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RESUMO

SILVA, C. F. Composicdo quimica e capacidade sequestrante de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio de mel organico brasileiro. 2017. 86 p. Dissertacdo (Mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2017.

O Brasil apresenta grande potencial para a exploracdo da apicultura, dado ao seu vasto
territorio e flora diversificada, o que permite diferentes variedades de méis com propriedades
Unicas. O estado do Parana é um dos maiores produtores de méis do pais e 0 investimento em
producdo que atenda aos mercados mais exigentes estimulou a producdo do mel orgénico. O
conhecimento desde a antiguidade sobre os efeitos benéficos a salde pelo mel vem
estimulando a pesquisa deste alimento nobre. Assim, este trabalho teve por objetivo estudar
méis organicos brasileiros certificados (MO) para a caracterizacdo do perfil fendlico, volatil,
além da avaliacdo da capacidade de sequestro das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.
Os méis foram coletados nos apiarios de apicultores com certificacdo organica de dois
municipios do sul do Parana, General Carneiro e Turvo-PR. Nos ensaios foram utilizados
extratos fendlicos dos méis, obtidos por meio da utilizagdo da resina Amberlite® XAD®2,
bem como méis brutos in natura. Os extratos apresentaram contetido de compostos fenélicos
significativo, sendo o melato (MO5), de General Carneiro, o de maior teor (117,68+ 4,40 mg
EAG/g). Para as analises de sequestro das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, 0s
extratos fenolicos foram sempre superiores aos méis brutos in natura. Os extratos fendlicos,
de maneira geral, apresentaram alta capacidade de sequestro para o radical peroxila (ROOv),
acido hipocloroso (HOCI) e 6xido nitrico (NO¢). Em relacdo aos melatos, o extrato MO7
apresentou alta capacidade para o sequestro do HOCI (ECso= 4,83 + 0,13 pg/mL), enquanto
que o MO5 foi melhor para o sequestro do NOe¢ (ECs0=2,16 *+ 0,18 pg/mL). Pelo método
HPLC-ABTS on-line foi possivel identificar e quantificar a contribuicdo para a atividade
antioxidante do &acido ferulico no extrato (MO1) e do flavonoide kanferol na amostra (MO4).
O é&cido ascérbico foi identificado e quantificado por HPLC somente nos melatos (MO3,
MO5 e MOY7). Pela técnica de LC-MS/MS foram identificados a presenca dos seguintes
compostos fenolicos: &cido caféico, rutina e hesperidina em todos os extratos. A analise de
compostos volateis por SPME-CG/EM mostrou a presenca de dois compostos, encontrados
apenas nos melatos, que foram o terpineno-4-ol, que possui acdo antifungica,

antiparasitologica e anti-inflamatéria; e o 3,4-dimetil-1-deceno, podendo assim serem
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utilizados como marcadores quimicos destes méis. O conhecimento da composi¢do quimica
destes méis, bem como a composic¢do fendlica bioativa, contribui para o fornecimento de

antioxidantes naturais para a dieta, atenuando assim os efeitos negativos dos radicais livres.

Palavras-chave: Compostos fenélicos. Compostos volateis. Acido ascorbico. ABTS-on line.
SPME- CG/MS. Acido hipocloroso (HOCI). Oxido nitrico (NO-). Apis mellifera.
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ABSTRACT

SILVA, C. F. Chemical composition and Nitrogen and Oxygen Reactive Species
scavenging activity of Brazilian organic honey. 2017. 86 p. Dissertacdo (Mestrado) —

Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2017.

Brazil has a great potential to explore beekeeping due to its vast territory and diversified flora,
what allows different varieties of honeys with unique characteristics. Parana state is one of the
largest honey producers and the investment in production that meets the most demanding
markets stimulated the organic honey production. The knowledge since early in history
regarding the beneficial health effects promoted by honey is stimulating the scientific research
of this noble food. Thus, this paper aimed to study certified Brazilian organic honeys (MO) in
order to determine the phenolic and volatile profiles, and also the evaluation of radical
scavenging capacity against Nitrogen and Oxygen Reactive Species (RNS and ROS,
respectively). The honeys were collected from apiaries from beekeepers with the organic
certification from two municipalities of southern Parana, General Carneiro and Turvo, PR. In
the essays, phenolic extracts were obtained from honeys by using Amberlite® XAD®?2 resin,
as well as crude in natura honeys. The extracts showed a significant content in phenolic
compounds, with honeydew (MO5), from General Carneiro, showing the highest content
(117,68 + 4,40 mg AGE/g). For the analyzes to determine the radical scavenging capacity
against RNS and ROS, the phenolic extracts always showed up superior results in comparison
to crude in natura honeys. Phenolic extracts showed, in general, great capacity to scavenge
peroxyl radical (ROO¢), hypochlorous acid (HOCI) and nitric oxide (NOe). In relation to
honeydews MO?7 extract showed the highest capacity to scavenge HOCI (ICso= 4,83 £ 0,13
png/mL) while MO5 was the sample with better capacity to scavenge NO+ (ICs50-2,16 + 0,18
png/mL). By using HPLC-ABTS on-line method it was possible to identify and to quantify the
ferulic acid in MO1 extract, a compound with an important contribution to the antioxidant
activity of this sample, as well as the flavonoid kaempferol in MO4 sample. Ascorbic acid
was identified and quantified by HPLC only in the honeydew samples (MO3, MO5 and
MQOY7). The analyzes developed by LC-MS/MS techniques indicated the presence of the
phenolic compounds caffeic acid, rutin and hesperidin in all the extracts. The analysis of
volatile substances developed by SPME-GC/MS promoted the identification of two
compounds found only in the honeydew samples. The compounds were the terpinen-4-ol,
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which has antifungal, antiparasitological and anti-inflammatory activities; and 3,4-dimethyl-
1-decene. Both compounds can be used as chemical markers of these honeys. The knowledge
of the chemical composition of the studied honeys, as well as their bioactive phenolic
composition, contributes to supply natural antioxidants to human diet, thus attenuating the

negative effects of free radicals.

Keywords: Phenolic compounds. Volatile compounds. Ascorbic acid. ABTS-on line. SPME —
GC/MS. Hypochlorous acid (HOCI). Nitric oxide (NOe). Apis mellifera.
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1. INTRODUCAO

O mel € um alimento viscoso, aromatico, doce, consumido e apreciado por pessoas
em todas as partes do mundo (SILVA et al., 2016). E utilizado a mais de 4.000 anos, inclusive
para a prevencao de diversas doencas, e atualmente vem sendo “redescoberto” pela populagdo
e pesquisadores (SPITERI et al., 2017).

As propriedades bioldgicas do mel, somado as exigéncias de qualidade deste produto
pelos mercados internacionais, bem como a busca por alimentos livres de agrotoxicos e o
respeito a preservacdo do meio ambiente, tem feito com que a producdo de mel organico
ganhe destaque (DAROLT, 2002).

Estima-se que o mel produzido em um dia € o resultado de pelo menos 1 milh&o de
interacdes entre abelhas e flores (BATISTA et al., 2012). E uma matriz rica em compostos,
como aguUcares, vitaminas, proteinas e fitoquimicos, como os compostos fendlicos, sendo que
0 seu conteudo total depende da espécie de planta a partir da qual as abelhas recolhem o
néctar (OROIAN; ROPCIUC, 2017). Ha relatos que estes componentes podem atuar na
diminuicdo da incidéncia de problemas cardiovasculares, favorecimento do sistema
imunoldgico, prevencao doencas oculares, além de serem utilizados no tratamento de Ulceras,
feridas cutdneas e processos inflamatérios (LACHMAN et al.,, 2010). As doencas
mencionadas possuem relacdo com o aumento de moléculas instaveis conhecidas como
radicais livres, e particularmente as espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN)
(VASCONCELOS et al., 2007). Os compostos fendlicos sdo capazes de atenuar os efeitos
destes processos, reduzindo assim o estresse oxidativo celular (CONFORTI et al., 2009).

Diversas sdo as formas para caracterizacdo do mel, como, por meio da determinacgao
das suas propriedades quimicas, fisicas ou bioldgicas (SORIA et al., 2004). Os meis sdo
também comumente caracterizados por sua composi¢do volatil, que compreende uma mistura
complexa de diferentes familias quimicas, originadas de vérias vias biosintéticas, incluindo
terpenos, norisoprendides e outros compostos, que sdo responsaveis pelas caracteristicas de
sabor e aroma (MANYI-LOH; NDIP; CLARKE, 2011).

Muitos trabalhos avaliaram a caracterizagdo do mel para a compreensdo da origem
de suas propriedades bioativas, pois € grande o nimero de tipos de méis existentes, dado
principalmente pela diversidade geografica e botanica existente para sua producdo.
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Porém, pouquissimos trabalhos trataram a caracterizacdo e o estudo da capacidade de
sequestro de espécies reativas por méis organicos, principalmente do mel brasileiro. Sendo
assim, este trabalho tem como objetivo estudar méis organicos provenientes do Sul do Brasil,
no que se diz respeito ao seu perfil fendlico, volatil e a capacidade de desativacdo de espécies

reativas de oxigénio e nitrogénio.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As abelhas da espécie Apis mellifera

O centro de origem do género Apis é o sudeste da Asia, onde varias espécies s&o
encontradas. A Apis mellifera é nativa da Africa e expandiu-se naturalmente para Europa e
Asia, sendo introduzida pelos humanos para as Américas, algumas regides da Australia,
Havai, Japdo e China (BREED, 2010). O género contém 11 espécies conhecidas, sendo a A.
mellifera a mais importante para a apicultura, portanto fonte da maior parte de producdo do
mel no mundo (CRANE, 2009).

A introducdo da A. mellifera no Brasil ocorreu em 1839 pelos portugueses,
principalmente pelos padres Jesuitas, que extraiam a cera das abelhas para producédo de velas.
Em 1845, colonizadores alemdes trouxeram mais abelhas, iniciando entdo a apicultura no sul
do Brasil (SCHNEIDER; DeGRANDI-HOFFMAN; SMITH, 2004).

Em 1956, o geneticista Dr. Warwick Kerr liderou uma expedicio para a Africa do
Sul trazendo 36 rainhas africanas para o estado de S&o Paulo para a criacdo de abelhas que
fossem mais produtivas, porém em outubro de 1957, um apicultor, acidentalmente deixou
escapar 26 das abelhas rainhas africanas, ocorrendo entdo o processo de cruzamento natural
entre as abelhas africanas com as europeias, assim este “acidente” mudou a historia da
apicultura para sempre, surgia entdo a abelha africanizada, que foram espalhadas para oeste e
norte na América do Sul, América Central e México (ATHAYDE; STEPP; BALLESTER,
2016).

As abelhas africanizadas, embora muito produtivas, eram altamente agressivas o que
fez com que os apicultores abandonassem a pratica apicola. A retomada da apicultura s6
ocorreu apés a conscientizacdo de que com manejo apropriado era possivel controlar as
abelhas e foi assim que em 1980 houve a chamada “explosdo doce”, quando o Brasil passou a
ser um dos maiores produtores mundiais de mel subindo da 272 posi¢do para a 7% (SOARES,
2004).

Para atingirem seu completo desenvolvimento, as abelhas passam por metamorfose,
gue é dividido em quatro fases: ovo, larva, pupa e inseto adulto. Tanto a rainha quanto as
operarias sdo geradas a partir de ovos fertilizados com o0 mesmo genotipo, porém apresentam
diferencas comportamentais de funcdes, fisiologia, morfologia e metabolismo (WANG; MA;
XU, 2015). Ja o zang&o nasce de um ovo nao-fecundado (6vulo) por reproducgéo assexuada ou
partenogénese (WIESE, 2000).
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Uma colbnia de abelhas é constituida de uma abelha rainha, responsavel pela
reproducdo, uma populacéo, dependendo da época do ano, de zangbes e milhares de abelhas
operarias responsaveis pela execucéo de trabalhos dentro e fora da colmeia (ALI et al., 2016).

As abelhas realizam a tarefa vital de polinizar culturas agricolas e espécies nativas.
Portanto, sdo importantes economicamente na producao de produtos apicolas como mel, cera,
geleia real, polen e propolis, produtos que sdao amplamente utilizados como alimentos, bem
como nas industrias cosmética e farmacéutica (KEK et al., 2017; CHIESA et al., 2016;
GBYLIK-SIKORSKA; SNIEGOCKI; POSYNIAK, 2015).

As populacdes de abelhas sdo vulneraveis a contaminantes do ambiente, geradas pela
industrializacdo, desenvolvimento habitacional e préticas agricolas. Quando as abelhas
saem para coletar agua, néctar e polen podem adquirir contaminantes no seu pelo corporal,
por inalacdo ou pela ingestdo dos poluentes presentes no pélen ou na dgua. Assim, abelhas ou
mesmo 0s produtos das colmeias tém sido utilizados como bioindicadores de poluicéo
ambiental, em relacdo a presenca de residuos de agrotdxicos, metais pesados e radionuclideos
(GARCIA-VALCARCEL et al., 2016).

2.2. O mel

O mel é um alimento natural elaborado pelas abelhas (A. mellifera ssp). Este
alimento é resultado de multiplas relacdes entre abelha e 0 meio ambiente (ATTANZIO et al.,
2016). E também utilizado como adocante em alimentos e a ciéncia ultimamente vem
trabalhando no sentido de descobrir ou mesmo redescobrir suas propriedades bioldgicas
(SPITERI et al., 2017).

A matéria-prima para elaboragdo do mel é o néctar das flores (mel floral), exsudados
vegetais ou de excrecdes de insetos sugadores de partes vivas de plantas (mel extraflorais ou
melato) (PERALTA et al., 2011; MANZANARES et al., 2011). Como exemplo de melato,
nos periodos bianuais, a Mimosa scabrella Bentham conhecida popularmente como
“bracatinga”, nativa do Brasil e de ocorréncia na regido sul do pais, é infestada pela
cochonilha (Tachardiella sp). Este inseto se alimenta da seiva da bracatinga excretando uma
substancia riquissima em acucares, sendo que as abelhas que se alimentam desta solucdo
produzirdo mel extrafloral ou melato, que dada essa interagdo ecoldgica tem o seu valor
diferenciado, aléem de ser muito apreciado em toda Europa (SERAGLIO et al., 2016).

Héa dezenas de tipos de mel de abelhas, que podem ser discriminados pela flora, lugar
ou época de colheita. A origem do mel floral pode proceder do néctar das flores de uma Unica

espécie vegetal (méis monoflorais) ou de varias (méis poliflorais). Precisamente, ndo existe
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mel monofloral, porém, uma pequena quantidade de néctar de outras plantas ndo ira
influenciar marcadamente no sabor e cor de um mel com predomindncia do néctar de uma
Unica espécie de flores (BASTOS et al., 2002).

A producdo propriamente dita do mel ocorre quando as abelhas misturam o néctar
coletado com secrecfes das glandulas salivares e transportam esta substancia até a colmeia,
onde a mistura é distribuida para outras abelhas especializadas. Estas, por sua vez, sdo
responsaveis pela etapa de amadurecimento, seguida da deposicédo nos favos. Cerca de 50%
da &gua ¢é retirada pela ventilacdo até que o teor de umidade esteja em torno de 18%. Apds
isto, as abelhas procedem a etapa de operculagcdo com o fechamento dos alvéolos dos favos
(WHITE JUNIOR, 1978). No néctar, do transporte até o armazenamento nos alvéolos,
ocorrem transformacfes em sua concentracdo e composi¢do quimica, a qual é mediada por
enzimas. O néctar do trajeto da boca ao papo das abelhas (vesicula melifera) sofre a acdo das
enzimas invertase, amilase e glicose-oxidase, tornando assim pronto para ser regurgitado nos
alvéolos do favo. Parte das reacGes nos alvéolos ocorre para a maturacdo do mel (CRANE,
1985).

