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SANT’ANA, Luiza D’Oliveira. Determina¢do do contetido de substancias fendlicas ¢
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os teores de fendlicos e flavonoides totais de
sessenta amostras de mel de Apis mellifera comercializadas em diferentes mesorregioes do
estado do Rio do Janeiro (Metropolitana, Sul, Centro, Noroeste Fluminense e Baixada
Litoranea). Para cada amostra foram analisados os totais de fendlicos e flavondides, através
dos métodos de Folin-Denis e cloreto de aluminio (AICls), respectivamente. Foi determinado,
também, o potencial da atividade antioxidante (%AA e CEsy) para todas as amostras de mel,
bem como para alguns padrdes de 4cidos fenolicos e flavondides. O método utilizado para
determinar a capacidade antioxidante foi o de captura do radical organico 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH) por antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 520 nm.

Os méis avaliados foram classificados de monoflorais e heteroflorais. Para os
monoflorais foi observado que os méis de Anadenanthera apresentaram a maior média em
totais de fenolicos (112,60 mgEAg/100g), e também a maior atividade antioxidante (59,93
(AA)mgEqc/500g ou 18,92 mg/mL em termos de CEsy), enquanto os méis de Eucalyptus
apresentaram, em média, o maior conteudo de flavondides totais (9,17 mgEgc/100g).

A partir dos resultados obtidos foi feito um estudo comparativo entre as varias
amostras de méis de diferentes regides quanto ao teor de fendlicos e flavondides totais, a
atividade antioxidante e algumas propriedades fisico-quimicas (HMF, acidez, pH, umidade,
atividade de agua e intensidade de coloragdo). Ao comparar esses resultados, foi possivel
observar que os méis mais escuros apresentaram uma maior atividade antioxidante e uma
maior quantidade de fenolicos e flavonoides totais, bem como valores mais altos para todos os

outros parametros fisico-quimicos comparados.

Palavras-chave: méis de Apis mellifera, substancias fenodlicas, atividade antioxidante,
parametros fisico-quimicos.
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ABSTRACT

This work aimed at the evaluation of the total phenolic and flavonoid contents of sixty
Apis mellifera honey samples, commercialized in different regions of the state of Rio de
Janeiro (Metropolis, Southern, Central, Northwestern and Seaside). For each sample, the total
phenolic and the total flavonoid contents were analyzed by the Folin-Denis and aluminum
chloride (AICl;3) methods, respectively. Also, the antioxidant activity (%AA and ECs) for all
the honey samples was evaluated, as well as for some phenolic acids and flavonoids, used as
standards. The determination of the antioxidant capacity was carried out by the method of
trapping the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl organic radical (DPPH) by antioxidant
compounds, resulting in an absorbance decrease at 520 nm.

The analyzed honeys were classified as monofloral or heterofloral. For the monofloral
samples, it was observed that Anadenanthera honeys showed the highest average value for
total phenolics (112,60 mgEars/100g) and also for the antioxidant capacity (59,93
(AA)mgEqc/500g or 18,92 mg/mL if expressed as ECsg), while the Eucalyptus honeys
showed the highest mean for total flavonoids (9,17 mgEqc/100g).

With these results, a comparative study was carried out with diverse honey samples of
different regions, in terms of total phenolic and flavonoid content, antioxidant capacity and
some physico-chemistry parameters (HMF, acidity, pH, humidity, water activity and color
intensity). Comparison of these results allowed to observe that darker honeys showed both
higher antioxidant activity and the highest values for total phenolic and flavonoid contents, as

well as for all the other physico-chemical parameters.

Keywords: Apis mellifera honey, phenolic compounds, antioxidant activity, physico-chemical

parameters.



1. INTRODUCAO

1.1. Historico, utilizacio e tipos de mel

Acredita-se que as abelhas surgiram na regido seca do interior do paleocontinente
Gondwana. As primeiras abelhas sociais sem ferrdo (Meliponinae) surgiram no meio do
periodo Cretaceo, ha cerca de 100 milhdes de anos, coincidindo com o periodo de difusdo das
angiospermas como vegetacao dominante (WINSTON, 1987). J4 as espécies de Apis surgiram
na era Cenozoica, no periodo do surgimento dos primeiros primatas (CRANE, 1999).

Dentre as 16.000 a 20.000 espécies de abelha existentes no mundo, apenas cerca de
2% sao produtoras de mel. Dentre elas estdo a Apis cerana, A. dorsata, A. floria e Apis
mellifera, sendo a ultima a mais conhecida como abelha produtora de mel (READICKER-
HENDERSON e MCCARTY, 2009).

Segundo WIESE (1995), as abelhas do género Apis ndo sdo nativas do nosso
continente americano. Esta espécie chegou ao Brasil em 1839, originada do continente
Europeu, quando o Padre Antonio Carneiro conseguiu a autorizagdo do Rei Dom Pedro II
para importar para o estado do Rio de Janeiro algumas sub-espécies de Apis mellifera
européias. GONCALVES (1998) relatou que em 1956 foram introduzidas no Brasil a sub-
espécie africana Apis mellifera scutellata, pelo geneticista Warwick Estevam Kerr.

Atualmente, a maior responsavel pela produ¢do de mel no Brasil ¢ a abelha
africanizada, mais agressiva, hibrido das abelhas européias (Apis mellifera mellifera, Apis
mellifera ligustica, Apis mellifera caucasica e Apis mellifera carnica) com a abelha africana
Apis mellifera scutellata (CAMARGO et al., 2003).

Em geral, o mel ¢ um liquido viscoso e doce produzido pelas abelhas, comumente a
partir do néctar das flores, que ¢ transportado pelas abelhas operarias em suas bolsas meliferas
até a colméia, onde o armazenam e maturam para servir como reserva de alimento para o
periodo de escassez das floradas (OSACHLO, 2004).

O mel tem sido apreciado ao longo do tempo por seu sabor doce e por suas
propriedades medicinais. Apés a Era do Gelo, o homem cacava as abelhas com tochas, que
produziam fumaga e as acalmavam, possibilitando a retirada do mel (NATIONAL HONEY
BOARD, 2001). Ha em diversos lugares pinturas anteriores a 6000 AC, que relatam a caca
pelo mel e sua utilizagdo (Figura 1) (BOGDANOYV, 2009a). Na Babilonia ¢ na Grécia
Antiga, o mel era utilizado para conservar corpos de reis e generais mortos em batalha, até

que pudesse ser feito o funeral. Na Idade Média, o mel era um alimento tdo importante para a



subsisténcia que ha inclusive registros de testamentos destinando colméias com abelhas a
pessoas da familia ou a Igreja (VARGAS, 2006). Com o passar dos anos o homem foi
aperfeicoando e aprendendo métodos mais eficientes e menos exploratérios de trabalhar com

as abelhas.

|

Figura 1: Da esquerda para direita: pintura feita na Espanha (6000 AC), de homem coletando
mel; mencao do mel nos livros sagrados da India Antiga (2-3000 AC); pintura feita na Tumba
de Pabasa (monumento egipcio) em 760-656 AC (BOGDANOYV, 2009a)

O mel ¢ também um importante integrante da medicina popular, sendo comumente
utilizado por via oral ou tdpica contra diversas enfermidades. Muitas vezes o mel ainda ¢é
misturado com ervas, graos e outros produtos de origem botanica, com a finalidade de agregar
ou aumentar suas propriedades medicinais (OSMAN et al., 2003; KOSHIO e ALMEIDA-
MURADIAN, 2003; REIS et al., 2002).

Ha diversos relatos da utilizacdo das propriedades medicinais do mel desde a
antiguidade, como nas tabuas de argila sumerianas (6200 AC), nos papiros egipcios (1900-
1250 AC), nas escrituras Hindus, ha 5000 anos, no Alcordo, Talmude, na Biblia ¢ diversas
outras escrituras como nos livros sagrados da [ndia, China, Pérsia e Egito (GELLER, 2004;
OFFICE OF COMPLEMENTARY MEDICINES, 1998; BOGDANOV, 2009a). Suas
diversas utilizagdes populares incluem o tratamento contra tosse e afeccdes de garganta,
queda de cabelo, tlceras gastricas e constipagdo. Na Nigéria, o mel também ¢ utilizado contra
dor de ouvido e na India, ha a utilizagio do mel de Lotus contra doencas oftalmologicas
(MOLAN, 2001; LUCAS et al., 2000).

Durante muito tempo o mel foi uma fonte muito importante de carboidratos e o inico
adocgante disponivel, até comegar a ser substituido pela produgdo industrial de agucar, a partir
de 1800. Segundo levantamentos estatisticos, atualmente, a produgdo anual de mel ¢ de cerca
de 1,2 milhdes de toneladas, que corresponde a menos que 1% da producdo total de agtcar

(BOGDANOV, 2010).



O Brasil ¢, atualmente, o 11° maior produtor mundial de mel, porém o consumo de
mel no pais como alimento ainda ¢ muito baixo (aproximadamente 300g/habitante/ano),
sendo mais consumido como medicamento nas épocas mais frias do ano, quando aumentam
os casos de problemas respiratorios (CAMARGO et al., 2003). Em uma pesquisa feita no
municipio de Itabuna-BA, 66% dos entrevistados consumiam mel com a finalidade de cura de
doencas, sendo 41% por tosse e 40% por gripe (MAGALHAES et al., 2007). H4 politicas
publicas como tentativas de aumentar o consumo de mel como alimento no pais, como o
Programa de Aquisi¢ao de Alimentos desenvolvido pela CONAB (Companhia Nacional de
Abastecimento), realizando compras de mel diretas dos apicultores para distribui¢do em
diversas instituicdes (SIMOES e TEIXEIRA, 2009).

O baixo consumo de mel no Brasil torna a exportagdo uma alternativa aos produtores a
alta producao gerada no pais. Em 2004, porém, houve uma grande queda na exportagao por
conta do bloqueio da Unido Européia aos méis brasileiros, que até entdo absorvia a maior
parte da producao, alegando falta de controle e monitoramento de residuos e contaminantes.
Com isso os Estados Unidos passaram a ser o principal importador do mel brasileiro, mas a
custos mais baixos. O embargo foi apenas liberado em 2008, apds dois anos de adequagdes,
que acabaram por gerar melhorias no setor (CRESPAM e SCHERER, 2009). Em 2009, a
producdo brasileira atingiu um marco histérico de 50 mil toneladas de mel (KOHLMANN,
2009), ultrapassando ainda o “record” anual de exportag¢do do pais (XEYLA, 2009).

Os numeros mostram que a apicultura virou um instrumento de inclusdo econémica e
alternativa de emprego e renda para pequenos produtores de mel. Alguns produtores de
diferentes regides do pais ja adotam a apicultura como sua principal fonte de renda familiar e
decidiram investir cada dia mais nessa atividade, entretanto, ¢ uma atividade que requer
capacitacdo, gerenciamento de tecnologia e apoio governamental. Essa capacitacdo se refere a
profissionalizagdo do pequeno produtor, pois a qualificagdo e especializagdo sao fundamentais
para que seu produto se torne competitivo no mercado nacional e internacional.

Segundo BRASIL (2000), os méis florais podem ser considerados como uniflorais ou
monoflorais, quando tem origem predominante de uma tnica familia, género ou espécie, com
caracteristicas proprias, ou multiflorais ou heteroflorais, quando hd mais de uma origem. Ha
ainda os méis de melato, provenientes do caule da bracatinga (Leguminosae fabaceae) ou do
ingd (Inga uruguensis), que ao invés do néctar de flores, e estdo presentes em sua composicao
secrecoes de partes vivas de plantas ou excrecdo de insetos sugadores de plantas. Estes méis

também se caracterizam por nao possuirem graos de poélen (CAMPOS et al., 2003).



Os méis florais sdo obtidos majoritariamente através do néctar das flores, cujos
principais constituintes sdo os carboidratos e sais minerais. Alguns possuem maior quantidade
de sacarose, outros de frutose e glicose. Ja o polen fornece as abelhas seu suprimento de
proteinas, sais minerais e produtos bioldgicos especiais utilizados na sua alimentagdo.
Também possuem em sua composicdo os aminoacidos necessarios a alimentagdo das abelhas
e outros componentes. A composi¢cdo do polen varia entre espécies de plantas; também sofre a
influéncia da idade, da condi¢do nutricional da planta e das condigdes ambientais durante o
desenvolvimento da planta (MARCHINI et al., 2006).

O Brasil possui uma grande variedade de floradas, que dao origem a méis de
diferentes sabores, odores e aspectos. A Tabela 1 a seguir mostra algumas floradas brasileiras

€ suas caracteristicas.

Tabela 1: Algumas floradas do Brasil (KISS, 2008)

Flores Local Descricao do mel
Angico Semi-arido e Cerrado muito claro
Assa peixe  Sudeste e Cerrado branco e de dificil cristalizacao

Bracatinga  Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul  escuro e de rapida cristaliza¢do

Caju Cear4, Piaui e Rio Grande do Norte dourado
. .. Sao Paulo, Minas Gerais, Parana e Rio de dourado-claro e de rapida
Capixingui . e
Janeiro cristalizacao
Cipo6-uva Sul do Cearé e Cerrado branco-claro
Eucalipto Sao Paulo, Parand e Bahia dourado-claro
Marmeleiro  Semi-arido nordestino branco e de dificil cristalizacao
Vassourinha Sudeste claro e de dificil cristalizacao

Além das diferentes floradas, hé& varios outros fatores que influenciam as
caracteristicas do mel, como o clima, solo, umidade, altitude, origem da abelha e até mesmo a
manipulacdo do apicultor, que pode inclusive induzir as abelhas & producdo de algum
determinado tipo de mel através do cheiro. Caso ndo sofram indugdo, as abelhas tendem a
procurar o cheiro que estiver predominando no ar, e caso haja mais de um aroma, dardo
preferéncia as espécies com néctar em maior quantidade e mais rico em glicose (NUNES,
2005).

Alguns méis sdo de dificil cristalizagdo, como o mel de assa peixe e cambara, ja
outros, como os méis de eucalipto, cristalizam mais facilmente. A cristalizagdo do mel

também pode ser induzida e controlada, a fim de gerar produtos comercialmente chamados de



“méis cremosos” (BERG, 1998). Ha diversos fatores que influenciam na cristalizagdo, como a
porcentagem de agua do mel, o indice glicose/frutose, cuja maior concentragdo de glicose
reduz a solubilidade e favorece a precipitacdo, a presenca de bolhas de ar, que funcionam
como nucleos de cristalizagao, baixas temperaturas, etc. (ARAUCO, 2008).

