA mostrou-se reprodutivel, abrategende facil execucéo, sendo adequada
para procedimentos de triagem quanto ao perfisdhastancias presentes nos diferentes extratos de
mel de Assa Peixe. O uso de reveladores auxiliodifemenciacdo de alguns acidos fendlicos
quando estes apresentaram $emelhantes, como no caso dos acidos vanilico pare-
hidroxibenzoico.

Os extratos apresentaram potencial antioxidantéjcaelo pela presenca de substancias com
capacidade redutora, identificados pela cromat@grain camada delgada analitica como
substancias fenodlicas. Porém, tanto o mel quantcseass extratos apresentaram atividade
antioxidante inferioreas dos padrdes avaliados. Os resultados podenibtinpara avaliagdo dos
efeitos antioxidantes vitro dos méis. Entretanto maiores estudos devem ses feara elucidar o
mecanismo de agdo e a biodisponibilidade das swatifendlicas presentes. Finalmente, de
acordo com este estudo e segundo alguns autore®| @apresenta uma atividade antioxidante
semelhante a determinada em frutos e vegetais esgmrao ser usado como adocgante constitui
uma saudavel alternativa ao aclucar na medida erpape funcionar como uma fonte importante
de antioxidantes. Pode-se estabelecer assim, utagdee entre a atividade antioxidante
demonstrada pelos extratos e as substancias fenliesentes no mel de Assa Peixe.

Em comparacéo aos estudos realizados anteriorrnentenel de Assa Peixe (MONTAGNI,
2005) em nosso grupo, os acidos galico, protocit@cuanilico, cinamicopara-metoxi-benzadico,
para-hidroxi-benzéico também foram identificados no rdel Assa Peixe de Sao Lourenco. No
entanto, os flavondides quercetina e rutina, guahasido encontrados nos méis analisados por
MONTAGNI (2005), diferiram dos que foram identifa@s nesse trabalho. Por CLAE-DAD foi
possivel identificar nos setes extratos avaliadofavondide tricetina em seis extratos (exceto
EMAC); a apigenina em quatro dos extrateMpE, EMpA,EMEus e EMEUSs), e narigenina e a
crisina em dois extrato£MpE e EMpA). A narigenina foi pela primeira vez relatada eml m
brasileiro e na determinacado do teor de flavondioiess, foi a substancias que apresentou o maior
valor (287,87 mg/100g de mel ) em quantidade devalgnte totais, estando esse dado de acordo

com o relatado recentemente na literatura paraorepeu (SOCHA, 2009).
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