O consumo de mel pelo homem ¢€ relatado deste a antiguidade, sendo que seu uso era
estimulado pelo valor nutritivo e terapéutico (MEO et al., 2016). Este alimento contém
aproximadamente 80% de carboidratos (35% de glicose, 40% frutose e 5% de sacarose) e
20% de agua (Tabela 1), servindo assim como uma excelente fonte de energia (KAHRAMAN
etal., 2010).
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Tabela 1- Composicdo média nutricional de mel floral e mel extrafloral (melato)

Mel floral Mel extrafloral
*Média *Média

Agua 17.2 16.3
AcUcares totais 79.7 80.5
Monossacarideos

Frutose 38.2 31.8
Glicose 31.3 26.1
Dissacarideos

Sacarose 0.7 0.5
Outros 5.0 4.0
Trissacarideos

Oligossacarideos 3.1 10.1
Erlose 0.8 0.1
Melezitose <0.1 4.0
Outros 0.5 3.0
Minerais 0.2 0.9
Amino acidos, proteinas 0.3 0.6
Acidos 0.5 1.1
pH 3.9 5.2

Legenda: *Média em grama por 100 gramas de mel
Fonte: Adaptado de Ajibola, Chamunorwa e Erlwanger (2012).

Em menores quantidades estdo presentes aminodcidos, lipideos, vitaminas,
pigmentos, 6leos essenciais, esterois, fosfolipideos, enzimas, &cidos organicos, sais minerais e
compostos fendlicos (PITA-CALVO; VASQUEZ, 2017).

Os aminoéacidos presentes sdo histidina, glicina, alanina, prolina, sendo este ultimo o
principal, variando de 50-85% (p/p) do teor total de aminoécidos (PITA-CALVO;
VAZQUEZ, 2017; HERMOSIN; CHICON, CABEZUDO, 2003).

Em relacdo as vitaminas, sdo encontradas normalmente o 4cido ascérbico (vitamina
C), tiamina (vitamina B1), acido pantoténico (vitamina B5), riboflavina (vitamina B2), &cido
nicotinico (vitamina B3), piridoxina (vitamina B6), biotina (vitamina B8), acido folico
(vitamina B9) e cianocobalamina (vitamina B12) (CIULU et al., 2011). Dentre as vitaminas
presente no mel, a mais importante € a vitamina C (&cido ascorbico), conhecida por suas
propriedades redutoras, antioxidante natural, bem como pela sua importancia para fins

terapéuticos e também no metabolismo bioldgico. Participa ainda da formacdo do colageno,
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tecido conjuntivo, 0ssos, dentes, vasos sanguineos, aumenta a absor¢do de ferro inorganico e
auxilia o organismo na assimilacdo de aminoacidos (SILVA et al., 2012).

Em relacdo aos minerais, 0 mais abundante é o potassio, porém contém ainda célcio,
sodio e elementos tracos importantes como ferro, cobre, zinco e manganés (ALQARNI et al.,
2014). Os écidos organicos presentes incluem o formico, butirico, tartarico, piravico, acético,
citrico, succinico, malico, a-cetoglutarico, entre outros.

O que confere caracteristica unica ao mel, dentre outros adocantes, é a presenca de
enzimas. Essas provém das leveduras, néctar, pdlen, das abelhas e micro-organismos. As
enzimas mais importantes no mel sdo a glicose oxidase (responsavel pela conversdo da
glicose em acido gluconico), fosfatase acida, invertase e didstase (SIDDIQUI et al., 2017).
Por isto o mel é apreciado nao apenas pelo seu sabor, mas tambem pelo elevado valor
nutritivo e pela sua contribuicao para a satde (PITA-CALVO; VASQUEZ, 2017).

A composicdo do mel varia de acordo com os tipos de plantas que a abelha coleta o
néctar, porem alguns compostos fendlicos sdo normalmente encontrados nos diversos tipos de
méis, como os acidos cafeico, elagico, feralico, p-cumarico; flavonoides como apigenina,

crisina, galangina, hesperidina, kanferol, pinocembrina e quercitina (PATRICIA et al., 2015).

2.3. Mel organico

O uso de agrotoxicos aumentou significativamente nas Ultimas décadas,
impulsionados pela agricultura de alta tecnologia. Por outro lado, estas substancias atingem
ndo sé o alvo de destino, mas também podem ser disseminados para o solo, agua e alimentos
causando disfungdes nos seres humanos, animais e ao ecossistema. S&o potencialmente
cancerigenos e causadores de disfuncBes no sistema nervoso e reprodutivo (LLORENT-
MARTINEZ et al., 2011; TETTE et al., 2016). Por isto, é crescente a busca por alimentos
produzidos sem o auxilio de agrotdxicos.

A producdo organica de mel é baseada no sistema, que incentiva o uso de boas
praticas agricolas para manter o equilibrio do ecossistema agricola e promover a utilizacéo
sustentavel dos recursos naturais, a qualidade ambiental, a salde e o bem-estar de homens e
animais (EUROPEAN UNION - EU, 2007). Também apresenta o carater social, de assegurar
empregabilidade para pequenos produtores, acesso a alimentacéo das familias dos produtores
evitando o éxodo rural (DAROLT, 2002).

A agricultura orgéanica foi introduzida ha menos de um século pelo fildsofo austriaco

Rudolf Steiner e, desde entdo, as areas de producdo orgéanica tém aumentando globalmente,
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impulsionadas pela demanda dos consumidores, principalmente da Europa e Estados Unidos.
No entanto, ainda apenas 1 % da producdo agricola total atende a préatica de cultivo organico
(LORENZ; LAL, 2016).

No Brasil, na década de 80, ouve uma expansao na busca por produtos organicos
devido ao crescimento da conscientizacdo ecoldgica e a busca por alimentos mais saudaveis.
Portanto, neste periodo foram criadas varias cooperativas para producdo de produtos
organicos (ORMOND, 2002).

Para receber a certificacdo de organico, no caso do mel, 0 mesmo deve estar isento
de qualquer contaminacdo quimica até o processo de embalagem final, mesmo a associada ao
processo natural de migracdo das abelhas em busca das floradas, que os apicultores ndo
podem controlar, pois estas podem estar contaminadas (BRASIL, 2007). Para que o mel seja
seguro ao consumo humano, ele deve estar isento de qualquer contaminante de natureza
quimica ou biol6gica. Contaminacgdo indireta, por componentes quimicos, pode ocorrer
durante a aplicacdo de agrotoxicos na agricultura (PINHO et al., 2010).

A alimentacdo das abelhas deve ser especial, abelhas doentes devem ser afastadas e
ndo se pode usar antibidticos para que o mel ndo perca a certificacdo de organico. A
apicultura deve ser conduzida somente em plantacdes e pomares declarados como organicos,
e 0s mesmos ndo devem sofrer acdo de agrotdxicos em um raio de 4,8 km, nem estarem
préximas a estacfes de tratamento de esgotos e estradas principais a um raio de 3,2 km
(BRASIL, 2007).

O valor agregado estimula a producdo de mel organico e amplia a oportunidade de
desenvolvimento de uma regido ou pais. Sendo assim, as areas de agricultura organica tém
oferecido uma oportunidade impar para uma maior renda aos produtores (GEBREEYESYS;
SONOBE, 2012).

2.4. Propriedades do mel

O mel possui vérias atividades bioldgicas, bioquimicas e fisioldgicas demonstradas
em humanos e em animais (RAO et al., 2015). E um alimento funcional, pois além de nutrir
pode contribuir de forma efetiva na prevencéo e tratamento de doencas (ANJO, 2004).

A utilizacdo do mel pode ser identificada desde a pré-historia, com evidéncias de seu
uso medicinal. Os interesses cientificos, médico e do publico em geral por compostos
bioativos estdo proporcionando a volta da exploragdo das propriedades dos méis. Sabe-se que

tanto a origem botanica e geografica do mel, as condi¢bes climaticas e ambientais,
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influenciam sua composicédo, atividade antioxidante e caracteristicas de beneficio a satde
(EL-HASKOURY et al., 2017).

Da antiguidade até a atualidade, o mel é bem conhecido por seu alto valor nutricional
e medicinal, possuindo efeitos cardioprotetor (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010;
YAGHOOBI et al., 2008; AL-WAILI, 2004), anti-inflamatério (NOOH; NOUR-ELDIEN,
2016), antimicrobiano (BUENO-COSTA et al., 2016; SHOKRI; SHARIFZADEH, 2017) e
cicatrizante (ALVAREZ-SUAREZ et a., 2016).

Sabe-se que o0s produtos apicolas, como o mel, apresentam potencial
anticarcinogénico, porém ainda sdo necessarios estudos para entender 0 mecanismo de acéo
(PREMRATANACHAI; CHANCHAO, 2014). O potencial profilatico e terapéutico do mel
na salde humana, pode ser atribuido a presenca de varios compostos (EL-HASKOURY et al.,
2017), como os responsaveis pela atividade antioxidante (DRAGHI; FERNANDES, 2017).
Assim, as técnicas terapéuticas que utilizam produtos apicolas que protegem e fortalecem o
sistema imunoldgico sdo conhecidas como apiterapia (CAN et al., 2015).

2.5. Importéncia econémica do mel

Apesar do mel ser um produto de importancia econémica no Brasil, poucos dados
estdo disponiveis para consulta e nem sempre sao de fontes confiaveis.

A producédo de mel no Brasil (Figura 1) foi de 37,82 mil toneladas em 2015, sendo a
regido sul a maior produtora, seguido da regido Nordeste e Sudeste. O Parand assumiu a
primeira posi¢do nacional com produgdo de 6,29 mil toneladas, sequido do Rio Grande do Sul
(4,96 mil toneladas), Bahia (4,60 mil toneladas) e Minas Gerais (4,37 mil toneladas), ficando
Santa Catarina na sétima posicdo do ranking nacional (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2015).
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Figura 1- Estatistica da producdo de mel no Brasil
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Fonte adaptada: IBGE (2015).

O aumento do consumo do mel nos ultimos anos foi impulsionado por ser um
produto natural, versatil e com propriedades antioxidantes, sendo ainda muito utilizado como
aditivo em alimentos e bebidas (PASIAS; KIRIAKOUA; PROESTOS, 2017).

O Brasil apresenta alto potencial para a apicultura pela diversidade de sua flora,
clima favoravel e um extenso territorio. Em 2016 o Brasil exportou 24.202.954 kg de mel, um
aumento de 8,99% em relagcdo ao ano anterior (22.205.764 kg). A média do preco do mel foi
de US$ 3,80/kg, um aumento de 3,32% em relacdo ao ano de 2015 (US$ 3,68/kg).

De acordo com a Associacdo Brasileira de Exportadores de Mel (ABEMEL, 2017), o
principal pais importador de mel brasileiro sdo os Estados Unidos (EUA), onde as
exportacdes para este pais representaram 81,52% do volume total exportado em 2014, seguido
do Canada (6,49%) e Alemanha (5,75%). Ainda segundo a associacao, as importacfes de mel
brasileiro pelos paises europeus somam 2.680.432 kg, 0 que corresponde a 10,36% do volume
total exportado pelo pais.

Os trés principais paises exportadores de mel sdo China, Argentina e Vietna, os quais
juntos exportaram o volume de 233.965 toneladas de mel. O Brasil é apontado como
0 8° maior exportador mundial de mel (25.317 toneladas), estando a frente da Alemanha e
Chile (Tabela 2).
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Tabela 2- Principais paises exportadores de mel por volume

*Ranking mundial Pais Volume (toneladas)

1 China 129.824
2 Argentina 54.500
3 Vietnad 49.641
4 México 39.152
5 Ucrania 36.336
6 india 26.976
7 Espanha 26.111
8 Brasil 25.317
9 Alemanha 22.547
10 Bélgica 20.006
15 Uruguai 10.725
20 Chile 7.034

Total mundial 623.657

Legenda: *Dados referem-se ao ano de 2014.
Fonte adaptada ABEMEL (2017).

2.6. Radicais livres e espécies reativas

O radical livre (RL) pode ser definido como um atomo ou molécula que apresenta
um ou mais elétrons desemparelhados e nesta configuracdo, o composto torna-se suscetivel a
reatividade com a maioria das espécies quimicas (VALKO et al., 2007; GUTTERIDGE;
HALLIWELL, 2000).

Os radicais livres mais importantes gerados nos organismos sdo conhecidos como
espécies reativas de oxigénio e os radicais que contém nitrogénio, as espécies reativas de
nitrogénio (FERREIRA; ABREU, 2007). As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
podem ser radicais livres (contendo um elétron ndo emparelhado) como o anion superoxido
(027), e radical hidroxila (HO"), ou ndo-radicalar como o perdxido de hidrogénio (H205),
acido hipocloroso (HOCI) e peroxinitrito (ONOO-) (HEMPEL; TREBAK, 2017).

A formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) séo
comuns e integrante do metabolismo humano sendo observadas em diversas condi¢Ges
fisioldgicas, por exemplo, na geracdo de energia para alimentar processos biologicos na
maioria dos organismos vivos como na fagocitose e na eliminacdo de agentes agressores
(FERREIRA; ABREU, 2007) e durante o estresse oxidativo celular.
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Quando o estresse oxidativo ocorre, 0 oxigénio pode levar a formacdo de RL/ERO,
ao interagirem com moléculas do organismo (durante os processos celulares naturais) como o
radical superoxido (O-2), o radical hidroxila (*OH) e o peroxido de hidrogénio (H20.).
Quando séo gerados em maior concentracao causam danos para o corpo, pois podem danificar
ou modificar o acido desoxirribonucleico (DNA), &cido ribonucleico (RNA), proteinas,
membranas celulares, enzimas, entre outras, causando perda de funcdo ou morte celular. Estes
danos estdo associados a varias doencas neurodegenerativas (Alzheimer e Parkinson), cancer,
diabetes, doencas cardiovasculares (aterosclerose), entre outras (CHAND et al., 2017).

Quando a producdo de espécies reativas (ER) € elevada, o organismo pode controlar
a producdo, gerando equilibrio destas espécies por intermédio de seu sistema antioxidante
(SCHAFER et al., 2001; FINKEL; HOLBROOK, 2000).

Os antioxidantes sdo agentes que anulam ou reduzem a oxidacdo pelo sequestro dos
RL. O balanco vital e normal dos RL ou ERO nos organismos vivos é mantido pelos
antioxidantes enzimaticos, tais como glutationa peroxidase, superoxido dismutase, glutationa
redutase, catalase e antioxidantes ndo enzimaticos como alfa-tocoferol e acido ascorbico, com
acdo protetora aos organismos contra os danos oxidativos (PEUCHANT et al., 2004).

As ERO sdo produzidas na cadeia transportadora de elétrons (CTE), na mitocndria e
nos complexos | e 11l (MURPHY, 2009). Na CTE, os elétrons NADH séo transferidos para as
moléculas de oxigénio (O2) gerando moléculas de agua (H20). Quando apenas um elétron é
recebido, o Oz é reduzido a superoxido (O2+7), podendo ser convertido em peroxido de
hidrogénio (H20>). Atraves da reagdo de Fenton, o H2O- pode ser catalisado para formacéo de
uma ERO altamente reativa, o radical hidroxila (*OH) (THOMAS et al., 2009).