Além da cristalizagdo, a composicao de carboidratos também influencia em algumas
caracteristicas reoldgicas do mel, como a viscosidade, e estas podem sofrer uma grande
variacao de acordo com o tipo de mel. A frutose ¢ um agucar bastante higroscopico, bem mais
do que a glicose, que apesar de ter o mesmo numero de hidroxilas que a frutose, estas se
encontram menos disponiveis para realizar interagdes de hidrogénio com moléculas de agua
(SERAVALLI e RIBEIRO, 2007). Portanto, uma maior razdo frutose/glicose, além de
prevenir a cristalizacdo do mel, proporciona uma maior viscosidade.

CRANE (1985) em suas pesquisas relatou que tanto o conteudo total quanto a
composicao de actcar do mel influenciam na sua dogura. Os dois agucares principais do mel
sdo a frutose e a glicose. Normalmente, ha ligeira predominédncia da frutose, por conta da
conversao de parte da glicose em frutose pelas abelhas, através da enzima glicose isomerase
(BELITZ et al., 2009).

A coloragdo do mel varia de incolor a castanho escuro, tendo geralmente tonalidade
amarela ou ambar (Figura 2). Enquanto a cor pode depender da origem botanica, tempo de
prateleira e condi¢des de estocagem, a transparéncia do mel esté relacionada a quantidade de
particulas em suspensdo, como os graos de polen. As cores mais raras de mel sdo amarelo
brilhante (mel de girassol), tons avermelhados (mel de castanha), acinzentados (eucalipto) e
esverdeado (melato) (OLAITAN et al., 2007). Seu odor pode variar de suave a forte, muitas
vezes predominando um aroma floral, citrico, amadeirado ou de frutas frescas. Assim como o
aroma, o sabor do mel também varia com a origem floral, podendo ser de maior ou menor

intensidade, dogura, acidez, etc. (ODDO e PIRO, 2004).

e diferentes aspectos (http://161.58.48.157/media/imag
egallery.asp)




Essa grande variedade composicao, cores, odores e sabores fazem ser Unico cada tipo
de mel comercializado, e por isso ha cada vez mais pesquisas sobre a sua composi¢ao quimica
e como esta influencia nas caracteristicas sensoriais, perceptiveis ao consumidor, a fim de

entender as suas diferencas de valorizagao no mercado.

1.2. Composic¢ao quimica do mel

A composicao do mel € bastante complexa, sendo constituida de uma mistura de cerca
de 200 componentes, onde se destacam os carboidratos, e podem estar presentes enzimas,
aminoacidos, minerais, acidos organicos, vitaminas, ceras ¢ graos de polen (GHEDOLF et al.,
2002; CRANE, 1985; WHITE, 1979). Porém, basicamente, ¢ uma solugdo supersaturada de
acucares, com predominancia de glicose e frutose, e cerca de apenas 17% de 4gua em sua
composi¢ao final. Isso ocorre devido a acdo de evaporacao promovida pelas abelhas, que na
manipulagdo do néctar batem as asas para aumentar a exposi¢do ao ar € eliminar o excesso de
umidade, e também utilizam suas trombas para absorver parte da 4gua e inserir enzimas.
Além de ser um mecanismo para regulagdo da temperatura, a retirada do excesso de agua
aumenta a concentracdo de glicose e frutose, tornando o mel mais estavel e menos susceptivel
a ataques de microrganismos (WINSTON, 1987).

Segundo a legislagdo nacional (BRASIL, 2000), que regulamenta a padronizagdo do
mel para fins de comercializa¢do, o mel de Apis mellifera nao deve exceder o valor maximo
de 20% de agua. Ja para os méis de meliponineos do Brasil, como Tetragonisca angustula
(jatai), que possuem teores de dgua mais altos que o de Apis, o limite maximo sugerido ¢ de
35% (ANACLETO et al., 2009).

Além da frutose e da glicose, também estdo presentes no mel dissacarideos,
trissacarideos e oligossacarideos, mas em quantidade muito inferiores. Por ser um alimento
concentrado, possui uma grande quantidade de calorias (304 cal por 100 g de mel). Na maior
parte dos méis a frutose ¢ o aglicar predominante. Isso faz com que o mel seja levemente mais
doce que a sacarose, sendo em média de 1 a 1,5 vezes mais doce (NATIONAL HONEY
BOARD, 2005). Em compara¢do com a sacarose, o mel também possui menor efeito
cariogénico devido a sua atividade antibacteriana, podendo ser utilizado em substitui¢do no
processamento de diversos doces (BOGDANOV et al., 2008).

O mel também possui, em pequenas quantidades, proteinas, vitaminas e minerais. A

quantidade de aminoacidos ¢ baixa, tendo uma média de 18 aminoacidos essenciais e nao-



essenciais, sendo os tipos e concentragdes varidveis de acordo com a origem floral. A prolina
e a lisina sdo os aminodcidos mais freqiientes, mas também podem ser encontrados a
fenilalanina, a tirosina, € os acidos glutdmico e aspartico. Os acidos organicos contribuem
para um sabor levemente azedo, e também auxiliam na atividade antimicrobiana do mel. O
acido organico presente em maior quantidade ¢ o 4cido gliconico, mas também estdo
presentes o acido butirico, acético, formico, latico, succinico, malico, citrico, maleico, oxalico
e piroglutamico (NATIONAL HONEY BOARD, 2006; ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010).
Dentre as varias enzimas presentes no mel, algumas sdo introduzidas pelas abelhas,
outras oriundas do néctar das flores. Assim como ocorre em outros aspectos do mel, a
atividade enzimatica pode variar intensamente com a origem floral e outros fatores
ambientais. As principais enzimas presentes no mel sdo a diastase (a-amilase), invertase (o-
glicosidase), glicose oxidase, catalase e fosfatase acida (Tabela 2). A diastase, por exemplo, ¢
a enzima responsavel por converter amido a dextrinas, e ¢ introduzida no mel pelas abelhas.
Alguns fatores que influenciam a presenca destas enzimas sdo a composicao e quantidade do
néctar, e também a idade das abelhas. A abundancia de néctar geralmente resulta em valores
baixos de atividade de diastase e invertase. As enzimas permanecem no mel conservando sua
atividade por algum tempo, a menos que sejam inativadas pelo aquecimento (CAMARGO et

al., 2003).

Tabela 2: Principais enzimas presentes no mel e suas fungdes (NATIONAL HONEY
BOARD, 2005)

Nome comum Nome / Grupo Reacbes quimicas catalisadas

transforma amido em outros carboidratos

i i -amil . . . ,
Diastase / Amilase o ¢ B-amilase (dextrinas, oligo, di e monossacarideos)
L converte sacarose em glicose e frutose (agucar
Invertase / Sacarase a-glicosidade ) . & (ag
invertido)
: . . converte glicose em gliconolactona, que gera
Glicose oxidase grupo das peroxidases ;. g1c g1 ona, que g
acido glucdnico e peroxido de hidrogénio
rupo das . , A
atalase £ converte peroxido a agua e oxigénio
¢ oxidoredutases p & &
Fosfatase acida - remove fosfato dos fosfatos organicos
Protease grupo das hidrolases de  hidrolisam proteinas e polipeptideos para gerar
proteina peptideos de baixo peso molecular
Estearase grupo das hidrolases quebram ligacdes de ésteres

converte B-glicanas em oligossacarideos e

B-glicosidase - alicose




A enzima invertase, presente nas glandulas hipofaringeas das abelhas operarias, ¢ a
enzima de maior importancia no mel, pois ¢ a responsavel pela conversdo da sacarose do

néctar em glicose e frutose (Figura 3) (http://www.airborne.co.nz/Enzymes.html, 1999).

CH,0H CH,OH
) O M CHOH 0. H H O H CHOH _O._ H

OH + H;0  Inwertase SH +
OH o=\ HofeHon — H  HO

) OH OH  HO CH,OH
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Sacarose Glicose Frutose

Figura 3: Conversdo da sacarose a glicose, através da enzima invertase (adaptado de
WIECHOCZEK, 2000)

A frutose e a glicose fazem parte de 38% e 30% da composicdo quimica do mel
(Tabela 3), respectivamente. Essa propor¢ao frutose/glicose confere beneficios a saude, pois
os derivados da frutose ativam a liberagdo da glucoquinase no figado, enzima necessaria a
conversao da glicose em glicogénio, um polissacarideo composto por unidades de glicose,
sendo a principal reserva energética nas células animais (FESSENDEN, 2007).

Apesar da grande quantidade de frutose e glicose, o mel deve conter uma baixa
quantidade de sacarose. A quantidade maxima geralmente aceita em méis florais ¢ de 50g/kg,
mas em alguns méis, devido a fonte do néctar, a concentracao pode chegar a 100g/kg, como ¢
o caso dos méis de alfalfa (Medicago sativa) e Citrus spp. J& os méis de lavanda (Lavandula
spp) e borago (Borago officinalis) podem chegar até 150 g/kg (CODEX STANDARD, 1981).

Quanto aos agucares redutores (frutose e glicose), os méis florais ndo devem ter menos

do que um total de 650 g/kg e os méis de melato, 600 g/kg (BRASIL, 2000).



Tabela 3: Composicao média do mel (VARGAS, 2006)

Média Faixa de variacio Desvio Padrao

Taxa Frutose/Glicose 1,23 0,76 - 1,86 0,126
Frutose (%) 38,38 30,91 - 44,26 1,77
Glicose (%) 30,31 22,89 - 40,75 3,04
Minerais (%) 0,169 0,020 - 1,028 0,15
Umidade (%) 17,2 13,4-229 1,46
Acgucares redutores (%) 76,75 61,39 - 83,72 2,76
Sacarose (%) 1,31 0,25 -7,57 0,87
pH 3,91 3,42-6,10 -

Acidez total (meq/kg) 29,12 8,68 - 59,49 10,33
Proteina (mg/100g) 168,6 57,7-567 70,9

(0,1686%) (0,0577 - 0,567%)

Hé varias diferengas entre a composi¢ao quimica e as propriedades dos méis florais e
do melato. O melato possui maiores quantidades de nitrogénio, em sua maior parte sob forma
de aminoécidos. Também possui mais cinzas, mais sacarose, menos agucares redutores e
maior valor de pH que os méis florais. Quanto a presenga de acidos organicos, destaca-se o
acido citrico. A quantidade de carboidratos ¢ alta, assim como nos méis florais, porém estes
sdo oriundos da seiva do floema das plantas ou da acdo de enzimas do organismo de insetos
(VARGAS, 2006). Tanto os méis florais como os de melato possuem uma grande variedade
de substancias organicas (Figura 4).

Os méis escuros possuem maior quantidade de minerais, uma média de 2.148 ppm,
enquanto os méis claros possuem um total de apenas cerca de 461 ppm de minerais (NUNES,
2005), sendo o principal mineral encontrado o potéssio. Estudos mostram que, além dos
minerais, a quantidade de 4cidos fenolicos em méis escuros tende a ser maior do que em méis
claros, e estes também possuem em geral maior atividade antioxidante (FERREIRA ef al.,
2009). Contrariamente, os méis claros sdo mais aceitos € mais valorizados no mercado.
Comparando as diversas origens botanicas dos méis monoflorais, costuma haver uma
predominancia da coloragdo clara sobre a escura (MODESTA, 2007).

O mel também possui uma grande quantidade de compostos volateis. Um dos
principais ¢ o 2-fenilacetaldeido, mas dependendo da fonte floral e das condi¢des ambientais,
ha diversos outros compostos volateis que influenciam no aroma do mel (OVERTON e

MANURA, 1999).
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Figura 4: Exemplo de substancias comumente presentes no mel (MOYNA, 1999; WOLSKI
et al., 2006)

O mel é um alimento bastante atrativo por proporcionar ao consumidor sabores e
aromas Unicos, sendo também um marco regional, despertando a curiosidade do consumidor
em conhecer as caracteristicas sensoriais de um mel de determinada regido ou florada. Além

da utilizacdo como alimento, um dos maiores atrativos na comercializacdo de méis sao suas
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propriedades medicinais, que assim como as caracteristicas organolépticas, podem sofrer
grande variagdo de acordo com a regido, época, clima ou florada.

E importante, portanto, haver a divulgagdo do conhecimento cientifico a respeito da
imensa gama de utilizagcdes populares que o mel apresenta, levando em consideragdo sua
composicao e variedades, a fim de valorizar ainda mais seu consumo e evitar sua utiliza¢ao de

forma inadequada.
1.3. Propriedades biologicas do mel

O mel ¢ utilizado por diversas culturas, tanto na medicina tradicional como popular,
sendo empregado com bons resultados no tratamento de queimaduras, desordens
gastrointestinais, feridas infeccionadas e ulceras na pele (JALALI et al., 2007; ALVAREZ-
SUAREZ et al., 2010).

Os antioxidantes naturais, especialmente os flavonoides, possuem uma grande
variedade de aplicagdes biologicas, incluindo anti-inflamatoria, anticancerigena, anti-alérgica,
anti-trombotica e vasodilatadora. Flavonoides com atividade antimicrobiana também foram
detectados em varios tipos de mel, como o canferol, quercetina, naringenina e pinocembrina,
presentes, por exemplo, no mel de girassol (AL-MAMARY et al., 2002; VIUDA-MARTOS
et al., 2008; PYRZYNSKA e BIESAGA, 2009).

Em um estudo realizado por SCHRAMM et al. (2003), foi demonstrado que o
consumo de 1,5g de mel/kg de massa corporal aumentou significativamente o conteudo total
de fendlicos no plasma, assim como sua capacidade antioxidante e redutora.

Desde a antiguidade, ha relatos da utilizacdo do mel como antimicrobiano pelos
egipcios, chineses, assirios, gregos € romanos. Mesmo ap6s a Il Guerra Mundial, o mel
continuou sendo usado pelas suas propriedades antibacterianas no tratamento de feridas
(KNOX, 2004). Essa utilizacdo perdurou até a década de 1940, com a ascensao da producdo
industrial de antibidticos. Porém, com os atuais problemas de resisténcias de bactérias a
antibidticos, a atividade antimicrobiana do mel voltou a ser um foco de atengdo como uma
possivel alternativa (MOLAN, 2006).

A atividade antibacteriana mais estudada do mel ¢ a a¢do da enzima glicose oxidase,
que ¢ introduzida no mel pelas abelhas. Esta enzima ¢é praticamente inativa nos méis em seu
estado natural, o que € causado pelo baixo pH (em média, 3,9). Esta enzima se torna ativa em
méis diluidos, gerando a partir da glicose, o perdéxido de hidrogénio e o 4cido gliconico, sendo

o peroxido de hidrogénio responsavel por grande parte da atividade antibacteriana. Durante o
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processo de maturacdo do mel (méis verdes), o peroxido de hidrogénio ¢ capaz de impedir a
acdo microbiana até que a quantidade de dgua esteja baixa e a quantidade de agucares alta, a
ponto de impedir a proliferagao de microrganismos (CARAVACA, 2009). A enzima catalase,
no entanto, presente em alguns méis por ser oriunda do néctar de plantas, possui a atividade
inversa, decompde o peroxido de hidrogénio (H,O;) em oxigénio e dgua, reduzindo assim, a
acdo antimicrobiana de determinados méis.

A acidez e o efeito hiperosmotico proporcionado pelo mel devido a sua baixa umidade
promovem a desidratagdo de microrganismos, sendo também fatores que auxiliam na
atividade antimicrobiana do mel (OLAITAN et al., 2007; KWAKMAN et al., 2010).

Em teste microbiologico feito contra Staphylococcus aureus realizado por
BOGDANOV (1997), o mel de rape atingiu a melhor atividade, acima de 70% de inibicao,
seguida do mel de melato, dente-de-ledo e lavanda, que atingiram porcentagem de inibigao
maior que 60%, tendo sido observado pelo autor que os méis com maiores quantidades de
acidos totais e livres apresentaram maior atividade. Os méis de melato sdo em geral bons
agentes antibacterianos, antivirais e antifungicos. O contetido de flavondides e 4cidos
fenolicos também ¢ em geral alto quando comparado a outros méis (OTILIA et al., 2008).

Varios compostos naturais com atividade antimicrobiana também ja& foram
identificados em diversos tipos de mel. O mel de manuka, por exemplo, de origem monofloral
de Leptospermum scoparium, planta caracteristica da Nova Zelandia, ¢ conhecido por sua alta
atividade antimicrobiana, havendo inclusive curativos comerciais a base deste mel (WOUND
CENTRAL, 2007). Sua atividade antimicrobiana ndo esta apenas relacionada a producao de
peroxido de hidrogénio, mas também a componentes derivados da planta. O principal deles ¢
o metilglioxal, que se origina das altas concentragdes de diidroxiacetona presente no néctar
das flores de manuka (ADAMS et al., 2009). O metilglioxal ¢ um intermediario da reagdo de
Maillard entre a diidroxiacetona com aminoacidos e proteinas (Figura 5), como a glicina.
Também pode ser formado diretamente pela diidroxiacetona fosfatase através da enzima
metilglioxal sintase. Foi observado por HENRIQUES et al. (2010) que um acondicionamento
deste mel a 37°C gerou um decréscimo do total de diidroxiacetona e um aumento

consideravel de metilglioxal.



(0]
(0]
" .
HO\)J\/OH OH —_— "o NH,
\—/:NHZ HO\X/OH
diidroxicetona glicina
(meio acido)
HO o) HO 0o
equilibrio
ceto-enolico
NH —_ NH (’T
(—
HO o) HO\/&/O
H

Produto do rearranjo de Heyns

13

H O ¢-- jcina H 0 Tautomerizagio H O
\(":/U;HE - Eeh:pmtnnaﬂa ~c? cez-enélica: \‘(lfﬁ
! —_ -_—
! cd o
—~ T el - 0 CH, O CH;
HO-H,C NH-CH,-CO,H | 2 :
’ a'.'.'_-___:____z__x H/
metilghoxal

Figura 5: Mecanismo de formagao do metilglioxal através da Reagdao de Maillard (adaptado

de SHIPAR, 2006)

Outro fator que também promove a acdo cicatrizante e antimicrobiana do mel ¢ alta

concentracdo de agucares, que gera uma acdo osmotica de retirada de fluidos das feridas,

aumentando a dilui¢do do mel (com isso aumentando também a geracdo de H,0O,), tornando

assim, o ambiente com umidade mais equilibrada. Isso auxilia na cicatrizagdo e previne a

aderéncia do curativo, com a vantagem do meio continuar muito concentrado para o

desenvolvimento de microrganismos. A alta viscosidade, por sua vez, promove uma barreira

contra infeccdes (MOLAN, 2006).

Pesquisas utilizando méis destilados (hidroméis) demonstraram que estes sao

compardveis aos antimicoticos comerciais para a inibicdo de Candida albicans, e ja foi

demonstrado também que alguns tipos de méis possuem atividade contra dermatofitoses.
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Outros estudos indicam atividade do mel contra diversas desordens oftalmologicas como
blefarite, conjuntivite e queratite, sendo geralmente utilizado em forma de pomada. Ainda ha
varias outras atividades relatadas, como contra Ulceras, gastrite e diarréia, pois além da sua
atividade antimicrobiana, promove o reparo da mucosa intestinal, estimulando o crescimento
de novos tecidos e funcionando como um agente antiinflamatério (NATIONAL HONEY
BOARD, 2003; NAMIAS, 2003).

Na Alemanha, o mel tem sido aplicado com injegdes intravenosas, € tem substituido a
glicose no tratamento de cardiacos, tendo também aplicagdes contra insuficiéncias coronarias,
miocardites, arritmias e angina (MASSON, 1986). Também j4 foi relatada atividade oral e
intravenosa contra pneumonia (ABDULRHMAN, 2008) e na melhoria das fun¢des hepaticas
e renais, causando menor hiperglicemia do que com o uso de dextrose, em teste realizado com
carneiros (AL-WAILI, 2003).

O mel também possui atividade contra o escurecimento de frutas e vegetais, na
deteriora¢do oxidativa e no controle de crescimento de patégenos em alimentos, devido a
certos compostos presentes, como o a-tocoferol, acido ascorbico, flavonoides e outras
substancias fenodlicas, além de enzimas, como a glicose oxidase, catalase e peroxidase. Muitas
dessas substancias possuem atividade antioxidante e inibem a a¢do da polifenol oxidase, ou
tirosinase, enzima responsavel pelo escurecimento de alimentos. O mel tem sido estudado
como uma alternativa ao uso de sulfitos no controle do escurecimento de alimentos e no
processamento de certos alimentos como uvas passas claras, ma¢a e sucos (CHEN et al.,
2000).

O mel também possui algumas aplicagdes industriais, sendo utilizado, para estes fins,
geralmente os méis mais escuros, que ndo sdo tdo apreciados pelos consumidores. Uma de
suas maiores utilizagdes ¢ na industria de cosméticos, sendo incorporado a diversos produtos
para agregar valores desejaveis aos consumidores, como a umectancia (HOWARD, 2005).

Uma de suas recentes aplicacdes industriais € como catalisador na sintese de
nanoparticulas de metais como ouro e prata, sendo utilizado como material de partida o acido
clorodurico (HAuCly) e nitrato de prata (AgNOs), respectivamente. Ao ser adicionada uma
base ao sistema, esta promove a abertura da cadeia dos agucares redutores através da
abstra¢do do hidrogénio alfa ao oxigénio do anel e os ions metalicos oxidam a glicose ao
acido gliconico. Com a adi¢do progressiva de base, h4 um aumento do pH e mais acido
gliconico ¢ produzido através da glicose (Figura 6), o que promove uma redugdo rapida dos
ions de ouro ou prata, formando um grande numero de nanoparticulas muito pequenas

(PHILIP, 2010). A aplicagcdo do mel como catalisador promove uma “quimica verde”, menos
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poluente e mais economica que os outros métodos de sintese de nanoparticulas (PHILIP,

2009).

HaAn(l,
0,, NaOH

3+
A —— A_u“

Figura 6: Redugdo dos ions AuCl* a A’ (adaptado de LIANG et al., 2008)

O mel também tem sido estudado por sua acdo anticorrosiva. A maior parte das
substancias anticorrosivas tem estruturas que apresentam fungdes polares com atomos de
nitrogénio, enxofre ou oxigénio, sendo a maioria destas substincias toxicas aos seres humanos
e ao ambiente, e a sintese € muitas vezes cara, assim o mel seria uma alternativa eficiente,
nao-toxica e de mais baixo custo. Ha publicagdes recentes que relatam uma boa capacidade
anticorrosiva do mel em superficie de cobre (EL-ETRE ¢ ABDALLAH, 2000) e liga de ago-
carbono em varias solugdes, bem como em liga metalica de Al-Mg-Si (aluminio-magnésio-
silicio) em 4gua do mar (ROSLIZA et al., 2010).

Em um estudo feito por RADOJCIC et al. (2008), foi feita a comparagdo da atividade
anticorrosiva do mel de acacia, de coloragao clara, e o mel de castanha, de coloragdo escura,
em superficie de estanho. O mel de castanha apresentou maior atividade anticorrosiva, e
também maior concentracdo de flavonoides, tendo a miricetina em quantidade significativa,
ao contrario do mel de acécia, que ndo apresentou este flavonoide em sua composi¢do. Foi
concluido que diversos compostos contendo oxigénio (polifendis) podem ser adsorvidos no
metal corroido (Figura 7), e como a miricetina presente no mel de castanha possui seis
grupos hidroxila eletrodoadores, ha a tendéncia de aumentar o efeito de inibi¢do da corrosao

ao formar quelatos com os cations metalicos.

Figura 7: Quelatos de ions metalicos com flavonodides (VANKAR et al., 2009; PIETTA,
2000)
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Outra aplicacdo industrial ¢ a utilizacdo como flavorizante de tabaco, pois ajuda a
neutralizar o sabor amargo do cigarro. Em contrapartida, durante a queima dos agtcares ha a
geragao de substancias dicarbonilicas, que se ciclizam formando derivados de furano, como o
S-hidroximetilfurfural (HMF), que fica presente na fumaga gerada, prejudicando a satde do
usuario e das pessoas ao redor (TALHOUT et al., 2006).

Apesar das varias propriedades benéficas de méis de diversas origens florais, o mel
oriundo do néctar de plantas da familia Rhododendron, como R. luteum, R. ponticum e R.
simsii, chamado de “mel bravo”, pode causar certos efeitos colaterais como arritmia cardiaca,
hipotensdo e problemas respiratorios, por conter em sua composi¢do uma neurotoxina
chamada grayanotoxina ou rhodotoxina, substancias presentes nas folhas e flores destas
plantas, que crescem em algumas areas montanhosas da Turquia, Japdo, Brasil e alguns
lugares da América do Norte e Europa (DUBEY et al., 2009).

O mel também tem sido identificado como uma das maiores fontes de intoxicacao
alimentar por Clostridium botulinum, bactéria causadora do botulismo (RAGAZANI et al.,
2008). Segundo o Informe Técnico da ANVISA n° 37/2008, por conta da contaminagdo de
cerca de 16% do mel brasileiro com esta bactéria, deve ser evitada a administracdo de mel a
criangas menores de um ano, que sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento da doenga, devido
a imaturidade da flora intestinal. H& méis comercializados que sdo previamente tratados com
irradiagdo-gama, este processo mata os esporos sem comprometer a atividade antimicrobiana
do mel (MOLAN, 2001).

Como qualquer outro alimento, € necessario um controle de qualidade do mel para se
evitar intoxicagdes ou ingestdo de um produto cuja composi¢do quimica ou aspectos

sanitarios estejam fora dos padrdes.
1.4. Alguns aspectos de qualidade do mel

Devido a0 medo de comprar méis adulterados, muitos consumidores tendem a
comprar o mel diretamente do produtor, ou recorrem a métodos empiricos e populares para
identificar a pureza do mel, com falsos mitos como a crenga de que o mel puro nao cristaliza.
A adulteragdo ¢ realizada em fungdo do alto custo, da facilidade e da impunidade no pais. A
adulteracdo do mel é geralmente feita com a adi¢do de outros carboidratos, como a glicose
comercial, solugdo de sacarose ou sacarose invertida, proveniente de cana ou milho.
Atualmente, ha inclusive adulteradores que incluem poélen, corantes e aromatizantes, a fim de

tentar burlar os consumidores e os métodos de controle de qualidade (VARGAS, 2006). Outro
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problema tem sido a contaminacdo de méis com antibidticos usados no tratamento de doengas
das abelhas (BOGDANOV et al., 2008).

Viérios aspectos da qualidade do mel sdo influenciados pela fonte de néctar, como a
composi¢do de agucares, acidez, sabor e odor (SANDE et al, 2009). Apesar das
caracteristicas dos méis dependerem, em grande parte, da origem floral e geografica, certos
aspectos de sua composicdo quimica e alguns pardmetros fisicos possuem intervalos
aceitaveis, permitindo a realizacao de analises para seu controle de qualidade.

Segundo resolucao da ANVISA (1978), o mel ndo pode conter substancias estranhas a
sua composi¢do normal, nem é permitida a adicio de corretivos de acidez. E permitido o
aquecimento do mel até o limite de 70 °C, desde que seja mantida sua atividade enzimatica.
Pode apresentar-se parcialmente cristalizado e ndo apresentar caramelizagdo, nem espuma
superficial. Também ¢ proibida a adicao de corantes, aromatizantes, espessantes, conservantes
e edulcorantes de qualquer natureza, naturais ou sintéticos.

As solugdes de mel em geral apresentam rotacdo levogira devido a presenga da
frutose, enquanto a sacarose utilizada na falsificagdo do mel é dextrogira. E possivel, portanto,
avaliar a concentracdao de sacarose no mel através da medicao da rotagao da luz polarizada A
concentragdo de sacarose presente no mel deve ser baixa, com um limite de 6% para os méis
florais e 15% para melato. Um teor de sacarose superior ao aceito pode indicar também uma
colheita prematura, na qual ainda ndo houve conversao deste aglicar a glicose e frutose pela
acdo da enzima invertase (BOGDANOV, 2009).

O conteudo de 4gua do mel pode ser avaliado por refratometria, € caso exceda o limite
de 20% ¢ considerado inadequado para consumo, pois o alto contetido de dgua pode levar a
sua fermentacdo (ANACLETO et al., 2009). No entanto, hd uma correlacio positiva entre a
quantidade de dgua presente no mel e a atividade antioxidante. Em um estudo realizado por
FRANKEL et al. (1998) com meis de diferentes origens florais, a atividade antioxidante
aumentou com a intensidade da coloracdo e também com o teor de dgua do mel,
possivelmente devido ao maior acumulo de substancias fenolicas hidrossoluveis.