Nos neutrofilos ocorrerem a formagdo de ERN, como 0 6xido nitrico (NO¢), que ¢é
produzido endogenamente pela éxido nitrico sintase (ONS) por meio da conversdo da |-
arginina em I-citrulina (equacéo 1) (FREITAS; LIMA, FERNANDES, 2009).

I-arginina — radical NO- + I-citrullina 1)

As células do sistema imunolégico produzem tanto NOe« quanto Oz¢~. Em condicdes
inflamatorias, a elevagdo da concentragdo do NOe« e O2+~ pode contribuir com a formagdo de
uma espécie mais reativa, o peroxinitrito (ONOQO") (equagédo 2), que pode causar danos no
DNA, comprometendo a viabilidade celular, bem como a oxidagdo lipidica (CARR;
McCALL,; FREI, 2000).
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NO+ + Oz —3 ONOO - )

Além disto, nos alimentos, os radicais livres sdo a causa da oxidacao lipidica, o que
resulta em sua deterioracédo, principalmente nos alimentos ricos em gordura (KANNER et al.,
1994).

Existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes naturais devido,
principalmente, as descobertas sobre o efeito negativo do desbalango dos radicais livres nos
organismos (VISIOLI et al., 2000; PIETTA, 2000), bem como o interesse pela busca de novos

compostos antioxidantes para a substituicdo dos sintéticos.

2.7. Antioxidantes

Os antioxidantes previnem os efeitos deletérios dos radicais livres no corpo humano,
e em alimentos, evitam a oxidacdo lipidica e de outros constituintes, que depreciam e
prejudicam a aceitabilidade dos produtos (MOLYNEUX, 2004).

Os antioxidantes atuam na eliminacdo de processos que iniciam a peroxidagao;
quelacdo de ions metalicos, impedindo assim que eles gerem espécies reativas ou
decompondo os peroxidos; eliminacdo de Oz¢~, prevenindo a formagéo de peroxidos; inibigdo
da reacdo em cadeia da auto oxidacdo e/ou reduzindo as concentragdes de Oz (ASIMI; SAHU;
PAL, 2013).

Os compostos antioxidantes ndo agem de maneira similar, cada qual possui um
mecanismo de acao e, por isto podem ser classificados como capazes de inibir ou temporizar a
oxidacdo por inativacdo de radicais livres, pela doacdo de atomos de hidrogénio ou elétrons,
transformando assim os radicais em compostos estaveis. J& 0s compostos antioxidantes
secundarios participam de varios mecanismos de acdo como: ligacdo de ions metélicos,
inativando as ERO, convertendo assim o perdxido de hidrogénio em espécies ndo radicalares
ou absorvendo a radiagdo UV (MAISUTHISAKUL; SUTTAJIT; PONGSAWATMANIT,
2007).

As fontes mais notaveis de antioxidantes naturais sdo as frutas e os legumes. O
consumo destes vegetais leva a ingestdo de polifendis, flavonoides, carotenoides e acido
ascorbico. Uma dieta rica destes alimentos est4 associada a diminuigdo do risco da incidéncia
de cancer e doencas relacionadas com o avan¢o da idade (LAU et al., 2005; PEREZ-
VIZCAINO; DUARTE, 2010).
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Por outro lado, existem os antioxidantes fenolicos sintéticos, tais como Bultil-
hidroxianisol (BHA), Butil-hidroxitolueno (BHT), Terc-butilhidroquinona (TBHQ), e o
Propil Galato (GP), utilizados como conservantes de alimentos ou antioxidantes para estender
a vida de prateleira de produtos alimenticios ricos em lipideos (LI et al., 2009). No entanto,
estudos apontam a associacdo desses compostos como prejudiciais ao figado e promogéo de
cancer (ANAGNOSTOPOULOU et al., 2006). Por isto, tem-se buscado fontes alternativas

em substituicdo aos antioxidantes sintéticos.

2.8. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos podem ser definidos, quimicamente, como substancias que
apresentam um anel aromatico (C6) ligado a um ou mais grupos hidroxila (-OH), incluindo os
seus derivados funcionais (Figura 2). Sdo metabdlitos secundarios de plantas sintetizados a
partir do acido cindmico, originado a partir da fenilalanina e em menor ocorréncia da tirosina
(via &cido chiquimico) (DEY et al., 2016; SHAHIDI; NACZK, 2003). Possuem papel
importante na pigmentacdo, no crescimento e reproducdo das plantas, assim como na
resisténcia contra patégenos (GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011).

O acido chiquimico é uma molécula chave na biossintese de diversos metabd6litos
secundarios. A via do &cido chiquimico representa o ponto central para a producdo de muitos
compostos envolvidos nas principais fungdes vitais das plantas, incluindo defesa, tais como
flavonoides, ligninas, derivados de indol e muitos alcaloides aromaticos (SCALABRIN;
RADAELLI; CAPODAGLIO, 2016).



29

Figura 2 - Classificagdo dos compostos fendlicos antioxidantes

| Antioxidantes fendlicos |

v }
Naturais
Butil hidroxianisol (BHA)
Butil hidroxitolueno (BHT) * * ‘ - *
Terc-butil hidroquinona (TBHQ) | Acidos fenodlicos H Flavonéides H Estilbenos H Cumarinas || Lignanas H Taninos I

Propil Galato (PG)

' ' ' | !
Derivados do Derivados do Resveratrol Taninos Taninos
Acido Acido hidrolizaveis || condensados
hidroxibenzéico || hidroxicindmico
Elagitaninos Monémeros
Galico p- Cumarico Galotaninos Dimeros
p-Hidroxibenzéico Caféico Trimeros
Vanilico Fertlico 4-6 meros
Siringico Sinapico 7-10 meros
Protocatecdico Clorogénico Polimeros
Elagico
| | ! l | ! |
| Flavondis || Flavanonois | I Flavonas | | Flavanéis (Catequina) || Flavanonas | | Antocianidinas | | Isoflavonas |
Quercitina Taxifolina Apigenina  (+)-Catequina Euriodictiol Cianidina Genisteina
Kaempferol Crisina (-)-Epicatequina Naringenina Leucocianidina Daidzeina
Isoramnetina Luteolina  (-)-Epicatequina-3-galato  Hesperidina ~ Delfinidina Gliciteina
Rutina (+)-Galocatequina Prodelfinidina Formononetina
(-)-Epigalocatequina Leucodelfinidina
(-)-Epigalocatequina-3-galato Properlargonidina.

Fonte: Shahidi e Ambigaipalan (2015)

Nas plantas, os compostos fendlicos participam de diversos processos vitais, tais
como, lignificacdo, pigmentacdo de flores e frutos, polinizacdo, crescimento, além de atuar
como fator de protecdo as condicdes de estresse, como radiacdo UV, deficiéncia de nutrientes,
seca, defesa quimica contra insetos e patdégenos microbianos (LATTANZIO; LATTANZIO;
CARDINALI, 2006; GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011).

A sua estrutura quimica facilita a doacdo de hidrogénio ou elétrons do grupo
hidroxila, posicionados ao longo do anel aromaético, para atividades de sequestro de radicais
livres e potencial quelante de metais (DEY et al., 2016). Os polifenois sao fortes antioxidantes
que contribuem na defesa contra o estresse oxidativo causado pelo excesso de espécies
reativas de oxigénio (HUANG et al., 2007).

Os é&cidos fendlicos possuem um fenol ligado a um acido carboxilico. Sdo divididos
em duas classes, os derivados dos acidos hidroxibenzoicos (C6-C1l) e os derivados
do é&cido hidroxicinamico (C6-C3) (LEE; CHAN; MITCHELL, 2017) (Figura 3).
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Estes compostos podem variar em estrutura, com diferencas no nimero e posicao dos grupos
hidroxila no anel aromatico (KIM et al., 2006). E uma das classes mais importantes de acidos

organicos, presente frutas, legumes, plantas e mel (LI et al., 2016).

Figura 3 - Exemplos de estruturas quimicas de acidos fenolicos

0 (o]
H
OH HO OH
R—O Acido protocatecéico, R=H; Acido ferilico
Acido vanilico, R=OCH, H3CO
R—Q 0
P /
H HO O—R
OH
R—O Acido galico, R=H; HO Acido caféico, R=H;
Acido siringico, R=OCH, Acido clorogénico, R = 5-quinoyl

Fonte: Tsao (2010).

Os flavonoides (Figura 4) representam a maior classe dos compostos fenolicos. Séo
compostos de baixo peso molecular com um esqueleto de difenilpropano (C6-C3-C6),
constituido por dois anéis aromaticos, designados A e B, que sdo unidos por trés atomos de
carbono, formando um terceiro anel (chamado C), oxigenado e heterociclico (RICE-EVANS;
MILLER; PAGANGA, 1996; MATIAS; BUOSI; GOMES, 2016). Podem ser divididos em
diferentes grupos dependendo do grau de oxidagdo do carbono da posigdo 4, do padréo de
hidroxilacdo e da substituicdo da posicdo C3 (TESTAI, 2015). Sdo comumente encontrados

em vegetais, cha e vinho tinto (LI et al., 2015).
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Figura 4- Exemplos de estruturas quimicas de flavonoides
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Fonte: Tsao, 2010.

Os estilbenos sdo caracterizados por apresentar em sua estrutura a presenca de um
nacleo 1,2-difeniletileno. Podem ser divididos em estilbenos monomeéricos e oligoméricos
(SHEN; WANG; LOU, 2009). Nas plantas, os estilbenos apresentam agdo protetora contra
estresses biodticos (KISELEV et al., 2016). O mais importante estilbeno é o resveratrol
(3,4',5-trihidroxiestilbeno), comumente encontrado em uvas, berries, amendoim e vinho
(PAUL et al., 2010).

As cumarinas possuem como estrutura molecular basica a 1,2-benzopirona
(BEILLEROT et al., 2008). O composto mais simples desta classe é a cumarina, que € uma
lactona derivada de acido-hidroxicindmico (LEITE et al., 2015). Sdo encontradas em fungos,
bactérias e plantas, particularmente em plantas comestiveis de diferentes familias botanicas
(WITAICENIS et al., 2014).
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As lignanas sdo formadas a partir do acoplamento oxidativo de duas porcOes
fenilpropano (C6-C3) unidas aos atomos do B-carbono. Outras oxidacGes e reacles de
formacdo de anel resultam em diferentes classes e estruturas de lignanas (PEUHU et al.,
2013). Estdo presentes em oleaginosas, sementes, frutas, legumes, nozes, cerais e cha
(LANDETE, 2012).

Os taninos sdo polimeros de unidades de flavan-3-ol ligados primariamente por
ligacbes C4-C8, com ligacbes C4-C6 o que da origem a ramificacdo do polimero
(FIGUEROA-ESPINOZA et al., 2015). Sao classicamente divididos em dois grupos,
hidrolisavel e ndo-hidrolisavel (condensado), com base na sua resisténcia ou ndo a hidrdlise
em presenca de dgua quente ou enzimas que catalisam estas reagdes. A divisdo também pode
ser realizada de acordo com suas caracteristicas estruturais em quatro grupos: galotaninos,
elagitaninos, taninos complexo e taninos condensados (KHANBABAEE; VAN-REE, 2001).
Os taninos conferem a caracteristica de adstringéncia, sendo encontrado em diversas espécies
vegetativas, como por exemplo, romd, uvas e castanhas (ROMANI; CAMPO; PINELLI,
2012).

Portanto, os compostos fendlicos tém sido extensivamente estudados devido as suas
propriedades, aos seus diversos beneficios para a salde como antioxidantes, e para a
prevencdo de doencas inflamatérias, cardiovasculares, céncer e diabetes (ACOSTA-
ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014). Além disso, influenciam
nas caracteristicas nutricionais dos alimentos, contribuindo com a cor, sabor, aroma, sendo
este ultimo atribuido principalmente aos fenois volateis que sdo produzidos mediante a
hidrélise de alcoois superiores ou até mesmo pelo metabolismo de micro-organismos, como
leveduras e bactérias (RODRIGUEZ et al., 2009).

2.9. Compostos volateis em méis

Os compostos volateis nos méis se apresentam em baixas concentracdes, e sa0 uma
mistura complexa de substancias com diversas propriedades fisico-quimicas e varios niveis de
estabilidade (PLUTOWSKA et al., 2011). Pertencem a diversas classes quimicas, como
alcoGis superiores, ésteres, acidos graxos, cetonas, terpenos e aldeidos (PONTES;
MARQUES; CAMARA, 2007).

Embora todos os tipos de mel tenham um sabor/aroma intrinseco comum, cada néctar
de flor ou secrecdes de plantas conferem diferentes aromas e sabores especificos que

influenciam fortemente as suas caracteristicas distintivas (ESCRICHEA et al., 2017).



33

Alguns compostos volateis presentes em um tipo de mel podem ser utilizados como
marcadores quimicos na determinacgdo de sua origem floral (NAYIK; NANDA, 2015). Assim,
diferentes tipos de méis podem ser distinguidos por um composto caracteristico. No entanto, o
aroma da maioria dos méis depende de um grupo de compostos, como por exemplo, o furfuril
mercaptano, o alcool benzilico, a 6-octalactona, a y-decalactona, o eugenol, o &cido benzdico,
0 &cido isovalérico, o alcool fenil etilico e 0o 2-metoxifenol foram considerados compostos
volateis importantes na caracterizacdo do mel de caju enquanto que o &cido isovalérico,
y-decalactona, acido benzoico e vanilina para 0 mel de marmeleiro, ambos méis brasileiros
(MOREIRA et al., 2002). Para o mel de melato de Carvalho (Quercus ilex), os compostos
aminoacetofenona e propilanisol foram os mais importantes (JERKOVIC; MARIJANOVIC,
2010).

Geralmente a determinacdo da origem botanica do mel é realizada por analise de
polen (melissopalinoldgica), no entanto, esta técnica apresenta varias desvantagens,
principalmente devido a alta habilidade requerida para interpretacdo dos resultados. Além
disso, pode ocorrer falha analitica, especialmente quando uma pequena quantidade de pdlen
esta presente no mel (BIANCHI et al., 2011).

A Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) combina
alta eficiéncia de separacdo e sensibilidade, fornecendo dados qualitativos e quantitativos na
separacdo de compostos volateis, sendo entdo a técnica geralmente empregada para
determinacéo do perfil volatil (CUEVAS-GLORY et al., 2007).

A identificacdo de compostos aromaticos se torna desafiadora, pois nem sempre ha
concordancia dos compostos propostos como marcadores, ja que podem existir diferencas,
mesmo dentro de um Unico tipo de mel de uma Unica origem floral, devido a variedade
vegetal, origem geografica ou local de producdo (CASTRO-VAZQUEZ et al., 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta das amostras de mel organico

Foram coletadas 8 amostras de méis organicos provenientes de apiarios localizados
em dois municipios do sul do Parana-PR, General Carneiro (26° 25’ 44" Sul, 51° 19’ 2" Oeste)
e Turvo (25° 2" 47" Sul, 51° 32’ 32" Oeste), nos meses de dezembro de 2015 a fevereiro de
2016 (Tabela 3). As amostras estavam de acordo com as normas de certificacéo internacional
National Organic Program- USDA NOP e do European Organic Regulations -CEE (Processo
n° 23511) e Brasil Organico (Processo n° 11-0030.11).

As Figuras 5 e 6 mostram o0 aspecto visual de um apiério de producdo orgéanica e de

duas amostras de mel coletadas, respectivamente.