O mel tende a cristalizar a temperaturas baixas ou quando ¢ submetido a agitacdo. A
temperatura de 14 °C ¢ a que mais favorece a cristalizagdo, pois até esta temperatura ha o
aumento da supersaturacdo da glicose no mel, aumentando a forca motriz e, portanto, o
crescimento dos cristais de glicose. Porém, quando a temperatura ¢ ainda mais reduzida, a
viscosidade do mel aumenta de forma que afeta a difusdo da dextrose e, dessa forma, ha um

retardo na formagao dos cristais (YONG, 2003).
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Temperaturas acima de 27°C previnem a cristalizagdo, mas aumentam as
possibilidades de desenvolvimento de microrganismos, além de poder comecar a degradar o
mel. O maior problema da granulacdo do mel ¢ o favorecimento a fermentacdo, pois ao
precipitar, a glicose perde agua, se transformando em monoidrato de glicose, assumindo a
forma de cristal. A precipitagdo da glicose gera um aumento do teor de umidade da fase
liquida, tornando o ambiente mais favoravel ao desenvolvimento de microrganismos
(VARGAS, 2006). A cristalizagdo também promove uma mudanga na coloragdo do mel, que
se torna mais claro devido a coloragdo branca dos cristais de glicose que vao sendo formados
(OLAITAN et al., 2007).

Outro fator que controla o desenvolvimento de microrganismos no mel, e que também
¢ utilizado como parametro de qualidade apesar de ndo estar presente na legislagao brasileira
na avaliacdo da qualidade do mel, ¢ a medi¢dao da atividade de agua (4Aw), sendo seu valor
relacionado a quantidade de 4gua na forma livre. A atividade de dgua se difere da umidade
por estar relacionada diretamente a quantidade de dgua na forma livre, ou seja, fracamente
associada a outras substincias. O mel pode apresentar teor de umidade dentro dos padrdes
legais (20%), mas sua atividade de dgua (Aw) pode estar fora do padrdo geralmente aceitavel
de agua livre (0,600), ou vice-versa. Uma amostra pode ter, por exemplo, uma baixa
quantidade de 4gua total, mas a maior parte dessas moléculas de 4gua estar na forma
dissociada, realizando pouca interacdo de hidrogénio com outras substancias. Esta amostra,
portanto, terd um alto valor de atividade de dgua apesar de sua baixa umidade. A avaliagdo da
atividade de agua ¢ muito importante no controle da qualidade do mel, pois a agua nessa
forma livre pode ser mais facilmente utilizada por microrganismos, facilitando sua
proliferacao.

A atividade de 4gua (Aw) do mel deve se apresentar abaixo de 0,600, sendo o mel,
portanto, classificado como um alimento de baixa umidade, assim como os alimentos
desidratados. Apesar da baixa atividade de 4gua ndo significar a destruicdo de
microrganismos, a possibilidade de crescimento microbiano costuma cessar nos alimentos
quando a Aw estéd abaixo deste limite (VARGAS, 2006), devido a tendéncia de desidrata¢ao
das células dos microrganismos através da osmose (EL-SABBAHY, 2008).

Um fator que auxilia o mel a estar na faixa adequada de atividade de dgua ¢ a sua alta
concentracdo de carboidratos, que possui uma boa agdo umectante, ou seja, sua capacidade de
se ligar a 4gua do meio ¢ alta, reduzindo o teor de agua livre (SERAVALLI e RIBEIRO,
2007).
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O principal constituinte secundario do mel ¢ o HMF, uma substincia de cor
avermelhada que ¢ usado como um indicador de aquecimento e armazenamento incorreto do
mel, sendo no Brasil aceito o limite de 60 mg/kg (BRASIL, 2000).

A coloragdo do mel parece estar principalmente relacionada aos compostos organicos
formados através de reagdes de escurecimento enzimatico € ndo enzimatico. A oxidagdo de
substancias fenolicas, pela enzima polifenoloxidase (PPO), proporciona a formagdo de
quinonas instaveis, que podem sofrer reagdes de polimerizagdo (Figura 8), ocasionando a
producao de melanoidinas, que sao pigmentos com coloragdo que varia de marrom a preto e
possuem atividade antibacteriana e antifingica. Porém, nem todos os compostos fenolicos sao
substratos para essa enzima (SAJJAANANTAKUL e RUANGCHAKPET, 2007;
BEKEDAM, 2008; NUNES e COIMBRA, 2010).
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difenol (incolor) o-quinona (colorida) p

Figura 8: Formacao de polimeros coloridos a partir de substancias fenolicas (adaptado de
http://class.fst.ohio-state.edu/fst605/605p/Maillard.pdf)

Um dos tipos de escurecimento ndo enzimaticos mais conhecidos ¢ a reagdo de
Maillard, caracterizada pela condensagdo entre o grupo carbonila de um agtcar redutor com o
grupamento amina de um aminoécido ou proteina que, apos desidratagdo, sofre rearranjo
formando os compostos de Amadori, como o 1-amino-1-desoxi-D-frutose (frutosamina), no

caso da glicose como agucar de partida (Figura 9).
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Figura 9: Formagao de frutosamina a partir da glicose, através do rearranjo de Amadori
(adaptado de AYDA, 2007)

Os compostos de Amadori sdo os primeiros intermedidrios da seqiiéncia de reagdes de
escurecimento, € também na geragao de produtos como o HMF, que conforme mencionado, ¢
utilizado no controle de qualidade do mel. Se essas substancias estiverem em meio menos
acido (pH >5), tendem, assim como os compostos fenolicos, a se polimerizarem formando
melanoidinas e aumentando assim o escurecimento do alimento (FENNEMA et al., 2010).

As reagoes de Maillard sdo favorecidas principalmente pelo aquecimento. O mel, por
ser rico em acucares redutores, ter baixo pH, baixa umidade e possuir alguns aminoacidos em
sua composicdo, ¢ um alimento bastante susceptivel a formagdo dessas substancias,
principalmente nas regides mais quentes do Brasil. Em diversos alimentos esta reagdo ¢é
desejavel, por ser responsavel por aromas agradaveis, como durante o aquecimento do café e
da carne. Quanto ao mel, a presenca destes compostos ¢ indesejavel, pois ¢ comum sua
associagdo com um estoque inadequado a temperaturas altas, que pode acarretar na
degradacdo de alguns outros constituintes presentes no mel, principalmente as substancias
volateis.

Apesar de ser utilizado como indicativo de qualidade, a determinagdo do teor de HMF

ndo pode ser um parametro unico para avaliagdo da pureza do mel, pois a utilizacdo de
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acucares nao-redutores, como a sacarose, inibe a reacdo de Maillard. Dessa forma pode haver
méis adulterados com xaropes com teores muito baixos de HMF. Apesar de ser considerado
carcinogénico, ndo ha indicios que esta substancia se apresente no mel em quantidades que
possam causar danos a saude humana (MAKAWI et al., 2009), estando em varios outros
alimentos em quantidades iguais ou muito superiores, como em biscoitos (3,1 a 182,5 mg/kg)
(DELGADO-ANDRADE et al., 2009) e geléias (26,1 a 807 mg/kg) (MAKAWI et al., 2009),
alimentos que ndo sofrem a exigéncia do limite de HMF imposto ao mel e sdo consumidos
com muito mais freqii€ncia.

A atividade de 4gua (4w) também influencia nos teores de HMF e outros produtos
derivados da reacdo de Maillard. Em 4w maior que 0,90, a velocidade da reagdo costuma
diminuir por conta da diluigdo, e em Aw menor que 0,25 a velocidade tende a zero, devido a
quantidade de solvente insuficiente para haver a movimentagdo e o encontro das moléculas
dos reagentes. E observado que nos alimentos com faixa de atividade de 4dgua entre 0,5 e 0,8,
como ¢ o caso dos méis, ha uma maior tendéncia ao escurecimento por conta desse
favorecimento das reacdes de Maillard (SERAVALLI e RIBEIRO, 2007).

Ha alguns tratamentos que podem ser utilizados em alimentos com a finalidade de
reduzir a geracdo de compostos de Maillard. Um exemplo ¢ a adicdo de agucares nao
redutores ou a diminui¢do dos teores de acucares redutores por tratamento com enzima, sendo
em geral, nesse caso, adicionada a glicose oxidase para converter a glicose em 4acido
gliconico, reduzindo assim a possibilidade de conversao a produtos de Maillard. Também
pode ser adicionado didéxido de enxofre (SO,), que atua como um inibidor, bloqueando a
reagdo da carbonila dos carboidratos com o grupo amina dos aminoacidos através da
formagdo de sulfonatos (SERAVALLI e RIBEIRO, 2007). Porém, no caso do mel, para ser
classificado como puro, ndo deve haver a adi¢do de nenhuma dessas substincias (BRASIL,
2000).

Os anions como citrato, fosfato e ions metalicos sao catalisadores da reacdo de
Maillard, o que ¢ também uma possivel causa do escurecimento de méis, pois conforme
citado anteriormente, méis escuros possuem uma quantidade bastante superior de minerais.

As enzimas presentes no mel também podem ocasionar transformacdes nas
caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais do mel, dependendo das condi¢cdes de
armazenamento. A quantificacdo da enzima diastase (o-amilase) ¢ bastante utilizada nas
avaliagdes fisico-quimicas do mel, e ¢ recomendado pelo Ministério da Agricultura ¢ do
Abastecimento (BRASIL, 2000), em geral o valor minimo de 3 de atividade diastdsica na

escala de Gothe, pois um baixo indice ¢ uma indicagcdo de superaquecimento, € também um
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possivel indicador de adulteracdes. Sendo esta enzima produzida pelas abelhas e transferida
ao néctar, ndo estd presente nas preparagdes de acucar invertido, sendo assim a adi¢do destes
xaropes ao mel diminui o indice de diastase. O indice de diastase ¢ expresso como volume
(mL) de solucdo de amido a 1% hidrolisado pela enzima em 1g de mel, e os valores sdo
medidos através da escala de Gothe, podendo variar de 1 a 50 (LOTHROP e PAINE, 1931).

O teor de solidos insoliveis ¢ tido como um fator de controle higiénico. Estes
correspondem as impurezas como residuos de cera, patas, asas de abelhas e outros elementos
inerentes ao processamento do mel. Apesar do limite permitido de sélidos insoluveis ser de
apenas 0,1%, no caso de méis prensados ¢ toleravel, segundo a legislagdo nacional, uma
quantidade de até 0,5% (Tabela 4). O teor de cinzas também permite detectar algumas
irregularidades. Um alto teor de cinzas pode indicar falta de higiene e/ou a nao decantacao ou

filtracao no final do processo de retirada do mel (MENDES et al., 2009).

Tabela 4: Composigio fisico-quimica do mel de flores e melato, para Apis Mellifera’

Mel de flores Mel de melato
Umidade maxima 20% 20%
Acucares redutores (minimo) 65% 60%
Sacarose (maximo) 6% 15%
Cinzas (maximo) 0,6% 1,2%
HMF (méximo) 60 mg/kg 60 mg/kg
Acidez (maxima) 50 meq/kg 50 meq/kg

.. .. Minimo de 8 na escala de G6the (méis com baixo conteudo enzimatico)
Atividade diastasica L. . . ,
Minimo de 3 na escala de G6the (méis com HMF até 15mg/kg)

Soélidos insoliiveis (maximo) 0,1% 0,1%

*Instrugdo Normativa n° 11, 20/10/2000

O mel também pode ter sua qualidade influenciada pela localiza¢do geografica. Tendo
em vista que as abelhas adaptam seus esfor¢os e o tempo de voo de acordo com a distancia da
fonte do néctar, a proximidade e disponibilidade de espécies vegetais florais ou extraflorais
sdo itens que contribuem para a qualidade do mel. Em um estudo feito por SANDE et al.
(2009), pela primeira vez foi avaliada a qualidade de méis provenientes de diferentes regides,
classificados de acordo com a proximidade florestal. A atividade da abelha na producao de
mel demonstrou-se maior em areas proximas a florestas, promovendo melhores rendimentos e
méis de qualidades superiores, apresentando, por exemplo, menores teores de HMF e maiores
quantidades de agticares.

Quanto ao acondicionamento do mel, os recipientes de vidro sdo os mais apropriados

devido a sua composi¢do. Os silicatos de sddio e calcio, que fazem parte de 75% destes
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recipientes, ¢ os demais Oxidos proporcionam uma maior resisténcia ao impacto e ao
aquecimento, formando uma barreira contra os raios luminosos sobre o produto (OSACHLO,

2004).
1.5. Substancias fenolicas e suas atividades antioxidantes

As substancias fenolicas, ou polifenois, se encontram distribuidos largamente no reino
vegetal, especialmente nas frutas e verduras, assim como no café, chocolate, vinho, mel e
outros insumos, que fazem parte habitualmente da dieta humana. Uma das razdes pelas quais
essas substancias tem sido alvo de grande interesse ¢ a sua atividade antioxidante, que
depende principalmente de sua capacidade de reduzir radicais livres e quelar metais,
impedindo as agdes danosas causadas por esses radicais, como, por exemplo, a oxidagdao

lipidica (Figura 10).

Iniciacdo RH — R°'+H’
Propagacio R*+0, — ROO*

ROO*+RH — ROOH + R°

Término ROO*+R* — ROOR

ROO’+ROO° — ROOR +0, Produtos

Estaveis

R*+R* — RR

Figura 10: Mecanismo de oxidagao lipidica provocada por radicais livres, onde: RH = acido
graxo insaturado; R* = radical livre; ROO® = radical peroxido; ROOH = hidroperdxido
(RAMALHO e JORGE, 2006)

Os antioxidantes sdo substancias que podem interromper reacdes radicalares,
retardando ou prevenindo o estresse oxidativo. Eles combatem esses radicais através de uma
reacdo de oOxido-reducdo, na qual a substancia antioxidante (AH) doa um elétron ou
hidrogénio para o radical (R"), e passa a ser a substincia radicalar (A"), porém de maior
estabilidade, e assim, de natureza ndo toxica e que em alguns casos pode ser regenerado pela
acao de outros antioxidantes (Figura 11). Desta maneira, os antioxidantes podem interromper

as reagdes de propagacdo e inibir a oxidagdo de moléculas evitando a alteragdo do
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funcionamento normal da célula (AL-MAMARY et al., 2002; SERAVALLI e RIBEIRO,
2007).

AH + | R’ - A* |+ RH

Figura 11: Reacdo geral de oxido-reducdo de uma substincia antioxidante

Assim, uma substancia ¢ considerada antioxidante quando cumpre pelo menos, uma
das seguintes propriedades: (i) elimina as espécies reativas de oxigénio (EROs) e/ou outras
espécies reativas; (i) diminui a disponibilidade de espécies pro-oxidantes; e (iii) protege
moléculas da oxidagao.

Existem inumeras formas de classificar os antioxidantes. As mais utilizadas sdo a
classificagdo segundo sua natureza enzimatica e ndo enzimatica (Tabela 5), e segundo o
mecanismo de ac¢do pelo qual atuam: (i) de maneira preventiva (impedem a formagdo de
radicais e seqiiestram metais do meio); (i) diminuindo a quantidade de radicais do meio e
interrompendo as reagdes em cadeia; (iii) reparando e reconstituindo os danos que os radicais

podem provocar (EIRIN, 2009; JEREZ et al., 2007).

Tabela 5: Principais sistemas antioxidantes do organismo (EIRIN, 2009)

Antioxidantes enzimaticos \ Func¢io
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Superdxido dismutase (SOD)
Catalase

Glutationa peroxidase (GPx)
Glutationa redutase (Greq)
Glutationa-S-transferase (GST)
Metionina sulfoxido redutase

Eliminagdo do radical superoxido

Eliminag¢do de hidroperoxidos

Eliminagdo de hidroperoxidos

Reducao de glutationa oxidado

Eliminagao de perdxidos lipidicos

Reparagdo de residuos oxidados de metionina

Peroxidase Decomposicao de H,O, e perdxidos lipidicos
Antioxidantes nio enzimaticos

Glutationa reduzida (GSH) Substrato das enzimas GPx e GST e seqiiestrador
Acido urico Seqiiestrador de oxigénio singleto e radicais
Albumina Atividade peroxidase na presenca de GSH
Bilirrubina Captagao de radicais peroxila

Lactoferrinas, trasnferrinas Fixagdo de grupos hemo. Inibi¢do da reacdo de
Glicose, manose € manitol Inativa os radicais (HO®, O,"")

Ubiquinol (Coenzima Q) Seqiiestrador de radicais livres

Acido o- lipbico Seqiiestrar HO®, O," " e H,0,

Antioxidantes nio enzimaticos

Acido ascorbico (vit. C)
a - tocoferol (vit. E)
Substancias fenolicas

Regeneracdo de tocoferol e inativacdo de radicais
Prote¢do de membrana e inativagdo do HO®
Seqiiestro de radicais e atividade quelante de

Os radicais sdo seqiiestrados e destruidos por enzimas especificas, como superdxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase, protegendo os sistemas bioldgicos do estresse
oxidativo. A superproducdo de radicais livres, junto com avitaminoses A, C e E e um nivel
reduzido das enzimas citadas, contribui para o estresse oxidativo, pois esses radicais ou
espécies reativas de oxigénio (EROs) podem induzir danos oxidativos em biomoléculas como
carboidratos, proteinas, lipidios e DNA, acelerando assim o envelhecimento cutaneo e de
membranas lipidicas, e contribuindo para a inducdo de cancer, doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas e inflamacdes (BANERJEE e DASGUPTA, 2005; CERQUEIRA et al.,
2007).

As EROs participam da iniciagdo e progressao das reacdes em cadeia envolvendo a
formacdo de espécies radicalares. A reatividade destes compostos com biomoléculas ¢
variavel, sendo alguns estdveis e pouco reativos, como por exemplo, o radical superoxido,
0", e outros altamente reativos, apresentando velocidade de reagdo proxima a constante de
colisdo com moléculas-alvo, sendo o radical hidroxila, HO', o principal exemplo.

Virias fontes de antioxidantes naturais sdo conhecidas e algumas sdo amplamente
encontradas no reino vegetal. Diversos extratos de plantas ou outros produtos naturais tém
sido estudados devido ao poder antioxidante, que pode ser atribuido ao seu conteudo de
substancias fenolicas (LUZIA e JORGE, 2009; GALVAO et al., 2008; JARDINI e MANCINI
FILHO, 2007; ANGELO e JORGE, 2007).
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A presenca de substincias fenolicas antioxidantes em produtos alimenticios vem
sendo explorada pelas empresas por conta do interesse dos consumidores nos potenciais
beneficios a satide gerados pela presenga dos antioxidantes na dieta.

A oxidagdo de substancias organicas ¢ uma das principais causas da reducao da vida
de prateleira de diversos produtos alimenticios. As principais reagcdes de oxidagdo que
ocorrem nestes produtos sdo o escurecimento enzimatico e a oxidacdo de lipideos
(DEGASPARI ¢ WASZCZYNSKY]J, 2004). A utiliza¢io de antioxidantes, além de retardar o
processo oxidativo, protege carotendides, vitaminas A e D e outros ingredientes insaturados.
Na industria de alimentos, estas reagdes sdo inibidas por seqiiestradores de radicais livres,
sendo os mais utilizados o butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), ferc-butil-

hidroquinona (TBHQ) e galato de propila (PG), Figura 12.

OH OH OH OH
c(cH,), (CH)C .~ C(CH)), C(CH,, HO OH
| =
OCH, CH, OH COOC,H,
BHA BHT TBHOQ PG

Figura 12: Exemplos de antioxidantes sintéticos comumente utilizados (adaptado de
RAMALHO e JORGE, 2006)

A partir do inicio da década de 80, devido a estudos toxicoldgicos que mostraram as
possibilidades destas substancias apresentarem efeitos toxicos no organismo, como influéncia
no peso do figado e aumento do reticulo endoplasmatico, passaram a ser avaliados produtos
naturais que pudessem substituir ou reduzir a quantidade destes antioxidantes sintéticos em
alimentos (SOARES, 2002).

A diversidade estrutural das substancias fenolicas ¢ resultado da grande variedade de
combinagdes que acontece no processo da biossintese e as substancias resultantes sdo
chamadas de polifenois. Estas combinagdes fenolicas podem ser divididas em varias classes,
como mostradas na Tabela 6. Dentre os fendlicos, destacam-se os flavonodides, os acidos

fenolicos, os taninos e os tocoferdis como os mais comuns antioxidantes fendlicos de fonte

natural (HARBORNE et al., 1999).

Tabela 6: Classes de substancias fenolicas encontradas em plantas

Classe Representacio Estrutural
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Fenolicos simples, benzoquinonas C6

Acidos hidroxibenzoicos C6-Cl1
Acetofenol, acidos fenilacéticos C6-C2
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanéides C6-C3
Nafitoquinonas C6-C4
Xantonas C6-C1-C6
Estilbenos, antoquinonas C6-C2-C6
Flavonoéides, isoflavonodides C6-C3-C6
Lignanas, neolignanas (C6-C3),
Biflavonoides (C6-C3-C6),
Ligninas (C6-C3),
Taninos condensados (C6-C3-C6),

As substancias fendlicas tém sido muito estudadas por sua ampla atividade
farmacologica e nutricional. Estas substancias conferem a diversos alimentos propriedades
como cor, adstringéncia e aroma, englobando desde moléculas simples, até aquelas com alto
grau de complexidade. Dentre as substincias fendlicas amplamente encontradas na natureza,
destacam-se os flavonoides, cumarinas e os acidos fendlicos (acidos hidroxibenzoico e
hidroxicinamico, e seus derivados), que tem se mostrado bastante eficientes e de grande
influéncia na qualidade de alimentos (SOARES, 2002; ANGELO e JORGE, 2007).

Os flavonodides s3o polifendis, constituidos por um nacleo flavona (2-
fenilbenzopirano), que possuem quinze dtomos de carbono em seu nucleo fundamental (Ce-
C3-Cg), sendo formados através do metabolismo secundario das plantas. Sdo largamente
distribuidos no reino vegetal, estando presentes em diversos alimentos, flores, folhas e
sementes.

A estrutura quimica dos flavonoides consiste em dois anéis aromaticos, denominados
anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico, denominado anel C

(Figura 13).

Figura 13: Estrutura basica de flavondides (ACKER et al., 1998)

O anel aromatico A ¢ derivado biossinteticamente da via do acetato/malonato,

enquanto o anel B ¢ derivado da fenilalanina (HARBONE et al., 1999). Varia¢des quanto a
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substitui¢do e ao nivel de oxidacao do anel C resultam em importantes classes de flavonodides,
como flavondis, flavonas, flavanonas, flavandis (ou catequinas), isoflavonas e antocianidinas
(Figura 14). Estas substancias possuem uma importante atividade na inibicdo de doengas
como cancer (GATES et al., 2007), problemas cardiovasculares (HOOPER et al., 2008),
doencas neurodegenerativas (NAKAJIMA et al.,, 2007, MANDEL et al.,, 2008) e na
prevengdo do envelhecimento (SCHMID et al., 2008), pois sdo capazes de reduzir radicais

oxidantes como superdxido, peroxila, alcoxila e hidroxila (PIETTA, 2000).

o

Flavanona Favan-3- ?l Flavon-3-ol
(flavanol) {flavonol)
OH 0
O | O ) ®
Z o
o]

Chalcona Antocianidina Flavona

Figura 14: Subclasses da familia dos flavonoides, diferenciadas pela estrutura do anel C
(adaptado de ACKER et al., 1998)

Os flavonodides, além de se diferenciarem pelo anel C, podem ser encontrados na
forma ndo glicosilada, como, por exemplo, a quercetina, miricetina e luteolina (Figura 15) ou
na forma glicosilada, unidos a moléculas de agucares, como ramnose ou rutinose (trés
moléculas de D-glicose), ligadas nas posi¢des 3 (anel C) ou 7 (anel A), como, por exemplo, a

1soquercetrina e rutina (Figura 16).

OH
2\|/DH P \[/'DH
HO WU R HO HO _ Ox,/'%‘\ |
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Quercetina Miricetina Luteolina
(Flavonol) (Flavonol) (Flavona)

Figura 15: Exemplos de flavondides aglicona
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Figura 16: Exemplos de flavonodides glicosilados

Os flavonoides glicosilados sdo mais soluveis e melhor absorvidos pelo organismo

humano, porém possuem menor atividade antioxidante, pois os glicosideos interferem na

planaridade do radical, reduzindo a deslocalizacao dos elétrons, e, portanto, diminuindo sua

estabilidade. Flavonoides ligados a grupos de acidos fendlicos também possuem sua atividade

antioxidante reduzida, porém nem tanto como os flavonoides glicosilados (AGUIAR et al.,

2009). A atividade antioxidante ¢ definida principalmente pelo anel B, pois este € o anel que

possui maior caracteristica eletrodoadora, definindo a estabilidade redox do radical flavonoil

formado (HEIM et al., 2002). Os flavonoides que geram radicais mais estaveis agem como

melhores antioxidantes (Figura 17).
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Figura 17: Seqiiestro de radicais por compostos fendlicos e formagao de quinonas estaveis
(adaptado de MCPHAIL et al., 2003)

Os fatores determinantes para uma boa atividade antioxidante sdo a presenca de grupo
catecol (3,4-diidroxil) no anel B, uma ligacao dupla entre os carbonos 2 e 3 conjugada com
uma carbonila na posi¢@o 4, que auxilia na deslocalizagio de elétrons do anel B, a presenca de
hidroxilas nas posi¢des 3 e 5, possibilitando a formacdo de quelatos com a carbonila
(TTWARI, 2001), bem como a presenca de outros grupos hidroxila nos anéis A ou B (Figura
18).

/
O\H\\\\O“““IH

Figura 18: Caracteristicas estruturais (em azul) responsaveis pela atividade antioxidante de
flavonoides (TWARI, 2001)

Os flavonoides, que sdo os principais responsaveis pela coloragdo das flores e acabam
sendo incorporado ao mel pelas abelhas, absorvem radiagdo ultravioleta, o que ¢ inclusive
uma de suas fung¢des na planta, pois além de promover a atracdo dos insetos protege contra a
radiacdo. Por isso, os flavondides podem ser identificados e quantificados por espectrometria
no UV-Vis. Os flavonoéides apresentam duas bandas de absor¢do, uma entre 240 a 285 nm,
que ¢ a absor¢ao maxima, chamada de banda II, ¢ outra em cerca de 300 a 400 nm, chamada

de banda I (Figura 19). A absor¢do na banda II ¢ gerada pelas transi¢des 1 — n* do sistema
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benzénico do anel A, e a absor¢do na banda I, relativa as transicoes n — ©* do sistema

cinamoila, no anel B (MASELEV e KUNTIC, 2007).
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Figura 19: Bandas de absor¢ao no UV para flavondides (SEIJAS ef al., 2008)

A absor¢ao maxima dos flavonoides no UV-Vis pode variar com o tipo de flavonodide
e os grupos presentes nas suas estruturas. Por exemplo, a metilacio ou substituicdo de
hidroxilas por agucares, promove um efeito hipsocromico, deslocando a banda de absor¢ao
maxima para um comprimento de onda menor, seja pelo menor efeito doador e/ou maior
volume dos grupos, a ponto de causar uma tor¢ao que diminua o efeito de ressonancia.

A maior parte dos flavondides possui alguma atividade de complexagdo com ions
metalicos, o que promove um efeito batocromico por conta da extensdo da conjugagdo. Essa
complexagdo depende muito dos fatores estruturais, como a presenca de grupos catecol (1,2-
diidroxi), que possibilitam a interagdo com metais formando complexos em anéis de cinco
membros, e também a presenca de grupo carbonila na posicao 4 e hidroxila na posicao 5, que
forma complexo em anéis de seis membros, mais estdveis, deslocando ainda mais o
comprimento de onda.

Para a quantificagdo de flavonodides totais em produtos naturais, um método bastante
utilizado ¢ a analise por espectrometria no UV, através de reagdo com cloreto de aluminio
(AICls). Esta reacdo foi primeiramente descrita em 1962 e ¢ um método de baixo custo e
rapido, que permite a anlise em série de varias amostras (MALESEV e KUNTIC, 2007).