Tabela 3 - Localidades de amostragem do mel orgénico na regido Sul do Brasil

Amostra Cidade Regido  Apicultor Coleta Tipo (origem)
MO1 Turvo-PR 1 A Novembro/2015 Mel (polifloral)
MO2 Turvo-PR 2 A Novembro/2015 Mel (polifloral)
MO3 General Carneiro-PR 1 B Dezembro/2015  Melato (Mimosa scabrella)
MO4 General Carneiro-PR 2 B Dezembro/2015 Mel (polifloral)
MO5 General Carneiro-PR 1 B Fevereiro/2016 Melato (Mimosa scabrella)
MO6 Turvo-PR 1 A Fevereiro/2016 Mel (polifloral)
MO7 General Carneiro-PR 2 B Fevereiro/2016 ~ Melato (Mimosa scabrella)
MO8 Turvo-PR 2 A Fevereiro/2016 Mel (polifloral)
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Figura 5 — Aspecto de um apiario de producdo de mel organico

Figura 6 — Aspecto de amostras de méis organicos utilizadas no trabalho. A esquerda: mel
melato; a direita mel polifloral
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3.2. Extragdo dos compostos fendlicos dos méis

O método de extragdo foi realizado conforme proposto por Ferreres et al. (1991),
com modificacbes. Para cada amostra de mel, 60 g foi dissolvido em 300 mL de &gua
destilada, sendo a solucdo acidificada até atingir pH 2,0 com HCI (1M). A solucdo resultante
foi misturada com 90 g da resina Amberlite® XAD®2 (poro 9 nm; tamanho da particula
0,3-1,2 nm), agitada por 15 minutos em agitador magnético e entdo empacotada em coluna de
vidro (40 x 2 cm) (Figura 7). O material contido na coluna foi eluido com 500 mL de agua
acidificada (pH 2,0) e na sequéncia com 500 mL de &gua destilada neutra para remocao de
acucares. Os fendlicos adsorvidos na fase sélida foram eluidos com 500 mL de metanol e, em
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seguida, concentrado em evaporador rotativo sob baixa pressdo a 50°C. O extrato fendlico de
mel obtido foi liofilizado e mantido a -22°C, até 0 momento das andlises. A &gua residual

neutra (extrato aquoso) também foi liofilizada e analisada.

Figura 7- Extragdo compostos fendlicos em coluna de vidro utilizando resina Amberlite®
XAD®2

COLUNA DE VIDRO

RESINA Amberlite®
XAD®?2

EXTRATO FENOLICO

3.3. Teor de compostos fendlicos totais

A andlise do teor de compostos fendlicos totais foi realizada de acordo com o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, descrito por Al-Duais et al. (2009). Uma aliquota de
20 pL de solucéo de extrato fenolico de mel na concentragdo de 2.500 ppm (2,5 mg em 1 mL
de agua ultrapura) ou solucdo de mel bruto in natura na concentracao de 20.0000 ppm (20 mg
em 1 mL de &gua ultrapura) foram adicionadas em uma microplaca de 96 pocos. Em seguida,
100 uL do reagente Folin-Ciocalteu 10% em agua foi adicionado e, apds 5 minutos, 75 pL da
solugdo de carbonato de potéssio 7,5% foram acrescentados. Apds a incubacdo por 40
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de luz, a absorbancia foi feita em leitora de
microplacas (SpectraMax M3, Molecular Devices), a 740 nm. Os resultados foram expressos

em equivalente ao acido galico por grama de extrato ou mel, calculado por meio do ajuste
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com uma curva de calibracdo do padrdo de &cido galico (20 a 120 pg/mL). A anélise foi
realizada em duplicata.

3.4. Atividade antioxidante dos extratos e méis bruto in natura
3.4.1. Desativacao de espécies reativas de oxigénio
3.4.1.1. Sequestro do radical superéxido (O-2)

O radical superdxido foi gerado pelo sistema NADH/PMS e a sua capacidade do
sequestro foi determinada monitorando o efeito dos extratos de mel ou mel bruto in natura na
reducdo do NBT para diformazana, conforme Melo et al. (2015). Para anélise utilizou-se 100
pL NADH (166 pM), 50 pL NBT (43 uM), 100 pL de solucdo de extrato ou solucdo de mel
nas concentragdes de 78 a 10.000 ppm e 50 uL PMS (2,7 uM) diluidos em tampéo fosfato 19
mM, pH 7,4. O monitoramento foi realizado espectrofotometricamente a 560 nm durante 5
minutos, a temperatura ambiente. Os resultados foram expressos em EC50 (ug/mL) de

solucdo de extrato ou mel. A analise foi realizada em duplicata.

3.4.1.2. Sequestro do acido hipocloroso (HOCI)

A capacidade de sequestro do acido hipocloroso (HOCI) foi determinada pelo
monitoramento do efeito dos extratos de mel ou mel bruto in natura sobre a oxidagdo do
diidrorodamina (DHR) para rodamina 123, induzida pelo &cido hipocloroso, de acordo com
Melo et al. (2015). O acido hipocloroso foi preparado por meio de solucdo de NaOCI (1%)
com seu pH ajustado para 6,2 com adi¢do da solucdo de H.SO4 10%. A concentracdo do acido
hipocloroso foi determinada em espectrofotobmetro a 235 nm utilizando o coeficiente de
absorcdo molar de 100 M/cm e a diluicdo em tampéo fosfato (100 mM, pH 7,4). O meio
reacional continha 100 uL tampéo fosfato (100 mM, pH 7,4), 100 pL de solugéo de extrato de
mel nas concentragdes de 2.44 a 312 ppm ou solucdo de mel nas concentracOes de 78 a 10.000
ppm e 50 pL de DHR (5 pM) e 50 pL HOCI (5 uM) diluidos em tampdo fosfato (100 mM,
pH 7,4). A analise foi realizada em espectrofotometro utilizando o comprimento Aexcitacdo =
485 nm e Aemissdo = 528 nm a 37°C. Os resultados foram expressos como ECsp (ug/mL de

solucdo de extrato ou mel). A analise foi realizada em duplicata.
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3.4.1.3. Sequestro do radical peroxila (ROO*)

O ensaio foi realizado para medir cineticamente a capacidade dos extratos e do mel
bruto in natura em sequestrar o radical ROOe gerado pelo AAPH, comparando-0S com 0
antioxidante Trolox, de acordo com Melo et al. (2015). Este ensaio é também conhecido como
capacidade de absorcdo do radical oxigénio (ORAC). Utilizou-se 30 pL de solucdo dos
extratos de mel na concentracdo de 78 ppm ou solucdo de mel na concentracdo de 10.000 ppm
diluidos em tampé&o fosfato de potassio 100 mM, pH 7.4, controle ou padrdo (Trolox); 60 pL
da solucdo de fluoresceina (508,25 mM) e 110 uL de solucdo de AAPH (76 mM). As
solucgdes, amostras e padréo foram diluidas em tampéo fosfato de potassio (100 mM, pH 7,4).
A fluorescéncia foi monitorada a emissao de Aexcitacdo = 485 nm e Aemissao = 520 nm a
cada minuto, durante 2 horas a 37°C. O valor ORAC foi obtido por meio dos valores da
fluorescéncia medidos a cada minuto. Apoés isso, a area abaixo da curva (AUC) foi calculada
pela equacdo 1:

auc =1+ FERAD L)

Onde f 0 é a fluorescéncia relativa ao tempo 0 e f i, a fluorescéncia relativa ao tempo
i. A AUCe é calculada pela subtracdo da AUC do branco do valor da AUC das amostras ou
padrdo, segundo a equacao 2:

AUC, ., = AUC —AUC,onee (2)

sxtrate fpadrio

O valor ORAC foi calculado por meio da regressao linear, com base nos valores da
AUC do Trolox e expresso em equivalentes ao Trolox (umol/g de extrato ou mel). A analise

foi realizada em duplicata.

3.4.2. Desativacao de espécies reativas de nitrogénio
3.4.2.1. Sequestro do 6xido nitrico (NOe)

A capacidade de sequestro do 6xido nitrico (NO¢) pelos extratos de mel ou mel bruto

in natura foi determinada utilizando a diaminofluoresceina-2 (DAF-2) como sonda. O método
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utilizado foi modificado de Czerwinska, Kiss e Naruszewicz (2012). Na presenca de oxigénio,
a DAF-2 pode capturar o NO+ gerado por nitroprussiato de sodio diidratado (SNP) resultando
em sua forma triazolica (DAF-2T). Para preparo das solugdes dos reagentes e diluicdes das
amostras, utilizou-se o tampdo fosfato de potassio (50 mM, pH 7,4). Foram utilizados o0s
volumes de 50 pL de solucdo de extrato de mel nas concentracdes de 3.9 a 500 ppm ou
solugéo de mel nas concentracdes de 78 a 10.000 ppm, 50 pL de solugdo SNP (10 mM), 50
pL de solucdo de DAF-2 (12,5 pM) e 50 pL de tampédo fosfato de potassio
(50 mM, pH 7,4). O monitoramento da fluorescéncia foi realizado espectrofotometricamente a
cada 5 minutos durante 2 horas com comprimento de Aexcitagdo = 495 nm e
Aemissdo = 515 nm. Os resultados foram expressos como ECso (ug/mL de solugéo de extrato

ou mel). A analise foi realizada em duplicata.

3.5. Composicao quimica

3.5.1. Determinacdo simultédnea de compostos fendlicos e atividade antioxidante on-line
por HPLC-DAD-UV

A andlise pelo sistema de cromatografia liquida acoplada ao sistema de atividade
antioxidante on-line foi realizada de acordo com o método desenvolvido por Koleva et al.
(2001), com modificacbes. Para analise os extratos de mel foram filtrados em filtro de 0,22
pm antes da injegdo de aliquotas de 20 pL no cromatografo. A analise do sequestro do radical
livre ABTS** por HPLC-ABTS on-line foi realizada utilizando a solucdo metandlica do
radical livre ABTS** 7 mM, que foi ajustada para absorbancia de 0,700 * 0,020 a 734 nm e
reagiu com os compostos separados da amostra pés-coluna durante aproximadamente 1
minuto. Os eluatos separados por HPLC foram primeiramente detectados pelo detector de
arranjo de fotodiodos (DAD) e, ap0s eluicdo da coluna, ocorreu a reacao no coil (15 m x 0.25
mm i.d. PEEK tubing) com o radical ABTS*". A vazdo do reagente do ABTS foi de
0,8mL/min e a perda de cor foi detectada por meio de picos negativos a 734 nm, através de
um detector de UV. A separacdo previa por HPLC foi realizada utilizando um cromatografo
equipado com uma coluna ODS - A (C18, coluna de 4.6 x 250 mm, particulas de 5 pum),
detector de arranjo de fotodiodos (SPD-M10AVp, Shimadzu Co) e detector de UV-Vis (SPD-
20 AV, Shimadzu). A fase movel consistiu em &gua/acido férmico (99,75/0,25%) (A) e
acetonitrila/dgua/acido formico (59,75%/40%/0,25%) (B). O gradiente de eluicdo aumentou

gradativamente, iniciando com 10% de B e aumentando para 20% B (10 min), 30% B (20
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min), 50% B (35 min), 50% B (32 min), 90% B (38 min), 90% B (40) e diminuindo para 10
% B (45 min), num fluxo de 1 mL/min. Os resultados foram analisados por meio do software
Class-VP e a atividade antioxidante para o composto foi expressa em equivalente ao Trolox.

A andlise foi realizada em duplicata.
3.5.2. Determinacéo da composicdo quimica por CG/EM

Para andlise da fracdo ndo volatil os extratos de mel foram primeiramente
derivatizados. A quantidade de 3 mg de extrato por amostra foi adicionada a 100 pL do
reagente derivatizante N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (MSTFA), a mistura
homogeneizada e aquecida em estufa a 70 °C, durante 15 minutos. Em seguida, o reagente foi
evaporado sob fluxo de gas nitrogénio e o produto da derivatizacdo (derivados do trimetilsilil
— TMS) rediluido em hexano (800 uL). Apds homogeneizacgdo, o sobrenadante foi transferido
para outro vial para injecdo no CG-EM.

A programacéo de temperatura foi iniciada com 80°C, durantel minuto, passando a
200°C (1°C. min') por 5 minutos, 250°C (8°C. min!) durante 5 minutos, 300°C (5°C. min™?)
por 10 minutos e 320°C (10°C. min) durante 10 minutos, totalizando 60 minutos de analise.
O Heélio foi utilizado como géas de arraste, numa taxa de 0,8mL/minuto. O injetor foi aquecido
a 280°C, no modo “splitless”, e o volume de inje¢do foi de 400 nL. O detector operou no
modo “scanning” (m/z 30-600). A integragdo foi feita por meio do software LabSolutions-
GCMS. Os acidos fendlicos e derivados foram identificados por comparacdo com os dados
obtidos do CG-EM (tempo de retencdo e fragmentacédo ibnica), padrdes auténticos silanizados

e eluidos nas mesmas condicdes e com a biblioteca Wiley® 8.

3.5.3. Determinacao de 4cido ascorbico por HPLC-DAD-UV ABTSe+ on-line

A determinacdo de acido ascorbico foi realizado a partir do método modificado de
Bresolin e Hubinger (2014). Para analise, 200 g de mel bruto in natura foram diluidos em
20 mL de solucéo de acido metafosforico 3% (m/v), na sequencia foram filtrados em filtro de
0,22 pm antes da injecdo de aliquotas de 20 pL no cromatografo. A fase movel consistiu
tampdo fosfato de sédio 0,1 mol L-1 (pH 2,5) operando em modo isocratico, num fluxo
de 1 mL/min. O método de sequestro do radical livre ABTSe+ por HPLC-RP-ABTS

on-line foi realizado de acordo com o descrito no item 3.5.1 Os resultados foram analisados
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por meio do software Class-VP e expressos em mg/100 g de de mel. A anélise foi realizada

em duplicata.
3.5.4. Determinacéo de compostos fendlicos por LC-MS/MS

Para a identificacdo e quantificacdo dos compostos fenolicos foi utilizado o
cromatdgrafo liquido (Agilent 1200) com sistema de ionizacdo por electrospray acoplado a
um espectrometro de massas triplo quadrupolo (Agilent 6410), coluna Zorbax Eclipse XDB-
C18 (4.6 x 250 mm, particulas de 5 pum). Para analise os extratos de mel foram filtrados em
filtro de 0,22 um antes da injecdo de aliquotas de 5 UL no cromatografo. A fase maovel
consistiu em &gua/acido férmico (99,75/0,25%) (A) e acetonitrila/agua/acido férmico
(59,75%/40%/0,25%) (B). O gradiente de eluicdo aumentou gradativamente, iniciando com
10% de B e aumentando para 20% B (10 min), 30% B (20 min), 50% B (35 min), 50% B (32
min), 90% B (38 min), 90% B (40) e diminuindo para 10 % B (45 min), num fluxo de 1
mL/min. Para a aquisi¢cdo dos dados de massas foi feita a sele¢do do ion precursor e dos ions
produtos por meio da injecdo de 5uL de solucdo dos padrdes. A escolha dos ions e energias de
colisdo e fragmentacdo foram otimizadas para cada analito usando o software “mass Hunter
optimizer B.02.00”. O sistema de electrospray operou no modo positivo com 3500 V, gas
nebulizador 43 psi e temperatura da fonte a 350°C. Foi utilizado gas nitrogénio como
nebulizador e de colisdo. O sistema operou no modo de monitoramento de reacdo multipla
(MRM). Para a aquisicdo dos dados e operacdo do equipamento o software “Agilent mass
Hunter data aquisition” foi utilizado e para o processamento dos dados o software
“quantitative analyses”. A quantificacdo foi realizada através da construcdo da curva de

calibracdo (concentracdes de 0.5 a 2.0 ppm) com a utilizag&o dos padroes.

3.5.5. Determinacdo da fracdo volatil do mel pela técnica de microextracdo em fase
solida (SPME)

O procedimento de microextracdo em fase solida (SPME) foi realizado por meio do
uso da fibra Divinilbenzeno/Carboxeno/Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PMDS, Supelco Inc.,
Bellefonte, PA. USA) SPME, de acordo com Acevedo et al. (2017). Antes do uso a fibra foi
condicionada, na porta de inje¢cdo do Cromatografo Gasoso (270°C por 60 minutos). Cerca de
2 g de amostra de mel bruto in natura diluida em 2 mL de agua ultrapura, foi inserida em
vials de 4 ml os quais foram hermeticamente fechados com septo de PTFE. A solucéo
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permaneceu sob agitacdo e aquecimento a 60°C, durante 20 minutos sem exposicao da fibra
para equilibrar. Em seguida a fibra foi exposta no headspace e mantida a 60 °C por 40 min.
Apds o tempo de exposicdo, a fibra foi removida do frasco e prontamente introduzida dentro
do injetor do cromatdgrafo gasoso Shimadzu 2010 acoplado a um detector de espectrometria
de massas Shimadzu QP 2010 Plus. Os compostos extraidos pela fibra foram dessorvidos no
injetor a temperatura de 240°C, por 5 minutos no modo splitless. As amostras foram
separadas em uma coluna capilar (30 m x 0.25 mm x 0,25 um, J & W Scientific, Palo Alto,
CA) RTX-5MS (Crossbond 5% difenil/95% de dimetilpollissiloxano). Os espectros de massa
e cromatogramas de ions totais (TIC) foram obtidos por escaneamento automatico com
energia de ionizacdo de 70 eV, em faixa de massa de m/z 20-550. Utilizou-se a rampa de
temperatura inicial de 50°C por 1,5 minutos, passando a 200°C por 4 minutos, 240°C
(5°C min?) por 10 minutos, 280°C (1°C min™?) por 10 minutos e 290°C (5°C min™)
por 5 min, sendo o tempo total da corrida de 60 minutos. O gas hélio foi usado como gas de
arraste a uma velocidade linear de 36,3 cm.s. Os compostos volateis foram identificados
tentativamente por meio da comparacao dos seus espectros de massas com as bibliotecas do
equipamento (Wiley® 8 e 1,2 FFNSC) e pela comparacdo dos indices de retencdo tabelados
(IRt). Os indices de retengdo foram obtidos pela injecdo da mistura de padrdes de n-alcanos
(C7-C30), e calculados (IRc) de acordo com a férmula proposta por Babushok, Linstrom e
Zenkevich (2011). A quantificacdo foi realizada pela normalizagcdo de area corrigida,

utilizando os recursos do software GC-Solution®.

3.6. Analise dos resultados

A andlise de variancia dos resultados foi realizada por meio do software R (versdo
3.4.0) e a analise de componentes principais (PCA) pelo software The Unscrambler® 9.7.

Para a comparacdo das médias foi aplicado o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacdo da metodologia de extracao de compostos fendélicos

Em geral, o procedimento analitico para a determinacdo de compostos fendlicos
envolve trés etapas basicas: extracdo da amostra, separacdo analitica e quantificacdo
(GOMEZ-CARAVACA et al., 2006). A extracdo dos compostos fendlicos é influenciada pela
sua natureza quimica, pelo método de extracdo e pelo tamanho de particula da amostra. A
solubilidade dos compostos fenolicos por sua vez depende da polaridade do solvente e do
grau de polimerizacdo (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Um dos métodos utilizados para a extracdo dos compostos fendlicos do mel é por
meio da utilizacdo da resina Amberlite® XAD®2. O procedimento para extracdo com a
utilizacdo dessa resina gera 3 extratos: acido, aquoso e metandlico.

De acordo com Pyrzynska e Biesaga (2009), a resina Amberlite® XAD®2 adsorve
compostos fendlicos do mel com uma taxa de recuperacdo de 80-90%. Os compostos
fendlicos sdo adsorvidos na coluna, enquanto que 0s agucares e outros compostos mais
polares sdo eluidos com agua acidificada. A fracdo fenolica total entdo é dessorvida utilizando
metanol.

Utilizando-se entdo este método de extracdo, para a amostra de mel MOL1, foi
encontrado que extrato metandlico apresentou alto teor de compostos fendlicos, quando
comparado com o0 extrato aquoso, ou seja, 55,82+2,81 mg por grama de extrato.
Ja para o extrato aquoso, este teor foi de apenas 4,5 % em relacdo ao extrato metandlico
(Tabela 4).

Tabela 4- Teor de compostos fendlicos totais e capacidade de sequestro do radical oxigénio
(ORAC) para os extratos obtidos da amostra de mel organico MO1

Amostra Compostos fenolicos totais ORAC
Ymg EAG/g) 2(umol Trolox/g)
Extrato 55,82 £ 2,812 950,24 + 64,252
metanolico
Extrato aquoso 2,49 +0,03° 51,38 + 4,05°

Legenda:! Valores expressos como equivalentes ao acido galico (EAG) por grama de extrato liofilizado. 2
Valores expressos como equivalentes ao Trolox por grama de extrato liofilizado. Resultados sdo as médias +
desvio padréo da duplicata. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa a
p<0,05 (Tukey).
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Foi também avaliada a capacidade de sequestro, pelos dos extratos metandlico e
aquoso da amostra MO1, do radical peroxila pelo método ORAC. Esta analise novamente
demonstrou um maior resultado para o extrato metanoélico (950,24 + 64,25 pumol trolox/g de
extrato). O extrato aquoso apresentou apenas 5,4% da atividade em relacdo ao extrato
metandlico, ou seja, 51,38 pumol trolox/g, o que também corrobora com o teor de fendlicos

presente nos respectivos extratos (Tabela 4).

4.1.1. Efeito da temperatura no teor de compostos fenolicos durante o armazenamento

Foi realizado um ensaio com duas amostras de mel organico (MO1 e MO2) para
avaliar se o armazenamento do mel sob refrigeracdo e temperatura ambiente, durante o
periodo de 60 dias, influencia no teor de compostos fendlicos totais.

No recebimento das amostras, as mesmas foram particionadas em duas partes,
ficando uma porcdo sob refrigeragdo (7°C+2,0°C) e outra sob temperatura ambiente
(30°C5,0°C). Apds o periodo de armazenamento, 0os compostos fendlicos foram extraidos
das amostras e avaliados. Como resultado foi encontrado que o teor de compostos fenolicos
totais ndo € influenciado pela temperatura durante a estocagem. Porém em relacdo a
capacidade de sequestro do radical oxigénio (ORAC), foi verificado que o armazenamento a
temperatura ambiente promoveu uma reducdo significativa da capacidade antioxidante
(Tabela 5).

Tabela 5- Teor de compostos fenolicos totais e capacidade de sequestro do radical oxigénio
(ORAC) por tipo de armazenamento

Amostra Compostos fendlicos totais ORAC
Y(mg EAG/g) 2(umol Trolox/g)
Ambiente *Refrigeragéo Ambiente *Refrigeracgéo
MO1 70,45+ 3,872 72,20+ 5,812 1.048,0+ 48,462 1.357,85+ 58,60°
MO2 69,17 + 2,012 62,03 +4,51°2 892,65+ 80,322 1.230,45 +45,89°

Legenda: ! Valores expressos como equivalentes ao acido galico (EAG) por grama de extrato liofilizado. 2
Valores expressos como equivalentes ao Trolox por grama de extrato liofilizado. *Armazenamento sob
refrigeracdo a 7°C. Resultados sdo as médias + desvio padrdo da duplicata. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferenca estatistica significativa a p<0,05 (Tukey).

Embora a composicdo fendlica ndo seja afetada pelo armazenamento, outros

compostos que possuem agdo antioxidante foram preservados quando estocados sob
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refrigeragéo, visto pelas diferentes respostas obtidas quando os extratos foram avaliados pelo
ORAC. Cabe ressaltar que, 0 método de determinacdo de compostos fendlicos totais ndo é
especifico para mensurar a capacidade antioxidante bem como quantificar todos os
componentes que possuem acao antioxidante em uma amostra. Ja 0 método ORAC € capaz de
avaliar o este potencial.

Estes ensaios foram importantes para definicdo da melhor forma se armazenar as
amostras, no intuito de manter as suas propriedades antioxidantes, possibilitando assim a
realizacdo deste trabalho. Com isto, jugou-se extremamente importantes manter as amostras
sob refrigeracéo, preservando assim a sua capacidade antioxidante.

Esta avaliacdo também se faz importante, pois 0 mel é um alimento que sofre muitas
transformacfes em sua composi¢do quimica durante a estocagem em condicBes tropicais,
como as do Brasil. As alteracbes que ocorrem durante o armazenamento tém importancia
nestes paises devido as altas temperaturas atingidas. A compreensao destas modificacdes é
relevante para a melhoria da qualidade e, consequentemente, da competitividade do mel

brasileiro nos mercados nacionais e internacionais (MOREIRA et al., 2007).

4.2. Determinacao do teor de compostos fendélicos totais dos méis organicos

O mel é uma matriz complexa contendo uma variedade de compostos organicos com
atividade antioxidante, portanto fonte significativa de antioxidantes naturais para nutrigdo
humana (ZALIBERA et al., 2008).

Os extratos dos 8 méis organicos avaliados em relacdo ao teor de compostos

fendlicos totais estdo apresentados na Figura 8.
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Figura 8- Teor de compostos fenolicos totais dos extratos de mel

Teor de compostos fenolicos totais
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Legenda: ' Valores expressos como equivalentes ao acido galico (EAG) por grama de extrato liofilizado.
Resultados sdo as médias + desvio padrdo da duplicata. Letras diferentes ha mesma coluna indicam diferenca
estatistica significativa a p<0,05 (Tukey).

Os resultados obtidos para o teor de compostos fenolicos totais dos extratos de mel
foram (MO1) 73,15%+4,47 mg EAG/g; (MO2) 59,79+3,54 mg EAG/g; (MO3) 49,79+ 3,83 mg
EAG/g; (MO4) 52,20 +3,32 mg EAG/g; (MO5) 117,68+ 4,40 mg EAG/g; (MO6) 84,08+ 4,59
mg EAG/g; (MO7) 83,19+ 7,23 mg EAG/g; (MO8) 53,03+ 4,70 mg EAG/g.

O extrato do mel de melato (MO5) (117,68 + 4,40 mg EAG/g), proveniente da regido
de General Carneiro-PR, diferiu significativamente de todos os outros. Geralmente 0s méis
mais escuros, como o mel de melato, apresentam maior conteddo fenolico do que 0s méis
mais claros (MEDA et al., 2005). Estas varia¢fes sdo justificadas por variaveis qualitativas e
quantitativas da natureza de seus constituintes fendlicos provenientes da origem boténica
(ALJADI; KAMARUDDIN, 2004). Por outro lado, a coloracdo mais escura no mel também
pode ser atribuida a reacdo de Maillard, que comumente ocorre em mel quando em condicgdes
de armazenamento, ndo tendo relacdo com o teor de compostos fendlicos.

Silva et al. (2013) investigaram o extrato de mel brasileiro de jandaira (Melipona
subnitida) e encontraram valores na faixa de 80,2 a 166,1 mg EAG/g extrato, 0 que €
semelhante aos obtidos para os meéis organicos da regido sul do Brasil. Entretanto, os
resultados encontrados no presente trabalho sdo superiores aos extratos de méis das abelhas da
espécie M. s. merrillae do Estado do Amazonas (17-66 mg EAG/g) avaliados por Silva et al.

(2013) e dos obtidos para extratos de méis nao brasileiros avaliados por Can et al. (2015),
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onde foi encontrado 0,29 £ 0,12 para mel polifloral e 0,61+0,05 mg EAG/g para mel de
pinheiro (Pinus L.).

Para as amostras de mel bruto in natura ndo foi possivel mensurar o teor de
compostos fendlicos totais. Uma explicacdo é a de que 0s agucares e proteinas sdo
interferentes neste tipo de matriz e entdo precisam ser removidos, como etapa de preparacdo
da amostra, antes de serem analisadas (CAMPONE et al., 2014). Ent&o, como o mel apresenta
alto teor de acucares, este teria também um efeito “diluidor” dos compostos fenolicos totais,
impossibilitando a determinacdo destes compostos por este método. Apesar disto, alguns
trabalhos determinaram o teor de fendlicos em mel bruto, como nos trabalhos de Al et al.
(2009) em que encontraram 0,23-1,5 mg EAG/g para mel de melato e de Nayik e Nanda
(2016) onde obtiveram 0,37+0,03 mg EAG/g para mel de acafrdo. Porém, deve-se salientar
que os valores encontrados foram muito baixos e a vitamina C, normalmente presente em
alguns tipos de méis, além de outros compostos redutores, podem resultar em resultados
falso-positivo.

Em relacdo a estudos com mel organico, a Unica referéncia encontrada foi o da regido
de Tréas-Os-Montes em Portugal, onde foi encontrado o teor de fendlicos de 0,68 +
0,023 mg/g extrato (ESTEVINHO et al., 2012).

4.3. Capacidade sequestrante de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

As espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) sdo substancias que
podem induzir a danos oxidativos a varios alvos bioldgicos (substratos oxidaveis), tais como
acidos nucléicos (por exemplo, modificacdo de bases, rupturas de cadeia simples e dupla),
lipidios (peroxidacdo e perda de acidos graxos) e proteinas (oxidacdo de residuos de
aminodacidos especificos e formacdo de carbonilas) (MAGALHAES et al., 2009). Como
consequéncia, pode haver sérias complicacbes bioldgicas, tais como carcinogénese,
mutagénese, envelhecimento celular e aterosclerose.

Os méis foram avaliados primeiramente em relacdo a capacidade de sequestro do
radical peroxila, medido pelo método ORAC. De acordo com os resultados apresentados na

Tabela 6, os extratos de mel apresentaram alta capacidade de sequestro do radical peroxila.
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Tabela 6- Capacidade de sequestro do radical peroxila (ORAC) de extratos e méis bruto in

natura
Amostra Extrato In natura
Y(umol Trolox/g) 2(umol Trolox/g)

MO1 1.785,35 + 473,342 6,57 + 0,43%
MO2 1.752,31 + 309,772 6,34 + 1,16
MO3 878,01 + 107,142 9,68 +£0,79?
MO4 1.015,68 + 97,08% 8,21 +0,97®
MO5 996,04 + 97,072 475+1,17°¢
MO6 1.050,28 + 222,702 n.d

MO7 1.081,48 + 121,772 6,85 + 0,87
MO8 835,54 + 136,540 n.d

Legenda: * Valores expressos como equivalentes ao Trolox por grama de extrato liofilizado. 2 Valores expressos
como equivalentes ao Trolox por grama de mel. n.d= ndo detectado. Resultados sdo as médias + desvio padréo
da duplicata. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica significativa a p<0,05 (Tukey).