A formagdo de complexos acidos estaveis pelo cloreto de aluminio ocorre com o
grupamento cetona da posi¢do C-4 ou com as hidroxilas das posi¢des C-3 ou C-5, ja os
complexos acidos labeis ocorrem com os grupos orfo-diidroxil dos anéis A ¢ B (COUTO et
al., 2009). Com a formagdo destes complexos, principalmente dos complexos estaveis, hd o

aumento a absorvancia, através do deslocamento batocrdmico das duas bandas de absor¢ao de
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flavondides quando comparadas com as do flavondide sem a complexacdo (LIANDA e

CASTRO, 2008; Figura 20).

HO,

7,
KN

Figura 20: Complexo formado entre o flavondide e a solugdo de AlICl3

Alguns flavonodides podem ainda formar complexos bimoleculares com ions metélicos
bivalentes ou trivalentes através da hidroxila C-3 e a do C-2’ ou 6°, através da carbonila e a
hidroxila vizinha, ou ainda com os flavondides na forma oxidada, como as paraquinonas

(Figura 21).

Figura 21: Complexo bimolecular da morina com cloreto de aluminio (adaptado de
KEUSCH, 2003)

No entanto, esse deslocamento ¢é revertido com o aumento da acidez do meio
(MALESEV e KUNTIC, 2007), e como o mel é uma matriz composta, com diferentes
aspectos fisico-quimicos, a sua acidez, por exemplo, pode influenciar esses resultados obtidos.
Assim, pode-se esperar que os méis mais acidos talvez apresentem resultados de total de
flavonoides inferiores a realidade.

Estes complexos formados com aluminio em geral possuem absor¢do maxima entre
415 e 440 nm, podendo variar de acordo com a estrutura do flavondide (LIANDA e
CASTRO, 2008). E observada durante esta complexagiio a mudanga da coloragio da solugio

para amarelo fluorescente, exceto para flavonas e diidroxiflavonas.
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As flavonas, como a crisina e apigenina, por ndo apresentam hidroxila em C3 nem
grupo orto-diidroxil, a formagdo de complexo com AlCl; pode se dar apenas pela carbonila do
C4 e o grupo hidroxila em C5, gerando complexos com Ay mais baixos, de 395 e 385 nm,
respectivamente. Ja as flavanonas, pela auséncia de hidroxila em C3 e por ndo possuirem
ligagdo dupla entre C2 e C3, formam complexos de Amsx ainda mais baixos que as flavonas,
ndo podendo ser quantificadas pelo método.

Os meétodos espectrofotométricos usando AlCl;, embora permitam quantificar
flavondides com estruturas similares, sdo convenientes e apropriados nas determinagdes de
flavondis e flavonas, porém apresentam limitagdes na sensibilidade e especificidade. O uso
deste reagente na determinagdo de flavonas, flavondis, flavanonas e isoflavonas se encontra
bem documentado (Tabela 7). No caso, dos flavondis (quercetina, canferol, rutina, miricetina
e morina) e flavonas (apigenina, crisina e luteolina), ¢ gerado um complexo estdvel com um
maximo de absor¢do a 415 nm (JURD, 1962). As flavanonas naringenina, hesperidina e
naringina ndo apresentam absor¢do significativa com AICl;, porém sdo ativas com 2,4-

dinitrofenilidrazina com maximo de absor¢ao a 495 nm.

Tabela 7: Bandas de absor¢ao de flavondides em solugao metandlica e na presenca de cloreto
de aluminio (AICl3)

Tipos de Flavonéides Banda I (nm) Banda II (nm) Deslocamento por
Flavonas 310-350 250-280 +35-55
Flavonois 350-385 250-280 +35-55

Flavonois (3-OH substituido) 330-360 250-280 + 50-60
Isoflavonas 310-330 ombro 245-275 + 10-14
Flavanonas e diidroflavonois 300-330 ombro 230-270 +20-26

* Em 415 nm, os acidos fendlicos e outras substancias fendlicas ndo absorvem em presenga de AlCl;, por isso
ndo ha interferéncia destas substancias na quantificagdo de flavonodides.

Por esses motivos, a medi¢do da quantidade de flavonoides em analise de méis pode
dar resultados muito inferiores a realidade. Nesse caso se faria necessaria a utilizagao
conjunta do método com 2,4-dinitrofenilhidrazina para a quantificagdo, que ao somar com 0s
valores obtidos com o AICIl; proporcionaria resultados totais mais exatos (CHANG et al.,
2002). Porém, a deteccdo inferior de flavonodides ndo inviabiliza o método do cloreto de
aluminio, que apesar de perder na exatiddo ¢ bastante reprodutivel e preciso, sendo um dos
métodos mais amplamente utilizados.

Para fins de padroniza¢do, ¢ adotado o comprimento de onda de 415 nm para anélises

de absorvancia de flavonoéides, por ser um valor médio de absor¢ao desses complexos no UV.
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Os flavonoides presentes no mel sdo oriundos do néctar ou do pdlen das plantas, e
estes se encontram geralmente na forma de agliconas ao invés da forma de glicosideos, como
sa0 a maioria dos encontrados nos vegetais, pois os flavonoides glicosilados podem sofrer
hidrodlise pelas glandulas salivares das abelhas, se transformando nas agliconas (PAULINO,
2005).

Apesar do mel ndo ser uma das maiores fontes alimenticias em antioxidantes, o fato de
ter um sabor agradavel faz com que seja uma fonte alternativa aos consumidores que nao
ingerem muitos antioxidantes provenientes de vegetais. Em comparagdo com a sacarose, que
ndo tem potencial antioxidante, o mel ¢ uma fonte saborosa e mais sauddvel destas
substancias (PHILLIPS et al., 2009).

Outra classe de substancias oriundas de plantas que ¢ comumente incorporada no mel
sao os acidos fenolicos. Estes se caracterizam por possuirem um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos hidroxila e/ou metoxila na molécula, o
que contribui para as propriedades antioxidantes nos alimentos e vegetais (ANGELO e
JORGE, 2007).

Os acidos fenodlicos consistem de dois grupos, derivados do acido hidroxibenzdico e
derivados do 4cido hidroxicinamico. Os &cidos hidroxibenzodicos sdo os mais encontrados na
natureza e possuem em sua estrutura sete atomos de carbono (C6-C1), como, por exemplo, os
acidos vanilico, protocatecuico, siringico, para-metoxibenzoico, galico e para-
hidroxibenzoico (Figura 22); enquanto os acidos hidroxicindmicos sdo compostos aromaticos
com trés carbonos que formam uma cadeia lateral (C6—C3), como os acidos cafeico, orto-
cumadrico, para-metoxicinamico, ferulico, para-cumarico e sinapico (Figura 23; ANGELO e

JORGE, 2007).
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Os acidos fendlicos também podem se ligar entre si ou a outros compostos, como

ocorre no caso do acido clorogénico, que € um éster do acido quinico com o acido cafeico

(Figura 24; GARAMBONE e ROSA, 2007).
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Figura 24: Estrutura do 4cido clorogénico
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Segundo estudo feito por SROKA e CISOWSKI (2003), comparando a atividade

antioxidante de acidos fendlicos, o acido gélico (acido 3,4,5-triidroxibenzdico), que apresenta

trés hidroxilas ligadas ao anel aromatico em posi¢ao orto, uma em relagcdo a outra, foi o que

apresentou maior capacidade de seqiiestro do radical DPPH e para H,O,. Os 4cidos cafeico

(3,4-diidroxicinamico) e 3,4-diidroxibenzodico (protocatecuico), que possuem dois grupos

hidroxila ligados ao anel aroméatico e em posi¢ao orto, também mostraram uma boa atividade

antioxidante, porém menor que o acido galico. Compostos como o acido a e B-resorcilico,

com duas hidroxilas ligadas em posi¢ao meta, uma em relagdo a outra, apresentaram atividade

moderada, e compostos com apenas um grupo hidroxila, como o acido 3-hidroxibenzoico, 4-

hidroxifenilacético e 2-hidroxibenzoico (salicilico), apresentaram atividades ainda mais

baixas (Figura 25).
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Figura 25: Ordem de atividade antioxidante de acidos fenolicos (SROKA ¢ CISOWSKI,

2003)
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Isso mostra que, assim como nos flavonodides, a atividade antioxidante dos acidos
fendlicos esta relacionada ao numero de hidroxilas ligadas ao anel aromatico, e a presenga
destas hidroxilas em substituicao orto, ¢ a mais adequada para a atividade antioxidante.

Em outro estudo realizado por MARINOVA e YANISHLIEVA (2006), resultado
semelhante foi obtido, onde a atividade antioxidante para os acidos fenolicos estudados teve a
seguinte ordem: 4cido cafeico > 3,4-dihidroxibenzdico > sinaptico > siringico > fertlico >
para-cumarico > vanilico.

Os acidos fendlicos podem agir como antioxidantes de diversas formas. Os grupos
hidroxilicos fendlicos sdo bons doadores de hidrogénio, podendo reagir com espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, interrompendo o ciclo de geracdo de radicais. A interacdo dos
grupos hidroxila com os elétrons m do anel benzénico confere a molécula a propriedade de
gerar radicais estabilizados por ressondncia, assim como ocorre na classe dos flavonodides. A
capacidade antioxidante dos compostos fendlicos também ¢ atribuida a sua capacidade de
quelar ions metalicos envolvidos na producdo de radicais livres. As substancias fenolicas
também podem interagir fortemente com proteinas, devido a caracteristica hidrofobica do anel
e seu potencial de formagao de ligagdes de hidrogénio pelos grupos hidroxila fendlico. E isso
¢ mais um fator que contribui para sua atividade antioxidante, através da capacidade de inibir
algumas enzimas envolvidas no processo de geragdo de radicais, como enzimas do citocromo
P450, a lipoxigenase, cicloxigenase e a xantina oxidase. Também j& foram descritos efeitos
sinérgicos de certos compostos fendlicos com outros antioxidantes, como o acido ascorbico,
B-caroteno e a-tocoferol (PEREIRA et al., 2009).

Os métodos realizados para andlises de substancias fenodlicas podem ser classificados
em determinacdo de substancias fendlicas totais, quantificacdo individual e/ou de um grupo
ou classe de compostos fendlicos. A analise de substincias fendlicas pode ser influenciada
pela natureza do composto, o0 método de extragdo empregado, o tamanho da amostra, o tempo
e as condicdes de estocagem, o padrdo utilizado e a presenca de interferentes tais como ceras,
gorduras, terpenos, clorofila, etc.

Ainda ndo se desenvolveu um método satisfatério para a extragdo de todos ou de uma
classe especifica de fendlicos presentes nos alimentos. A solubilidade dos fenolicos varia de
acordo com a polaridade do solvente utilizado, o grau de polimerizagdo dos fenolicos e suas
interacdes com outros constituintes dos alimentos. Os solventes mais utilizados para a
extragdo dessas substancias sdo metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila, propanol,

dimetilformaldeido e suas combinagdes (NACZK e SHAHIDI, 2004).
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Outro aspecto importante no desenvolvimento de métodos de quantificagdo de
compostos fendlicos ¢ a dificuldade de se encontrar um padrdo especifico e conveniente,
devido a complexidade das substancias fenolicas presentes nos alimentos e as diferencas de
reatividade entre estas substancias e os reagentes (ANGELO e JORGE, 2007).

Virios sdo os métodos espectrofotométricos que tem sido utilizado para quantificagdo
de substancias fenolicas em diferentes matrizes. Esses métodos sdo baseados em diferentes
principios e sdo usados para quantificar fendlicos totais, determinar um composto fendlico
especifico ou uma classe de fendlicos (ESCARPA e GONZALEZ, 2001).

Para fins de quantificacdo de &cidos fendlicos em alimentos, normalmente ¢
empregado o método de Folin-Denis ou Folin-Ciocalteau. Estes reagentes consistem na
mistura de acido fosfomolibidico e fosfotiingstico, na qual o molibdénio se encontra no estado
de oxidacdo (VI), sendo o reagente de Folin-Denis de coloragdo esverdeada e o Folin-
Ciocalteau, amarela, devido ao complexo Na,Mo0O4.2H,O em solucdo. Na presenga de
agentes redutores, no caso os acidos fendlicos, ha a formacdao de um complexo de cor azul, o
(PM0W1104O)4', 18 ou 24-fosfomolibdotungstato, devido a reducdo do molibdénio ao estado
de oxidacao (V) (OLIVEIRA et al., 2009; HUANG et al., 2005). A reagdo ocorre em meio
alcalino e a solugdo saturada de carbonato de sodio ¢ a base mais indicada (Figura 26). A
mudanga na coloracdo permite a quantificagdo dos compostos fenolicos do mel, que sdo os
agentes redutores da reacdo, e, portanto, quanto maior a concentracdo de acidos fendlicos
maior a intensidade da coloragdo azul formada. A determinagdo do total equivalente de acido
fenolico ¢ feita através da leitura da solu¢do por espectrofotometria de UV-Vis a 760 nm e
comparagdo com a curva padrao.

Um aspecto importante a ser considerado neste método € a escolha do padrdo. Os mais
utilizados tém sido o 4cido tanico e a catequina, entretanto, estes compostos apresentam

reatividades diferentes frente ao reagente de Folin-Denis.
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Figura 26: Reagdo do acido galico com o reagente de Folin-Denis (OLIVEIRA et al., 2009)
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O método de Folin-Denis, no entanto, ndo ¢ um método especifico, pois determina
todos os fendlicos presentes, além de substancias redutoras adicionadas aos alimentos ou
naturalmente presentes que podem interferir nos resultados.

Muitas vezes o reagente de Folin-Denis ¢ substituido pelo de Folin-Ciocalteu. Este
ultimo ¢ mais sensivel a redug¢do pelos fendis e diminui a tendéncia a precipitacdo. As
principais diferencas entre estes dois reagentes ¢ o uso de sulfato de litio, a presenca de acido
hidrocloridrico e o longo tempo de aquecimento para a preparacao do reagente de Folin-
Ciocalteu (SINGLETON e ROSSI JUNIOR, 1965).