A capacidade de sequestro variou de 835,54+ 136,54 a 1.785,35 + 473,34 umol de
equivalente ao Trolox/g de extrato. O maior valor ORAC foi obtido para o extrato de mel
MO1 (1.785,35 + 473,34 umol de Trolox/g de extrato) da regido do Turvo-PR. Valores
semelhantes foram obtidos, porém para extratos de prépolis organica brasileira desta mesma
regido (1.950 umol de Trolox/g de extrato) (TIVERON et al., 2016). Entretanto, a propolis ja
é bem conhecida pela literatura por sua alta atividade antioxidante.

Para o mel bruto in natura os resultados variaram de 4,75 + 1,17 a 9,68 £ 0,79 pmol
Trolox/g de mel. Sousa et al. (2016) obtiveram resultados variando de 0,089 a 0,543 pumol
Trolox /g para 0 mel bruto in natura brasileiro de Ziziphus joazeiro Mart. (juazeiro) e Mimosa
quadrivalvis L (Malicia). Berete et al. (2005) avaliaram mel comercial e encontraram o valor
de 6.30 + 0.22 umol Trolox/g, enquanto que para o mel polifloral o resultado obtido foi de
8.22 + 0.42 umol Trolox/g. Estes valores sdo proximos aos encontrados para o mel organico

(bruto in natura) do sul do Brasil, apesar de possuirem origens botanicas diferentes.
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Os resultados para a capacidade de sequestro do &cido hipocloroso estdo mostrados

na Tabela 7.

Tabela 7- Capacidade de sequestro do acido hipocloroso (HOCI) de extratos e meis bruto in
natura

Amostra Extrato In natura
L(ECso) 2(ECs0)
MO1 12,01 +1,69¢ 618,27 + 44,94P
MO2 14,45 + 3,06° 677,14 +55,66"
MO3 15,94 + 2,76° 152,12 £ 5,124
MO4 9,46 + 1,79% 211,07 £11,79¢
MO5 10,54 + 2,57 171,97 + 6,13
MO6 26,10 + 0,99° 1374,92 + 22.43%
MO7 4,83 +0,13¢ 143,93 + 9,55¢
MO8 40,92 + 1,442 1176,66 + 67,022

Legenda: * Valores expressos como ECso em ug/mL de solucdo de extrato liofilizado. 2 Valores expressos como
ECso em ug/mL de solucéo de mel in natura. n.d= ndo detectado. Resultados sdo as médias + desvio padrdo da
duplicata. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa a p<0,05 (Tukey).

Os resultados expressos em ECsg (quantidade minima necessaria para inibir a
formagéo de 50% do composto de interesse) variaram de 4,83 a 40,92 pg/mL para os extratos
de mel. Notadamente, a maior atividade de sequestro deste radical foi dada pelo extrato do
melato MO7 (4,83+£0,13 pg/mL), seguido do extrato do mel M04 (9,46 + 1,79 pg/mL) e
extrato do melato MO5 (10,54 + 2,57 pg/mL).

O mel bruto in natura apresentou valores de ECso que variaram de 143,93 a
1176,66 pg/mL. Quando comparados os resultados obtidos com um dos pouquissimos
trabalhos que estudaram o sequestro desta ERO, apresentado por Dor e Manomoodally (2014)
para mel de gengibre, eucalipto, longan, os méis organicos apresentaram alta atividade de
desativacdo do HOCI.



50

Em relagdo a analise de sequestro do radical superdxido, ndo houve capacidade de
desativacdo deste radical pelos extratos e mel bruto in natura até a maxima concentracao
testada (10.000 pg/mL). O mesmo resultado também foi obtido por Acevedo et al. (2017),
para mel de Ulmo produzido no Chile.

O sistema de defesa antioxidante é complexo, e 0s compostos com acdo antioxidante
atuam por diferentes mecanismos de acdo, além de ocorréncia de interacdes sinérgicas e
antagonicas entre eles. Por isto nem sempre uma matriz sera positivamente avaliada por uma
analise, com isto a necessidade existéncia diversos métodos, ja que apenas um ndo seria capaz
de mensurar precisamente e quantitativamente tais atividades.

Para a analise de sequestro da espécie reativa de nitrogénio (ERN), os extratos e mel
bruto in natura foram avaliados quanto a desativacdo do oxido nitrico (NOe), conforme

mostrado na Tabela 8.

Tabela 8- Capacidade de sequestro do 6xido nitrico (NO¢) pelo extrato ¢ mel in natura

Amostra Extrato In natura
(ECx0) 2(ECso)
MO1 3,97 £0,21b° 553,58 + 50,58°
MO2 4,80 + 1,16%>° 304,67 + 26,89¢
MO3 4,65 + 1,04b° 469,90 + 20,85¢
MO4 6,54 + 0,582 786,19 + 63,35°
MO5 2,16 +0,18°¢ 228,79 +26,88¢
MO6 4,63 + 0,58 277,28 + 14,64¢
MO7 2,39 £0,23¢ 286,96 + 54,08¢
MO8 7,85 + 0,452 2107,74 £ 173,042

Legenda: ! Valores expressos como ECso em ug/mL de solucéo de extrato liofilizado. 2 Valores expressos como
ECso em ug/mL de solucdo de mel in natura. n.d= ndo detectado. Resultados sdo as médias + desvio padréo da
duplicata. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa a p<0,05 (Tukey).
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Os extratos de mel apresentaram valores de ECso que variaram de 2,16 a 7,85, 0s
quais foram superiores ao mel bruto in natura (228,79 a 2107,74 pg/mL) e aos encontrados
por Dor e Manomoodally (2014).

Em altas concentracdes o NO* pode reagir com 0 anion superéxido e produzir o
peroxinitrito (altamente reativo) (PELUFFO; RADI, 2007), que pode induzir a hidroxilacao,
oxidacdo, peroxidacdo lipidica e danos no DNA (RADI et al., 2001).

De acordo com os ensaios de avaliacdo da desativacdo de ERO e ERN, pode-se
verificar que as amostras apresentam comportamentos distintos, possuindo assim diferentes
mecanismos de acdo antioxidante. Exemplificando pelo melato (MO5), o qual é o mel com
maior teor de compostos fendlicos totais (117,68 + 4,40 mg EAG/g de extrato), pode-se
verificar que o mesmo apresentou alta capacidade para a desativacdo do NO*, porém uma das
menores atividades para a desativacdo do radical peroxila (996,04 £ 97,07 umol Trolox/g de
extrato; 4,75 £ 1,17 umol Trolox/g de mel bruto in natura).

Ademais, a estrutura quimica, nimero e posicdo de hidroxilas, dos compostos
fenolicos facilita a doacdo de hidrogénio ou elétrons do grupo hidroxila, posicionados ao
longo do anel aromatico, para atividades de sequestro de radicais livres, isto explicaria as
diferentes respostas para as analises de captura das ERO e ERN pelos extratos e mel bruto in

natura.

4.4. Determinacdo simultédnea de compostos fendlicos e atividade antioxidante on-line
por HPLC-DAD-UV

Avaliaram-se também os extratos dos méis organicos pela técnica HPLC-DAD on-
line (sequestro do radical ABTS**). Dentre os extratos estudados, sdo apresentados o0s
cromatogramas das amostras MO1 e MO4. Nestes méis foram detectados varios compostos
(picos negativos) que contribuiram significativamente com a atividade antioxidante pelo
sequestro do radical ABTS** (Tabelas 9 e 10 e Figuras 8 e 9). Além disto, estas foram as
Unicas amostras em que foi possivel identificar e quantificar compostos fenoélicos.

A amostra MO1 apresentou 15 picos que contribuiram com a atividade antioxidante.
O pico 1 (T~= 3.23 min.) apresentou maior atividade antioxidante (121,29 =+
16,24 pmol Trolox/100 g), seguido dos picos 4 (T= 9.26 min.) com 68,61+27,45 pmol
Trolox/100 g e 2 (Tr= 4.29 min.) com 61,38+5,51 pmol Trolox/100 g. Dos compostos
detectados com atividade antioxidante, o pico 10 (T,= 22.35 min.) foi identificado como acido
feralico (confirmado pela técnica de CG/EM), com uma concentragédo de 54,20+6,12 mg/100

g e apresentando atividade antioxidante de 32,98+5,78 pmol Trolox/100 g.
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O 4cido ferulico é um 4cido fendlico, derivado do &cido hidroxicindmico,
presente em varios alimentos, como em gréos, ervas, frutas citricas, e outros. Além de
ser um antioxidante, possui acdo anti-inflamatoria, anti-hiperlipidémica e anti-hipertensiva,
previne doencas cardiovasculares, como aterosclerose, hipertensdo e insuficiéncia cardiaca
(LIAO et al., 2017).

Tabela 9 - Caracterizacdo dos picos identificados com atividade antioxidante do extrato do

mel organico MO1 por HPLC — DAD on-line (sequestro do radical ABTS*")

Amostra  n° Tr Composto  !Concentragéo Area 2Atividade Atividade
pico (min.) mg/100g (734nm)  antioxidante antioxidante
(umol (%)
Trolox/100
9)
MO1

1 3.23 n.d _ 39.19245 121,29+16,2 17,39
2 4.29 n.d _ 174.806 61,3815,51 8,80
3 6.66 n.d _ 154.982 55,91+6,53 8,02
4 9.26 n.d _ 2.010.115 68,61+27,45 9,84
5 10.08 n.d _ 42.512,5 24,88+6,57 3,57
6 11.45 n.d _ 160.499 57,43+14,56 8,23
7 13.64 n.d _ 57.165,5 28,92+0,19 4,15
8 15.30 n.d _ 85386,5  36,71+9,91 5,26
9 19.18 n.d 82.275,5 35,85+4,16 5,14
10 22.35  Ac.ferdlico 54,20+6,12 68.631 32,98+5,78 4,60
11 29.45 n.d _ 70.210 32,52+4,74 4,66
12 31.10 n.d _ 76.138,5  34,15+12,64 4,90
13 3256 n.d _ 55.939 28,58+1,41 4,10
14 38.96 n.d _ 131.280,5 49,37+31,65 7,08
15 43,54 n.d 60.484,5 29,84+572 4,28

Legenda: ! Resultados expressos em mg por 100 grama de extrato liofilizado. 2 Resultados expressos em
equivalentes ao Trolox por 100 grama de extrato liofilizado. Parametro de quantificacdo e detecg¢do do
composto: LOQ= 0,02 pg e LOD=0,01 pg, R?=0,999. Pardmetro de quantificacdo e deteccdo da atividade
antioxidante: LOQ= 0,71ug e LOD 0,24, R?>= 0,999.Tr = Tempo de retencdo em minutos.
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Figura 8- Cromatogramas da amostra MO1 da cidade do Turvo, detectados a 267 nm (pico
positivo) e 734nm (pico negativo) por HPLC — DAD on-line (sequestro do radical ABTSe+).
Os numeros dos picos se referem a Tabela 9

12

13

a e

A amostra MO4 apresentou 11 picos que contribuiram para atividade antioxidante a
734 nm. O pico 1 (T= 3.34 min.) apresentou maior atividade antioxidante
(266,51+151,41umol Trolox/100 g), sequido dos picos 2 (T,= 8.98 min.) com atividade de
55,32+0,66 pmol Trolox/100 g) e pico 11 (Tr =36.44 min.), identificado como kanferol
(confirmado pela técnica de CG/MS) com concentracdo de 44,76+26,64 mg/100 g e atividade
de 42,00+6,27 umol Trolox/100 g).

O kanferol é um flavonoide da classe dos flavonois de ocorréncia em varios vegetais,
frutas e plantas medicinais (ZABELA et al., 2016). Possui efeito terapéutico contra cancer e
processos inflamatorios, € um potente eliminador de radicais livres e radical superdxido
(RAJENDRAN et al., 2014). Outros trabalhos apontam a presenca do kanferol em mel de
Rubus e Castanea sativa da Galicia (Noroeste da Espanha) que apresentaram concentracdo
entre 0,016-0,138 mg/100 g (ESCUREDO et al., 2012). Em mel Polonés polifloral a
concentracédo foi 0,153 mg/100 g (SOCHA et al., 2011). No mel de Manuka (Leptospermum
scoparium) a concentragédo variou de 0,13-17 mg/100 g (YAO et al., 2003).
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Tabela 10- Caracterizagédo dos picos identificados com atividade antioxidante do extrato do
mel organico MO4 por HPLC — DAD online (sequestro do radical ABTS**)

2Atividade .
o 1 x - Atividade
Amostra " T Composto ~ Concentragdo Area antioxidante antioxidante
pico  min. P mg/100g pmol (%)
(Trolox/100 g) 0
MO4
1 3.34 n.d _ 9182315 266,51+151,41 43,27
2 4.28 n.d _ 152857 55,32+0,66 8,98
3 10.07 n.d _ 71751 32,94+3,09 5,35
4 11.00 n.d _ 58693 29,34+5,99 4,76
5 12.83 n.d _ 41371,5 24,56x1,90 3,99
6 19.23 n.d _ 89324 37,79£19,70 6,14
7 20.52 n.d _ 73052,5 33,30+12,72 5,41
8 25.52 n.d _ 62814,5 30,48+6,44 4,95
9 32.67 n.d _ 77940 34,65+17,46 5,63
10 3481 n.d 57743,5 29,08+7,34 472
11 36.44 Kanferol 44,76+26,64 104570 42,00x6,27 6,82

Legenda: * Resultado expresso em mg por 100 grama de extrato liofilizado. 2 Resultado expresso em equivalentes
ao Trolox por 100 grama de extrato liofilizado. Pardmetro de quantificacdo e detec¢do do composto: LOQ= 0,25
ug e LOD=0,08 ug. R?=0,998. Parametro de quantificacio e detecgdo da atividade antioxidante: LOQ= 0,71ug e
LOD 0,24, R?=0,999. Tr = Tempo de retengdo em minutos.
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Figura 9 - Cromatogramas da amostra MO4 de General Carneiro, detectados a 267 nm (pico
positivo) e 734nm (pico negativo) por HPLC — DAD on-line (ABTS). Os numeros dos picos
se referem a Tabela 10
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4.5. Determinacdo de compostos fenolicos por LC-MS/MS

Sabendo que os compostos fendlicos sdo responsaveis pelo sequestro de radicais
livres, possuindo efeitos benéficos para a satude humana (KISHORE et al., 2011), foi também
avaliada a composicao fendlica dos extratos pela técnica de LC-MS/MS. Os resultados estdo

mostrados na Tabela 11.
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Tabela 11- Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos dos extratos dos méis organicos (MO1-MO8) por LC-MS/MS

Amostras MO1 MO2 MO3 MO4 MO5 MO6 MO7 MO8 Tr H* MS LOD LOQ R?
(min) (H9) (H9)

Acido caféico 4,622+0,092 2,925+0,035 4,695+0,210 4,423+0,014 3,564+0,055 3,345+0,028 6,557+0,068 2,653+0,00 12,81 179 135 0,011 0,0332 0,998
(mg/100g de

extrato)

tAcido 28,494+0,258 23,905+0,122 14,591+1,397 14,110+0,064 8,323+0,059 15,101+0,115 21,324+0,277 16,740+0,055 195 193 134,178 0,037 0,111 0,998
feralico

(mg/100g de

extrato)

Rutina 4,752+0,164 <LOQ 33,397+0,880  31,438+0,653  36,120+0,042 15,608+0,924 2,488+3,837 18,206+0,196 = 20.70 609 300,301 0,071 0,213 0,998
(mg/100g de

extrato)

'Hesperidina 4,709+0,060 3,463+0,089 32,494+1,711 29,812+1,103 35,632+0,252 15,384+0,855 4,562+0,703 17,765+0,231 2440 609 301,302 0,053 0,160 0,998

(mg/100g de
extrato)

Legenda: ! Valores expressos em mg do composto por 100 gramas de mel. TR: Tempo de retengdo. LOD: limite de deteccdo. LOQ: limite de quantificagdo. Resultados sdo as

médias + desvio padrdo da duplicata. Tr = tempo de retengdo em minutos.
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Por esta técnica, foi possivel confirmar a presenca do &cido feralico, bem como
identificar e quantificar acido caféico, rutina e hesperidina.

O écido caféico apresentou baixa concentracdo com teores variando de 2,653+0,00 a
6,557+0,068 mg/100 g, sendo o0 mel MO7 (melato) o de maior concentracdo. Seraglio et al.
(2016) avaliaram o melato de bracatinga (Mimosa scabrella Benth) e, da mesma forma,
encontraram &cido caféico (0,020 mg/100 g) e rutina (0,0094 mg/100 g).

Os &cidos caféico e ferulico séo acidos fendlicos de interesse consideravel devido as
suas fortes propriedades antioxidantes, potencial inibidor do colesterol, acdo anticancer,
antienvelhecimento, além de possuirem efeitos bacteriostaticos (WANG et al., 2016).

Também foi possivel identificar e quantificar a presenca de um flavonoide da classe
das flavonas, a rutina, que variou de 2,488+3,837 a 36,120+0,042 mg/100 g de extrato.
A amostra com maior teor desta flavona foi a amostra MO5 (melato) (36,120+0,042 mg/100
g), seguida da amostra MO3 (melato) (33,397+0,880 mg/100 g). Outro flavonoide
encontrado, da classe das flavanonas, foi a hesperidina que apresentou teores que variaram de
3,463+0,089 a 35,632+0,252 mg/100 g.

A rutina é relatada por possuir efeito neuroprotetor, anti Alzheimer, antidepressivos,
antidiabéticos e anti-hipercolesterolémicos (GANESHPURKAR; SALUJA et al., 2017). A
hesperidina € um antioxidante com acdo anti-inflamatdria, antimicrobiana e
anticarcinogénicos. E também chamado bioflavonoide devido a este amplo espetro de ago
(IRANSHAHI et al., 2015).

4.6. Determinacao de acido ascérbico por HPLC

O 4cido ascorbico, comumente conhecido por vitamina C, é encontrado em quase
todos os tipos de mel e tem sido avaliado principalmente por seu efeito antioxidante. A
determinacdo da vitamina C é um indicador instavel, pois € muito vulneravel a oxidacéo
quimica e enzimatica e tem uma taxa de variacdo acelerada devido a varios fatores como luz,
oxigénio ou calor (LEON-RUIZ; VERA; GONZALEZ-PORTO; ANDRES, 2013).

Para a determinagdo do &cido ascorbico utilizou-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia, técnica comumente utilizada para avaliacdo deste componente em diversas

matrizes. Os resultados estdo mostrados na Tabela 12 e Figura 10.
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Tabela 12- Quantificacdo de &cido ascorbico pela técnica de HPLC

Amostras MO1 MO2 MO3 MO4 MO5 MO6 MO7 MO8 LOD LOQ R?
(H9) (19)

tAcido n.d n.d 2,75+0,39 <LOQ 3,75+0,04 n.d 6,22+0,17 n.d 0,03 0,08 0,999

ascorbico

(mg/100 g de

mel)

Legenda: * Valores expressos em mg do composto por 100 gramas de mel. Resultados sdo as médias + desvio padréo da duplicata.
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Figura 10 - Cromatogramas das amostras de melato (MO3, MO5, MO7) de General Carneiro,

detectados a 250 nm (pico positivo) e 734nm (pico negativo) pela técnica de HPLC — DAD -

UV on-line (ABTSe+). O Composto 1 corresponde ao acido ascorbico

MO5 |

MO5 |

MO7

Mo7 |

yyyyy

Nota-se que dentre os meéis avaliados, 0s que apresentaram alto teor de acido
ascorbico (pico 1) foram os melatos MO3 (2,75+0,39 mg/100 g), MO5 (3,75+0,04 mg/100 g)
e MO7 (6,22+0,17 mg/100 g). Ainda de acordo com a figura 10, pode-se verificar que nos

méis de melato (MO3, MO5 e MOQ7), o acido ascérbico foi o maior responsavel pelo

sequestro do radical ABTS*". A sua presenca também foi confirmada pela técnica de CG/EM.

Ciulu et al. (2016) quantificaram o teor de vitamina C por HPLC em méis e

obtiveram valores de 0,32 £ 00.7 para mel de eucalipto, 0,2 £ 0,2 para mel de citrus e

0,01 mg/100 g para mel polifloral. Chaikham, Kemsawasd e Apichartsrangkoon (2016)

encontraram teores de que variaram de 0.05+0.01 a 0,85+0.06 mg/100 g. Mouhoubi-Tafinine,

Ouchemoukh e Tamendjari (2016) investigaram mel da Argélia, por espectrofotometria, e

encontraram valores de 0.39- 3.37 mg/100 g.
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4.7. Determinacao da fracao volatil do mel pela técnica de CG/EM

Existem dezenas de tipos de mel, os quais podem ser diferenciados pela flora, lugar
ou época de colheita, etc. Os méis de diferentes origens possuem também aromas e sabores
diferentes (BASTOS et al., 2002).

A andlise permitiu identificar um total de 74 compostos pela técnica de extracdo por
SPME nas 8 amostras de méis (Tabela 13). Dentre os compostos encontrados, estavam
presentes pirrols, terpenos e derivados, derivados do benzeno, aldeidos, alcoois, cetonas,
acidos e neroisoprenoides. Destes compostos, seis foram comuns a todas as amostras. O
primeiro, benzenoacetaldeido, apresentou uma porcentagem que variou de 4 a 12%, sendo que
a maior concentracdo foi encontrada no mel MO4 (12%) e a menor nas amostras MO7 e
MO8, ambas com 1%. Dentre o0s diversos aromas que este composto pode conferir, tem-se 0
caracteristico de mel e aroma frutado. O segundo composto foi o terpeno Oxido de
cis-linalol, que variou de 2,40% (MO5) a 11,49% (MOS8). Esse composto é caracterizado
pelo aroma floral doce. O terceiro composto, também da classe dos terpenos, linalol
(3,7-dimetil-1,6-octadieno-3-ol) apresentou um teor que variou de 2,21% (MO8) até 11,50%
(MO1), sendo esta substancia responsavel pelos aromas floral doce, limdo, laranja, citrus,
anis, alfazema e frutado. Outro terpeno, Oxido trans-linalol (2-furanometanol,
5-eteniltetraidro-a, o,5-trimetil-, trans-) apresentou porcentagens de 3,75% (MO7 e MO8) a
30,91% (MO6). O 6xido de linalol é um marcador floral de mel de citrus (TORNUK et al.,
2013). Os derivados do linalol tém origem da fonte floral visitada pelas abelhas ou, de acordo
com Moreira et al. (2010), alguns derivados de linalol podem ser produzidos no proprio mel

durante o armazenamento, como o 6xido cis-linalol e 6xido de trans-linalol.
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Tabela 13- Compostos volateis extraidos por SPME e identificados por GC-MS com suas respectivas porcentagens de area das amostras de méis

organico
Amostras e porcentagem de area
MOl MO2 MO3 MO4 MO5 MO6 MO7 MOS8
Composto Trmin IRc IRt lon (m/z,abundancia em parenteses) Descricdo de aroma
1H-Pirrole
(Pirrole) 10.38 945 67(100) 41(58) 39(58) 40(50) 28(42) nozes, adocicado (c ) - - 2161 274 2691 - 26,80 -
améndoa, frutado, nozes,
adocicado (a) aglcar
queimado, madeira,
Benzaldeido 10.80 948 955(5) 77(100) 105(86) 106(85) 51(49) 50(28) cereja, doce (e) 7,76 961 - 541 - - 5,56
Benzeno metanol
(Alcool benzilico) 1311 1028  1037(2)  79(100) 108(80) 107(62) 77(59) 51(26) - - - - - 1 - 0,74
mel, adocicado (d) mag4;
damasco; cereja;
chocolate; uva; mel;
jacinto; limao; mel&o;
laranja; noz; frutado;
Benzenoacetaldeido 1349 1036 1046(2)  91(100) 120(26) 92(26) 65(20) 39(12) péssego; amendoim; (e) 2,27 2,33 466 12 4 2 1 1
Acetofenona mosto, flores, améndoa
(1-Fenil-1-etanona) 14.70 1054 1067(2)  105(100) 77(82) 120(33) 51(31) 43(16) (d) 064 073 - - - - - -
Oxido de cis-linalol 15.17 1072 1075(2) 59(100) 43(66) 55(30) 94(28) 68(26) floral, doce (h) 691 707 673 490 241 1044 296 11,49
floral doce (b), liméo,
Linalol 71(100) 93(71) 55(59) 43(71) 41(74) laranja, citrus, floral, anis,
(3,7-Dimetil-1,6-octadieno-3-ol) 1556 1102 1100(5) 55(59) alafazema, frutado (e) 1195 1133 585 869 9265 228 475 221
frutado,floral, doce,
meldo, lavanda, macé,
coco, uva, Ccitrus, noz,
Nonanal 1570 1105 1106(3) 57(100) 56(62) 41(58) 43(58) 44(56) péssego, rosa, grama (e) 4,28 - 841 - 8,7 - 9,78 -
Ho-trienol 1571 1106 1107(2) 71(100) 82(64) 43(50) 67(37) 41(22) flores, fresco, frutado (a) 8,64 - - - - 23,26 - 21,80
Benzeno etanol
(2- Fenil etanol) 16.04 1112 1115(2) 91(100) 92(63) 122(34) 65(16) 39(6) rosa, mel (f) 086 - - - 0,93 - 083 -
Oxido de trans-linalol (2-Furanometanol,
5 eteniltetraidro- a, a,5-trimetil-,trans-) 16.07 1060 1147(3)  59(100) 94(49) 43(42) 55(36) 93(30) 1354 1444 138 666 512 3091 375 375
Isoforona
(3,5,5-trimetil-2 cicloexeno-1-ona) 16.34 1119 1117(5) 82(100) 54(20) 39(19) 138(15) 95(7) horteld (a) 319 318 362 134 314 061 235 084
3-Noneno-2-one 16.96 1132 55(100) 125(63) 43(58) 97(32) 71(32) - - 1,08 - 071 - - -

(Continua)
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Tabela 13- Compostos volateis extraidos por SPME e identificados por GC-MS com suas respectivas porcentagens de area das amostras de méis

organico
(Continuacao)
Amostras e porcentagem de area

MO1 MO2 MO3 MO4 MO5 MO6 MO7 MO8
Composto Trmin IRc IRt lon (m/z,abundéncia em parenteses) Descricdo de aroma
o,B-Pulenenona
(3,6,6-trimetil-2-cicloexeno-1-ona) 1710 1134 82(100) 54(10) 39(5) 41(4) 83(4) 110(4) 901 652 108 081 0,705 371 147 588
Trans- Pinocarveol,
(Biciclo[3.1.1]heptano-3-ol, 6,6-dimetil- 41(100) 55(87) 92(82) 70(68) 27(58)
2-metileno-,[1S-(1 .3 a,5 o)]) 17.12 1136  1140(2) 39(58) - - - - - - 426 -
4-Cetoisoforona
(2,6,6-trimetil-2-cicloexeno-1,4-diona) 17.14 1136 1148(3)  68(100) 96(82) 152(48) 40(35) 39(32) 901 652 443 583 403 199 5,88
Cis-Verbenol
(Biciclo[3.1.1]hept-3-en-2-ol, 4,6,6- 94(100) 41(76) 43(73) 55(71) 91 (70)
trimetil-, (10, 2B,50)) 17.25 1139 1144(2) 109(69) - - - - - - 148 -
o, B-Diidro-B-ionona
(2-Hidroxi-3,5,5-trimethil-2-cicloexeno-1-
ona) 17.31 1140 70(100) 154(78) 98(48) 41(46) 139(39) - - - 2,03 - - - -
Mentona 112(100) 69(86) 41(80) 55(52) 43(39)
(2-1sopropil-5-metil- ciclohexanona) 1732 1140 1150(2) 97(35) - - 093 - - - - -
1,8-Cineol
(2- Oxabiciclo[2.2.2]octano, 1,3,3-
trimetil) 17.46 1143 1031(2) 111(100) 43(92) 71(68) 55(48) 41(44) horteld, adocicado (d) 7,09 6,11 1,10 - 313 221 227 3380
2-Nonenal 17.69 1148 41(100) 27(50) 43(86) 55(79) 70(66) - - - - - - 103 -
Acido benzéico 17.70 1149 1162(4) 105(100) 122(89) 77(73) 51(37) 50(10) frutado, cereja (f) - - - - - 0,29 - 0,34
2,5-Dimetilfurano 17.74 1149 96(100) 95(76) 43(57) 53(44) 81(30) especiarias (b) 470 - - - - - - -
Citronelal
(3,7-Dimetil-6-octenal) 17.98 1155 1153(2)  41(100) 69(84) 55(53) 56(34) 67(26) 422 346 - - - - - -
1-Nonanol 18.08 1157  1170(1) 56(100) 55(84) 43(78) 41(74) 70(60) - - 533 244 603 138 557 -
1,10-Decanodiol 18.10 1157 55(100) 68(67) 69(64) 67(59) 82(56) 328 316 - - - - - -
Oxido de trans-Linalol,(piranoide)
(2H-Pirano-3-ol, 6-eteniltetraidro-2,2,6-
trimetil-,trans) 18.25 1161 1171(2)  68(100) 59(76) 43(40) 67(54) 94(69) 233% 215 0,735 - - - - -
Terpineno-4-ol
(1-(1-Metil-etil)-4-metil-3-ciclohexeno-1- pungente, verde,
ol)) 1843 1164  1177(2) 71(100) 43(54) 93(50) 111(49) 41(35) defumado (g) - - 047 - 071 - 161 -
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Tabela 13- Compostos volateis extraidos por SPME e identificados por GC-MS com suas respectivas porcentagens de area das amostras de méis

organico
(Continuacao)
Amostras e porcentagem de area

MO1 MO2 MO3 MO4 MO5 MO6 MO7 MO8
Composto Trmin IRc IRt lon (m/z,abundéncia em parenteses) Descricdo de aroma
3-Hexenil butanoato, (Z)-
(Acido butandico, 3-hexenil ester, (2)-) 18.76 1171 1184(2) 82(100) 67(91) 71(84) 43(68) 41(32) 055 - - - - - - -
a-Terpineol (p-Ment-1-en-8-ol) 18.90 1174 1189(2) 59(100) 93(58) 121(47) 136(43) 81(37) verde, flores (a) 0,51 - 0,42 - 1,87 - 2,34 -
Metil salicilato
(2-Hidroxibenzoico &cido metil ester) 19.01 1177 1192(2)  120(100) 92(57) 152(41) 121(32) 65(26) hortela (d) - - - - 054 - - -
Mirtenol
(6,6-Dimetilbiciclo[3.1.1]hept-2-ene-2- erva,doce (d) baunilha,
metanol) 10.12 1201 1194(2)  79(100) 91(38) 41(37) 39(30) 108(29) menta, medicinal (e) - - - - 041 066 23 0,53
Safranal
(2,6,6-Trimetil-1-3-ciclohexadieno-1-
carboxaldeido) 19.24 1204 1201(2)  107(100) 121(64) 105(47) 150(35) 91(95) 250 280 059 - - - - -