A solug@o de Folin consiste de uma série integrada polimérica, com forma geral de
uma unidade central de fosfato cercada de varias unidades de oxiacidos octaédricos de
molibdénio, formando uma estrutura na qual o tungsténio, que também € um agente oxidante,
pode livremente substituir o molibdénio (Figura 27). Esse reagente promove a oxidacao dos
fenolatos, e o heteropoliacido ¢ parcialmente reduzido de +6 para uma mistura de valéncia +5
e +6, resultando na producdo de um complexo azul de molibdénio-tungsténio. No entanto,
uma reducdo completa a valéncia +5 acabaria com a coloracao da solugao (SINGLETON e

ROSSI JUNIOR, 1965).
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Figura 27: Complexo fosfotingstico (KLEMPERER, 2007)

Os polifendis sdo oxidados rapidamente, mas apenas em solucdes basicas suficientes
para haver a formacao de quantidades razoaveis de anions fenolato. Porém, tanto o reagente
oxidante como o pigmento azul formado s3o instaveis em solugdes alcalinas. Dessa forma, ha
a necessidade da utilizacdo de bases fracas, como o carbonato de cdlcio, que, em excesso, ¢
suficiente para a andlise, pois ndo ¢ necessario aumentar o pH da solugdo até que todos os
fenois sejam convertidos a fenolatos. Conforme a fragdo ionizada reage com a solugdo de

Folin, o equilibrio se desloca para a formagdo de mais anions fenolatos.
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O complexo reativo do reagente de Folin-Denis esta presente tanto na propor¢ao de
1:18 ou 1:24 dos 6xidos de fosforo e molibdénio. No preparo do reagente de Folin-Ciocalteau,
com a adi¢ao de HCl e um aquecimento mais prolongado, hd uma formacao quase exclusiva
do complexo 1:24, aumentando assim sua sensibilidade a reducao devido a maior quantidade
de molibdénio no complexo. Por isso, o Folin-Ciocalteau produz uma intensidade de
coloracdo azul maior que a do Folin-Denis e maiores valores de leitura a 760 nm (WU, 1920).

Hé também uma diferenga entre a coloracao do reagente de Folin-Denis e do Folin-
Ciocalteau. O reagente de Folin-Denis ¢ comumente descrito como uma solugdo limpida e
esverdeada, enquanto o Ciocauteau, amarela. A cor esverdeada decorre da reducao promovida
por substancias organicas contaminantes, o que, segundo WU (1920), ndo promove
interferéncia pratica na analise. No método de Folin-Ciocalteau, houve a adaptagdo da adigao
de algumas gotas de bromo na solucao, pois este oxida qualquer tragco de complexo azul de
molibdénio-tungsténio, tornando a solugdo amarela, sem nenhum aspecto esverdeado. Na
auséncia de capela ou area ventilada apropriada, o Br, pode ser substituido por perdxido de
hidrogénio a 30% (SINGLETON e ROSSI JUNIOR, 1965).

Para ambos os testes, o nimero de grupos hidroxilas ou de grupos potencialmente
oxidaveis controla a quantidade de cor formada. O grupo fendlico deve estar na forma de
fenolato para os anions molibdato e tungstofosfato promoverem a oxidagdo. As moléculas
reduzidas sdo azuis e as ndo reduzidas, amarelas. Estas Gltimas se decompdem vagarosamente
em pH alcalino, o qual € necessdrio para a manuten¢do do fenol na forma de fenolato
(OLIVEIRA et al., 2009).

A presenca de acidos fendlicos e flavonoides em mel estd, em geral, positivamente
relacionada com sua atividade antioxidante. Portanto, ¢ de uma grande importancia a
determinagdo do teor total destas substancias, bem como avaliar o potencial antioxidante das
amostras de mel, a fim de correlacionar esses quantitativos e avaliar a qualidade do mel
também quanto aos fatores orgéanicos.

Enquanto ¢ necessaria a adi¢do de antioxidantes em diversos alimentos
comercializados, o mel ¢ um alimento privilegiado nesse sentido, pois possui naturalmente
esses compostos que contribuem para sua longevidade.

Os antioxidantes, para serem utilizados como aditivos em alimentos, devem ser
efetivos em pequenas concentragdes (até 0,01%), retardando ou prevenindo a oxidagdo de
substratos oxidaveis. Deve também ser compativel com o substrato, ndo conferir odor ou
sabor estranho ao produto, ser efetivo durante o periodo de armazenamento, ser estavel ao

processo de aquecimento e ser facilmente incorporado ao alimento (CANTERLE, 2005).
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De acordo com a FDA (Food and Drug Administration), qualquer nota ou propaganda
que descreva a quantidade de antioxidantes em alimentos s6 pode ser feita para nutrientes que
possuam valores didrios de referéncia estabelecidos. O nutriente deve ter atividade
antioxidante reconhecida e também devem ter evidéncias cientificas de que apos ser absorvida
pelo trato gastrointestinal, a substincia participa nos processos fisioldgicos, bioquimicos, ou
processos celulares, que inativam radicais livres ou previnam reagdes quimicas geradas pelos
radicais livres (MERMELSTEIN, 2008).

Um método bastante utilizado para avalia¢ao da atividade antioxidante em alimentos e
outros produtos naturais, devido a sua simplicidade e facil reprodugdo, ¢ o método do uso do
radical 2,2-difenil-picril-hidrazil (DPPH), desenvolvido por Marsden Blois em 1958. Este
método consiste na reducdo do radical livre 2,2-difenil-picril-hidrazil (DPPH), na sua forma
nao radicalar de 2,2-difenil-picril-hidrazina (DPPH-H) por uma substancia doadora de

hidrogénio, que se torna um radical livre (Figura 28; MOLYNEUX, 2004).
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O radical do DPPH ¢ bastante estavel e possui colora¢do purpura devido ao efeito de
ressonancia do elétron nao pareado do nitrogénio. Essa estabilidade faz com que o DPPH, ao
contrario da maioria dos outros radicais livres, ndo sofra dimerizacdo. A coloragdo inicial
purpura, que absorve em um comprimento de onda de 517 nm em solucdo metandlica ou
etanolica, ao receber o hidrogénio de uma substancia antioxidante, perde a colora¢do purpura,
tornando-se amarelado por conta do grupo picril ainda presente na estrutura (Figura 29).
Dessa forma, de acordo com a intensidade da descoloracdo pode ser determinada a atividade

antioxidante de diversas substancias (MOLYNEUX, 2004).
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Figura 29: Analise espectrofotométrica (UV-Vis) de uma solu¢do de DPPH com substincias
antioxidantes (adaptado de www.baltic-analytics.de/index.php?id=40&L=1)

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e a estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel
importante na neutralizacdo ou seqiiestro de radicais livres e quelagdo de metais de transi¢do,
agindo tanto na etapa de iniciagio como na propagacdo do processo oxidativo. Os
intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fenolicos sdo relativamente estaveis,
devido a ressonancia do anel aromético presente na estrutura destas substancias.

Viarios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em extratos e
substancias isoladas; um dos mais comuns, pratico, rapido e sensivel sdo os que envolvem um
radical cromoforo, simulando as espécies reativas de oxigénio (EROs), que ¢ o radical livre
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), de coloracdo plrpura que absorve a 517 nm. Por ac¢do de
um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R’), o DPPH ¢ reduzido formando a 2,2-
difenil-picril-hidrazina, de coloragcdo amarela, com conseqiiente desaparecimento da absorcao,
podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados
obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou seqiiestradora de radicais
livres e/ou a porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional.

A reacdo entre as substancias fenolicas (ROH) e o radical DPPH ¢ alvo de continua
investigagcdo, porque serve como um modelo para entender as reacdes radicalares que sdo
extremamente importantes, no meio bioldgico e na quimica, devido aos seus efeitos
inibitdrios sobre os processos de auto-oxidacdo de materiais organicos.

O 2,2-difenil-picril-hidrazil ¢ um radical livre bastante estavel e de reducao reversivel,
quando comparado, por exemplo, ao radical peroxila (ROO"), que € trés vezes mais reativo e

que apresenta, inclusive, uma reacdo considerada irreversivel. Uma explicagdo para a
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estabilidade do radical DPPH esta relacionada, principalmente, ao efeito de protecao do grupo
nitro em posi¢do orfo ao nitrogénio bivalente (radicalar), tendo em vista que a remocao do
grupo em posi¢ao para tem pouca influéncia, enquanto a retirada de um dos grupos em orto

afeta intensamente a reatividade da molécula (Figura 30; FOTI e DAQUINO, 2006).
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Figura 30: Efeito de protecao do nitrogénio pelo 0-NO, (FOTI e DAQUINO, 2006)

Um parametro introduzido recentemente para interpretacdo dos resultados da atividade
antioxidante ¢ a determinacdo do valor de CEsy, que ¢ a concentragdo de substrato que causa a
redugdo de 50% dos radicais livres de DPPH. Dessa forma, quanto menor o valor obtido,
maior a capacidade antioxidante da amostra. Esse parametro foi introduzido por BRAND-
WILLIAMS et al. (1995) e vem sendo um dos métodos mais utilizados como forma de
expressar a capacidade antioxidante de amostras.

Além do método colorimétrico do DPPH, varios outros métodos de avaliacao de
atividade antioxidante ainda podem ser empregados, como o método de oxidacdo de [3-
caroteno/acido linoléico, que avalia a inibicdo de radicais livres gerados durante a
peroxidacdo do acido linoléico, o método de FRAP (Ferro Redutor/Poder Antioxidante), que
mede a capacidade dos antioxidantes de reduzirem o ion de ferro do complexo de ferro com
cloreto de 2,3,5-trifenil-1,3,4-triaza-2-azoniaciclopenta-1,4-dieno (TPTZ) a pH baixo, € o
método de ORAC, na qual um gerador de radicais livres, como um iniciador azo, ¢ adicionado
a uma molécula fluorescente, como a fluoresceina, e ao ser aquecido produz radicais livres
peroxila, que degradam a molécula fluorescente resultando numa queda da fluorescéncia
(MERMELSTEIN, 2008). Enquanto o método do DPPH se baseia na transferéncia de elétrons
de um antioxidante para um agente oxidante, o método utilizando B-caroteno determina a
capacidade de protecdo contra a oxidagdo de um substrato lipidico (DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006).
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Dentre as diversas formas de determinagdo da atividade antioxidante, o0 método com
DPPH apresenta vantagens como a possibilidade de ensaio com grande niumero de amostras
em um curto periodo de tempo e ser de facil aplicagdo, preciso e bastante sensivel, podendo

ser utilizadas amostras em baixas concentragdes (DIAS et al., 2009).

1.6. Origens florais dos méis analisados

Em geral para caracterizar o mel em relacdo a sua origem floral, deve-se fazer uma
avaliacdo através do seu espectro polinico (Melissopalinologia). Desta maneira o pdlen
aparecera no mel e assim, ¢ possivel identificar a espécie botanica apicola da qual foi obtido o
mesmo e dados sobre a participagdo de cada uma das espécies botinicas visitadas pelas
abelhas durante a coleta do néctar, constituindo-se num importante indicador para a origem
botanica e geografica do mel (BARTH, 1989).

As andlises palinoldgicas geralmente se baseiam nas classes de freqiiéncia
(LOUVEAUX et al. 1970, BARTH, 2004), aceitas internacionalmente. O pdlen ¢ considerado
dominante quando representa mais de 45% do total de graos de pdlen contidos no mel.
Quando ocorre entre 15 e 45% ¢ chamado de podlen acessério. Quando a freqii€ncia esté
abaixo de 15% ¢ chamado de poélen isolado, este por sua vez pode ser pdlen isolado
importante, de 3 a 15% ou pdlen isolado ocasional, até 3%. Os méis que apresentam o polen
de uma unica planta nectarifera (45%) sdo chamados de monoflorais, que sdo os méis ditos
nobres € que no mercado costumam apresentar precos mais altos que os méis heteroflorais
(silvestres).

A seguir estdo apresentadas de forma resumida algumas caracteristicas das fontes
vegetais das principais familias, espécies e/ou géneros dos méis monoflorais utilizados neste

trabalho.

1.6.1. Caracteristicas do género Citrus spp.

As espécies de Citrus spp. sao mais comuns nos paises mediterraneos, sendo
cultivadas, geralmente, para a producdo de frutas e esséncias aromaticas. Os principais
produtores do mel de Citrus sao Espanha e Italia, e fora da Europa os principais produtores
sdo Israel, Estados Unidos (Califérnia), Brasil ¢ México (ODDO e PIRO, 2004). As espécies

desse género sdo bastante atrativas as abelhas, gerando um mel monofloral em 6timo
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rendimento. Os méis de Citrus também possuem um alto valor comercial, sendo comum seu
comércio via exportacdo. A andlise de pdlen deste mel ndo ¢ tdo til como nas outras origens
florais, por apresentar uma quantidade de pdlen pequena e varidvel. Uma quantidade de 10%
de polen de Citrus encontrado no mel ¢ suficiente para caracteriza-lo como monofloral

(LIANDA, 2009; OUCHEMOUKH et al., 2007; Figura 31).

v q

Figura 31: Abelha nas flores de Citrus (SHTILMAN, 2009) e a direita microscopia de pdlen
deste género (ODDO e PIRO, 2004)

O mel de Citrus apresenta baixa quantidade de enzimas e baixa condutividade elétrica
e possui uma das mais altas quantidades relativas de sacarose, podendo chegar a até 150 g/kg.
Sao marcadores florais de méis destas espécies o metilantranilato e o flavonoide hesperitina
(WHITE e BRYANT, 1996; FERRERES et al., 1993; TOMAS-BARBERAN et al., 2001;
SESTA et al., 2008).

O mel de Citrus apresenta coloracgao clara, com odor floral e dogura média, o que deve
decorrer da alta proporcao de sacarose, menos doce que a frutose. Sua acidez ¢ relativamente
baixa (17,6 meq/kg) e sua propensao a cristalizacdo ¢ moderada. Seu pH costuma estar em

torno de 3,8 e o conteudo total de agua na média de 16,6% (ODDO e PIRO, 2004).

1.6.2. Caracteristicas do género Copaifera

A Copaifera, popularmente chamada de “copaiba”, ¢ um género geralmente
encontrado na América do Sul, principalmente no Brasil e Venezuela (LLOYD, 1898).
Sdo arvores de crescimento lento, que alcancam entre 25 a 40 metros de altura. As

flores sdo pequenas, sem pétalas e hermafroditas (Figura 32). A floracdo ocorre entre outubro
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e julho, podendo variar dentre esses meses dependendo da regido e do clima. Em algumas

regides ha auséncia de florescimento anual (PINTO e VEIGA JUNIOR, 2002).

= Harri Larenzi
wanan plantarum. com. br

Figura 32: Imagem de Copaifera officinalis (http://www.rain-tree.com/Plant-Images/copaiba-
pic.htm, 2006)

Este género compreende plantas nectiferas, e algumas espécies, como a Copaifera
langsdorfii, sao polinizadas no periodo diurno, de 8 as 16 horas, com grande participagao de
Trigona sp e Apis mellifera (PINTO e VEIGA JUNIOR, 2002).