41(100) 44(46) 57(81) 43(80) 55(62)

Decanal 19.33 1206 1207(3) 82(42) casca de laranja, sebo (d) 145 264 312 231 745 282 743 506
2-Pineno-4-ona 1950 1212 1206(2)  107(100) 135(80) 80(73) 150(72) 91(62) - - - - - - 137 -
Davanona B 1961 1212 111(100) 93(67) 69(50) 41(44) 55(38) 1,60 171 - - - - - -
Verbenona
(4,6,6-Trimetilbiciclo[3.1.1]hept-3-eno-
2-0na) 10.93 1219 1211(4) 107(100) 135(46) 91(63) 80(54) 79(48) menta, especiarias(¢) 3,10 335 107 1,09 _ 052 _ 0,46
No identificado 2014 1224 55(100) 43(50) 67(41) 93(81) 111(74) 043 188 - - - - - -
Acido benzenoacético, etil ester 20.73 1237 1250(3)  91(100) 164(19) 65(11) 92(11) 89(3) - - - - 335 091 207 046
Anisaldeido
(4-Metoxi benzaldeido) 21.07 1244  1251(2) 135(100) 92(25) 107(20) 77(45) 63(21) - - 041 - - - - -
Terpendiol 21.23 1248 67(100) 71(95) 43(92) 41(71) 82(63) 056 085 - - - - - -
i verde, gordura, cera,
Acido nonandico 2147 1254 1275 (2)  60(100) 73(83) 28(73) 57(56) 55(53) queijo, azedo (e) 009 011 049 - 073 059 2 0,81
6-Metil-a-ionona
(3-Buteno-2-ona, 4-(2,5,6,6-tetrametil-2-
ciclohexeno-1-il)) 21.61 1257 121(100) 43 (77) 136(57) 93(83) 91(28) - - 168 176 - 0,76 - 0,79
1-Decanol 2162 1257  1272(2)  43(100) 41(99) 55(99) 56(81) 70(80) - 181 - - 1,76 - 1,91 -
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Tabela 13- Compostos volateis extraidos por SPME e identificados por GC-MS com suas respectivas porcentagens de area das amostras de méis

organico
(Continuacao)
Amostras e porcentagem de area
MO1 MO2 MO3 MO4 MO5 MO6 MO7 MO8
Composto Trmin IRc IRt lon (m/z,abundéncia em parenteses) Descricdo de aroma
2-Metoxi-6-metil pirazina 2171 1259 124(100) 123(70) 95(44) 94(40) 54(14) - 1,06 - - - - - -
45(100) 43(39) 41(34) 55(35) 69(25)
2-Nonanol 2261 1302 56(22) pepino (d) - - 040 - - - - -
Undecanal 22.83 1307 1306(2)  43(100) 57(96) 82(70) 41(69) 55(66) - - - - 109 - 050 -
2,4,6-Trimetil fenol 2314 1314 1317(6)  121(100) 136(98) 135(35) 91(18) 77(10) - - 2,45 - 126 06 098 0,88
3,4,5-Trimetil fenol 23.16 1314 1314(5)  121(100) 136(56) 135(25) 91(14) 39(11) - - - 953 - - - -
Teaspirano
(2,6,10,10-Tetrametill-1-oxaspiro- 138(100) 96(48) 82(43) 41(22) 109(21)
[4.5]dec-6-eno) 2331 1318 83(20) 0,30 - 027 - - - - -
p-Cresol, 2-metoxi 123(100) 138(72) 95(43) 77(24) 67(32)
(2-Metoxi-4-metilfenol) 23.72 1327 1192(2) 55(16) 043 0,38 - - - - - -
2,6-Dimetil-1,7-octadieno-3,6-diol 24.04 1335 67(100) 71(95) 43(92) 41(71) 82(63) 133 116 - - - - - -
Eugenol
(4-Alil-2-metoxifenol ) 2458 1347 1357(2)  164(100) 77(48) 103(42) 91(38) 55(38) cravo, especiarias, mel () 4,39 456 0,38 - 194 041 196 054
Damascenona 2551 1369 1382(5)  69(100) 121(38) 41(35) 39(14) 105(12) - - 1 378 062 106 035 116
Felandral
( 1-Ciclohexeno-1-carboxaldeido, 4-(1- 25.70 109(100) 79(54) 81(52) 41(42) 67(40)
metil-etil)) 1373 95(35) 319 249 1 - - - - -
Jasmona, (2)
(2-Ciclopenteno-1-ona, 3-metil-2-(2- 41(100) 110(90) 79(86) 92(82) 164(80)
pentenil)-, (2)-) 25.94 1402 1394(2) 55(72) - - - 264 - - - -
Dodecanal 26.15 1408 1408(2)  43(100) 57(97) 41(74) 55(62) 44(56) noz, grama seca (g) 0,13 0,18 0,24 - 053 027 067 043
B-Cariofileno, trans- 26.77 1423 69(100) 41(98) 93(91) 133(69) 91(60) 046 071 163 - - - - -
6,10-Dimetil-5,9-undecadieno-2-ona 2756 1442 1451(2)  43(100) 69(58) 41(43) 136(14) 151(14) - - 094 125 308 165 059 062
3-Decenolactona 97(100) 68(84) 41(29) 69(26) 108(8)
(2H-Pirano-2-ona, 5,6-diidro-6-pentil-) 28.40 1463 43(8) - - - 1,79 - - - -
Germacreno B
(1,5-Ciclodecadieno, 1,5-dimetil-8-(1- 121(100) 93(82) 105(64) 107(55) 67(50)
metil-etilideno)-, (E,E) 3211 1606 1550(2)  119(44) 032 051 - - - - - -
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Tabela 13- Compostos volateis extraidos por SPME e identificados por GC-MS com suas respectivas porcentagens de area das amostras de méis

organico
(Conclusdo)
Amostras e porcentagem de area
MO1 MO2 MO3 MO4 MO5 MO6 MO7 MO8
Composto Trmin IRc IRt lon (m/z,abundéncia em parenteses) Descricdo de aroma
Cuminona 3349 1642 1663(3)  147(100) 91(23) 43(91) 162(22) 51(18) 0,26 2,73 -
57(100) 43(76) 71(66) 41(38) 55(36)
3,4-Dimetil-1-deceno 33.74 1648,2 56(26) 0,64 0,65 0,56
a-lonona, isometil
(3-buteno-2-ona, 3-metil-4-(2,6,6-trimetil- 135(100) 150(82) 107(72) 43(48) 123(24)
2ciclohexeno-1-il)) 34.31 1664 91(26) 055 066 - - -
2-Pentadecanona 34.72 1700 1699(2) 58(100) 59(51) 64(43) 71(34) 57(13) 04 047 019 - -
Acido benzoico, fenil metil ester 36.66 1753 1761(2) 105(100) 91(43) 77(29) 212(20) 51(15) 0,17 0,39 - -
1-Cetanol 43(100) 55(79) 57(72) 41(93) 29(59)
(1-Hexadecanol) 38.99 1847 1879(2) 69(50) flores, cera (d) - - 0,28 - -
Homosalato
(Acido benzdico, 2-hidroxi-, 3,3,5- 138(100) 109(84) 120(82) 69(82) 121(65)
trimetilciclohexil ester ) 39.76 1869 41(51) - 057 -
57(100) 71(69) 43(62) 85(45) 41(29)
Heptadecano 39.86 1901 1700(7) 55(18) alcano (d) 018 030 0,28 026 033 069 032
57(100) 71(69) 43(61) 85(46) 99(18)
Heneiconsano 43.24 2101 2100(4) 41(21) alcano (d) _ 02 0,23 0,22 0,67 0,28
] 81(100) 67(99) 95(84) 82(68) 55(67)
Acido linoléico etil ester) 44.24 2141 2158(2) 68(54) 96(53) 032 - -

Legenda: (1) Karabagias et al., 2014; (2) Babushok,

2011; (3) Acevedo et al., 2017; (4) Jerkovi¢ et al., 2010; (5) Pattamayutanon et al., 2017; (

6) Moniruzzaman et al., 2014;

(7) Kus et al., 2014; (a) Castro-Vazquez, Diaz-Maroto e Pérez-Coello, 2006; (b) Galvéo et al., 2016; (c) Steen, 2017; (d)Acree e Arn, 2004. ; (e) Formisano et al., 2009; (f)

Fan et al., 2006; (g) Phi et al., 2006; (h) Lasekan et al., 2015.
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O composto 6xido de trans-linalol e linalol foram relatados em mel de Eucryphia
cordifolia com porcentagem de area de 3,62 e 0,30 respectivamente (ACEVEDO et al., 2017).

O quarto composto foi a isoforona (3,5,5-trimetil-2-ciclohexeno-1-ona), um
norisoprendide, com porcentagem que variou de 0,61% (MO6) a 13,40% (MO4). E
caracteristico pelo aroma de horteld, sendo um composto volatil importante, presente em mel
de Erica arborea (KASKONIENE; VENSKUTONIS, 2010). Os norisoprendides, como a
isoforona, ja foram identificados em meéis de eucalipto, alecrim e citrus em diferentes partes
do mundo (SORIA; MARTINEZ-CASTRO; SANZ, 2008).

O quinto foi 0 a,B-pulenenona (3,6,6-trimetil-2-ciclohexeno-1-ona) com teores que
variaram de 0,71% (MO5) a 9,00% (MO1), seguido do decanal de 1,45% (MO1) a 7,45%
(MO5) que é caracteristico pelo aroma de casca de laranja. O decanal foi relatado em mel de
Arbutus unedo L (BIANCHI; CARERI; MUSCI, 2005).

Nas amostras MO1 e MO2, o composto mais representativo foi o Oxido de
trans-linalol (2-furanometanol, 5-eteniltetraidro-a, a,5-trimetil-,trans-) com porcentagens que
variaram de 13,54% a 14,44%. O segundo composto de maior intensidade foi linalol
(3,7-dimetil-1,6-octadieno-3-ol) com teores de 11,33% (MO2) e 11,95% (MO1).

Nos melatos, o 1H-pirrol (pirrol) foi o composto mais abundante MO3 (21,61%),
MO5 (26,90%) e MO7 (26,80%). Esse composto confere aroma adocicado e de nozes.
Os pirrols podem ocorrer pela reacdo de Maillard ou da pirélise de aminoacidos, quando o
mel é submetido ao aquecimento (JERKOVIC et al., 2007). O 1H-pirrol ja foi encontrado em
mel de Robinia pseudoacacia L. e Castanea sativa L. JERKOVIC et al., 2007).

No mel MO8, o composto mais abundante foi Ho-trienol (terpeno) (21,79%), o qual
também esteve presente nas amostras MO1 (8,64%) e MO6 (23,26%). Este composto também
foi encontrado no mel italiano de Galactites tomentosa (BIANCHI et al., 2011).

Dos compostos identificados, dois estdo presentes apenas nos melatos. O primeiro é
0 terpineno-4-ol (1-(1-metiletil)-4-metil-3-ciclohexeno-1-ol)), com porcentagens de 0,47%
(MO3), 0,70% (MO5) e 1,71% (MOT7). Este composto pertence a familia dos compostos
olfativos pungente, verde e defumado. O terpineno-4-ol ja foi descrito em mel de Erica
arborea (YANG et al., 2012) e em propolis italiana (PELLATI et al., 2013). Esta substancia
possui acdo antifungica (BRILHANTE et al., 2016), antiparasita (BALDISSERA et al., 2016)
e anti-inflamatoria (HART et al., 2000). O segundo composto foi o 3,4-dimetil-1-deceno com
concentragdes de 0,64% (MO3), 0,65% (MO5) e 0,56% (MQO7), também presente em mel de
Rhus succedanea (SHIMODA; WU; OSAJIMA, 1996).
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Utilizando a ferramenta de analise de componentes principais (PCA), realizou-se
uma abordagem quimiométrica dos dados coletados a partir dos cromatogramas do CG/EM.

(Figura 11).

Figura 11- Distribuicdo fatorial (PCA) das amostras de méis organico (MO1- MO8)
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Legenda: PC1 e PC2 (A), das amostras referentes aos méis (M01 a M08). Os grupos circulados representam os
agrupamentos de amostras segundo suas caracteristicas quimicas e contribuicdo fatorial de PC1 e PC2 (B) das

amostras.

A Figura 11A apresenta o grafico de distribuicdo fatorial (scores) das amostras.
Em relacdo aos eixos PC1 e PC2, verifica-se que aqueles componentes explicam 83% da
variancia presente nas amostras. A dispersao observada pode ser explicada através da analise

dos graficos de contribuicdo fatorial (loadings — Figura 11B), os quais indicam os compostos
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que concorrem para a distribuicdo amostral observada nos eixos PC1 e PC2. A tendéncia das
amostras provindas de PC foi de agruparem-se ao longo do eixo PC2 em trés grupos.
As amostras MO3, MO4, MO5 e MOS8, agruparam-se nos eixos em PC1l negativo-PC2
negativo; as amostras MO1 e MO2 nos eixos PC1 positivo-PC2 negativo e as amostras MO6
e MO7 em PC2 positivo.

A anélise da contribuicdo fatorial (Figura 11B), dos dados obtidos dos
cromatogramas, revelou a presenca de compostos das classes de alcoois, aldeidos e cetonas
como majoritarios, sendo que 0s mais proeminentes na dispersdo dos resultados foram
acetofenona (T:=14.7 min.) oxido de 6xido de cis-linalol (T;= 15.1 min.), linalol (T= 15.5
min.), nonanal (T= 15.7 min.), a,p -Pulenenona (T= 17.1 min.), 1,8-cineol (T= 17.4 min.);
citronelal (T= 17.9 min.), 1,10-decanodiol (T;= 18.1 min.), 6xido de trans-linalol (T,= 18.2
min.), safranal (T.= 19.2 min.), 2-pineno-4-ona (T= 19.5 min.), verbenona (T= 19.9 min.),
eugenol (Tr= 24.5 min.) e felandral (T= 25.7 min.), todos predominantes no quadrante
positivo.
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5. CONCLUSOES

O armazenamento a temperatura ambiente promoveu uma reducdo significativa da
capacidade de sequestro do radical peroxila (ROO¢) pelos extratos. Portanto, € importante se
manter 0 mel a temperatura de refrigeracdo para a preservacao da atividade antioxidante.

As amostras de mel organico, proveniente da regido sul do Brasil, apresentam
compostos com capacidade de sequestro de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Os
extratos apresentaram alta capacidade de sequestro para o radical peroxila (ROO¢) e 6xido
nitrico (NOe¢), enquanto que o mel bruto in natura apresentou melhor potencial para a
desativagdo do NOe.

A capacidade de sequestro das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pelos méis
organicos também podem ser avaliadas em testes in vivo, na tentativa de comprovar o real
efeito bioldgico e promocdo dos beneficios a saude.

As andlises cromatograficas permitiram a identificacdo de compostos fendlicos que
ja sdo relatados na literatura por possuirem agdes benéficas a salde, tais como antioxidante,
anticancer, neuroprotetora, entre outras. Também foi possivel a determinacdo de é&cido
ascorbico em teores significativo nos melatos.

A andlise de compostos volateis possibilitou conhecer a composicdo
quimica dos constituintes destes méis e a analise quimiométrica auxiliou na visualizacdo da
separagdo dos méis em 3 grupos. Dos volateis identificados, dois compostos estavam

presentes apenas nos melatos, podendo assim serem considerados marcadores quimicos.
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