As espécies de Copaifera sao bastante utilizadas na producao do dleo de copaiba, um
liquido transparente cuja coloragdo varia entre amarelo a marrom, e ¢ encontrado em canais
secretores localizados em todas as partes da arvore, sendo considerado por alguns autores
como um produto da desintoxicagdo do organismo vegetal, funcionando como defesa contra
animais, fungos e bactérias. E bastante utilizado como cicatrizante, e também pelas industrias
de cosméticos pelas suas propriedades emolientes, como bactericida e antiinflamatorio
(PINTO e VEIGA JUNIOR, 2002). Este 6leo ¢ também bastante utilizado na comercializa¢ao

de méis compostos.

1.6.3. Caracteristicas da familia Myrtaceae

Uma das espécies mais conhecidas de Myrtaceae € o Eucalyptus spp., geralmente
encontrado em 4reas costais, e tendo aplicagdo na indlstria de papel e para a produgdo de
Oleos essenciais e espécies ornamentais. As espécies de Eucalyptus sdo bastante atrativas as
abelhas, que coletam destas plantas tanto o néctar quanto o polen (Figura 33). Os méis de
eucalipto sdo produzidos majoritariamente na Italia, Espanha, Portugal, Australia e alguns

locais da Africa, América do Sul e Central. Sdo de coloracdo média a escura, com tom
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acinzentado e odor de intensidade média, amadeirado e morno. Também possui tendéncia

moderada a cristalizagao (ODDO e PIRO, 2004).

Figura 33: Abelha em flor de Eucalyptus (VOLPICELIL 2006) e a direita grao de pdlen desta
familia (ODDO e PIRO, 2004)

O mel unifloral de eucalipto apresenta baixa acidez (cerca de 22,0 meq/kg), pH em
torno de 4,0 e valores de diastase e invertase um pouco mais altos. Também possui uma alta
razdo de glicose/agua, devido ao baixo contetido de dgua (em torno de 16%) mais do que ao
conteudo de glicose (ODDO e PIRO, 2004).

A Myrcia ¢ uma outra fonte floral da familia Myrtaceae, que engloba, por exemplo, a

Myrcia cauliflora (jabuticabeira) e Myrcia salicifolia (pedra-hume).

1.6.4. Caracteristicas da familia Asteraceae / Compositae

A familia Asteraceae (ou Compositae) também ¢ popularmente conhecida como de
“familia do girassol”, sendo bastante encontrada nos solos oleosos europeus. Essa familia
vegetal representa uma importante fonte de néctar e polen, mas nao possui um grande valor
comercial. Este mel ¢ de coloracdo média, geralmente amarelo brilhante, porém ¢ de aroma
fraco, com odor de frutas frescas (Figura 34). E um mel de cristalizagdo rapida devido a alta
concentragdo de glicose, que precipita em cristais duros e pouco soliveis. Quando cristalizado
na forma de pequenos cristais possui sabor refrescante, devido a absor¢do do calor latente

promovida pelos cristais de glicose ao se derreter (ODDO e PIRO, 2004).
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Figura 34: Abelha coletando néctar em Asteraceac (HUANG, 2002) e a direita microscopia
de polen desta familia (ODDO e PIRO, 2004)

Uma das principais espécies deste género ¢ a Helianthus annuus L., que apresenta
valores um pouco altos de acidez (32,1 meq/kg) e prolina. Possui uma baixa relacao
frutose/glicose, em média de apenas 0,04, por conta da alta quantidade de glicose. Porém, um
fator que ameniza um pouco a razdo glicose/dgua ¢ o contetdo de 4gua ser geralmente alto.
Possui em torno de 17,8% de 4gua e seu pH ¢ em média 3,8 (ODDO e PIRO, 2004).

Também fazem parte dessa familia o género Montanoa, conhecido como “margarida
de maio”, a Vernonia (assa peixe) e Gochnatia (popularmente chamada de cambard). Ha duas
espécies vegetais diferentes com o nome de cambara, e foi analisada neste trabalho uma
amostra de mel de cada, a Gochnatia polymorpha (Less.), desta familia, e a Lantana camara
L., da familia Verbenaceae. Ambas as plantas sdo citadas na literatura por sua eficiéncia

contra moléstias do aparelho respiratério (MENTZ e SCHENKEL, 1989).

1.6.5. Caracteristicas do género Anadenanthera

Este género, da familia Mimosoideae, é popularmente chamado de “angico”. E uma
arvore com 12 a 15 metros, encontrada nas regides mais altas da encosta atlantica dos estados
do Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Sua florescéncia ocorre entre dezembro a abril (MEC, 2008).

A Anadenanthera macrocarpa € a espécie de angico de maior abrangéncia geografica,
ocorrendo desde o sul da Bolivia até o norte da Argentina (Figura 35). No Brasil, s6 nao
aparece nos estados da Regido Sul (BERNARDINO et al., 2005). Os méis de angico possuem
em geral coloracdo clara (OLIVEIRA et al., 2004).
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Figura 35: A esquerda, arvore e flor de Anadenanthera colubrina, superior a direita, grao de
polen e abaixo, abelha freqiiente visitadora desta planta (Partamona cupira) (MEC, 2008)

1.6.6. Caracteristicas do género Ambrosia

A ambrosia é uma planta de habito anual, originaria da América do Norte; seu
crescimento ¢ muito influenciado pelas condi¢cdes ambientais, como o solo, luz e umidade.
Sua altura pode variar entre 30 a 150 cm (Figura 36). Em solos pobres em substancias
nutritivas, a ambrosia tem porte baixo e produz poucas sementes. J4 em solos ricos, pode
apresentar porte alto e produzir grande quantidade de polen e sementes. E considerada uma
planta invasora, que se multiplica rapidamente, podendo inclusive ameacar a biodiversidade
através da concorréncia com outras plantas. Uma mesma planta desenvolve flores masculinas

e flores femininas separadas, e sua floragao ocorre entre abril a julho (BOHREN, 2008).
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Figura 36: Ambrosia sp.; direita: polen e sementes da planta (abaixo) (BOHREN, 2008)
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E considerada uma planta perigosa, pois cerca de 10 a 15% da populacio é
potencialmente alérgica a ambrosia, pois seu polen provoca rinites e conjuntivites, € em
alguns casos pode provocar crises de asma, atingindo em torno de 25% das pessoas alérgicas.
Uma tnica planta produz de 76 milhdes a 1 bilhdo de graos de polen, com capacidade de
dispersao superior a 200 km (BOHREN, 2008).

A Tabela 8 apresenta os dados de origem floral, geografica e cor para os méis
estudados neste trabalho (a numeragao utilizada foi a mesma que foi cadastrada nas amostras
pelo Laboratorio Abelha-Natureza/UFRRJ). Estas amostras foram obtidas de apicultores € no

comércio do estado do Rio de Janeiro nos anos de 2009 e 2010.

Tabela 8: Caracteristicas dos méis analisados (origem floral, geografica e cor)

AMOSTRA  ORIGEM FLORAL LOCAL DE OBTENCAO MESORREGIAO COR
01 Ambrosia Volta Redonda (RJ) Sul Fluminense Média
23 Anadenanthera Marica (RJ) Metropolitana Média
24 Anadenanthera Marica (RJ) - Ponta Grossa Metropolitana Escura
25 Anadenanthera Rio Claro (RJ) Sul Fluminense Escura

-~ —~ - — —~
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2.1. Objetivo geral

Determinar o teor das substancias fenolicas totais (acidos e flavonoides) e a atividade
antioxidante em méis brasileiros de Apis mellifera, comercializados em diferentes
mesorregides do estado do Rio de Janeiro, e correlaciona-los com suas caracteristicas fisico-

quimicas, origens florais e geograficas.

2.2. Objetivos especificos

- Determinar o conteudo de fenodlicos totais das amostras de méis através do método

colorimétrico de Folin-Denis.

- Determinar o conteudo de flavonodides totais das amostras de méis, através do

método de complexacao com cloreto de aluminio.

- Avaliar as propriedades antioxidantes (%AA e CEsy) dos méis através do método de

captura de radicais livres (DPPH).

- Realizar um estudo comparativo das varias amostras de méis de diferentes regides
quanto ao teor de fenolicos e flavondides totais, atividade antioxidante e suas propriedades

fisico-quimicas.

- Avaliar a qualidade de méis monoflorais e heteroflorais comercializados em
diferentes mesorregides do estado do Rio de Janeiro (Metropolitana, Sul, Centro, Noroeste
Fluminense e Baixada Litoranea) de modo a estabelecer comparagdes, na tentativa de
encontrar eventuais relacdes entre a origem floral e as propriedades antioxidantes a partir dos

resultados obtidos.

3. PARTE EXPERIMENTAL



53

3.1. Material e Métodos

Os solventes utilizados para os ensaios espectrofotométricos foram metanol de grau
espectroscopico (VETEC) e agua, obtida através de purificagdo com aparelho purificador
Milli-Q (Millipore). Os reagentes carbonato de sodio anidro (Grupo Quimica), cloreto de
aluminio hexahidratado (VETEC), tungstato de sodio diidratado (Na,WO4.2H,0; VETEC),
acido fosfomolibdico (H3[P(M03010)4]x.H,O; VETEC), acido fosforico (H;PO4; VETEC) e
2,2-difenil-picril-hidrazil (Sigma) também foram obtidos comercialmente.

Para a determinagdo do total de flavonoides e total de fenolicos foi utilizado o
espectrofotometro UV-Vis da marca NOVA 2000UV, e as leituras realizadas a 415 e 760 nm,
respectivamente, em cubeta de quartzo de caminho 6tico de 1 cm. Os ensaios de atividade
antioxidante, tanto para a determinagdo do percentual de atividade antioxidante (%AA)
quanto do CEsy, foram realizados no espectrofotdometro de ELISA (Enzyme Linked
Immunoabsorvent Assay), modelo 680 Microplate Reader (Bio Rad), a 520 nm e utilizando
microplacas de acrilico. Quanto aos padrdes de acidos fendlicos utilizados, os acidos cafeico e
protocatecuico foram obtidos da Sigma Chemical Co. (Saint Lowis, MO, EUA), e os acidos
galico e fertlico foram obtidos da Merck (Darmstadf, Alemanha). Os padrdes de flavonoides
quercetina, isoquercetrina, rutina e miricetina foram obtidos da Merck (Darmstadf,
Alemanha).

Os gréaficos foram confeccionados com o auxilio do programa Origin 6.0 e/ou
Microsoft Office Excel 2003, e os dados foram expressos em mgEsg/100g (mg em
equivalentes de acido galico por 100 gramas de mel) para fenolicos, mgEqc/100g para
flavonoides (mg em equivalentes de quercetina por cem gramas de mel), (AA)mgEqc/500g
para atividade antioxidante, mg/kg para HMF, meq/kg para acidez e porcentagem para

umidade.

3.2. Amostras de méis

Neste trabalho foram realizadas apenas as andlises para determinagao de fendlicos e
flavonoides totais e a atividade antioxidante (%AA e CEsg) de sessenta amostras de méis de
Apis mellifera africanizada de diferentes origens florais obtidas do comércio e/ou diretamente

de apicultores de diferentes regides do estado do Rio de Janeiro (Tabela 9).
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As amostras de mel, bem como os seus dados de palinologia, pH, acidez, HMF,
umidade e atividade de agua foram fornecidos gentilmente pela prof. Dra. Maria Cristina
Affonso Lorenzon do Instituto de Zootecnia da UFRRIJ, coordenadora do Laboratorio Abelha-
Natureza/UFRRJ e Dra. Monika Barth, coordenadora do laboratério de palinologia da UFRJ.

Todas as amostras foram obtidas entre 2009-2010 e estocadas a 4°C até serem
analisadas.

As propriedades fisico-quimicas de cada um dos tipos de mel, nomeadamente pH,
acidez total, umidade, atividade de 4gua e 5-hidroximetilfurfural permitiu, por comparacao
com valores da literatura, considerar a qualidade dos méis analisados.

As regides de onde os méis foram obtidos se encontram distribuidas de acordo com a

numeracao no mapa apresentada na Figura 37.

LOCALIDADES N° amostras

Rio de Janeiro 53
1. Baixada Litoranea 2
2. Centro Fluminense 14
3. Metropolitana 22
4. Noroeste Fluminense 2

5. Norte Fluminense -

6. Sul Fluminense 13
Minas Gerais 04
Origem desconhecida 03
Total de amostras 60

Figura 37: A esquerda, tabela com a quantidade de amostras de mel analisadas, separadas por
regido; a direita, mapa com as mesorregioes do estado do Rio de Janeiro
(www.nachrichtenmann.de)

No sentido de encontrar possiveis relagdes entre a atividade antioxidante do mel e
algumas caracteristicas de facil observacdo foi também descrita a cor das diversas amostras
segundo avaliagdo visual em clara, média e escura.

Na Tabela 9 seguem os dados de origem floral, geografica e cor dos méis estudados
nesse trabalho (a numeragdo utilizada foi & mesma cadastrada pelo Laboratério Abelha-

Natureza/UFRRJ).
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Tabela 9: Caracteristicas dos méis analisados (origem floral, geografica e cor)

Amostra Palinolégica Obtengdo da amostra Cor Mesorregido
01 Ambrosia Volta Redonda (RJ) Média Sul Fluminense
02 Heterofloral Quatis (RJ) Média Sul Fluminense
03 Myrtaceae Santa Maria Madalena (RJ) Média Centro Fluminense
04 Eucalyptus B. de Minas (MG) Clara -
05 Eucalyptus Rio Preto (MG) Escura -
06 Eucalyptus Nova Friburgo (RJ) Escura Centro Fluminense
07 Eucalyptus Itamonte (MG) Média -
08 Heterofloral Teresdpolis (RJ) Média Metropolitana
09 Heterofloral - Clara .
10 Heterofloral Paraiba do Sul (RJ) Clara Centro Fluminense
11 Myrcia Paraiba do Sul (RJ) Clara Centro Fluminense
12 Myrcia Paraiba do Sul (RJ) Clara Centro Fluminense
13 Heterofloral Nova Friburgo (RJ) Média Centro Fluminense
14 Heterofloral Nova Friburgo (RJ) Média Centro Fluminense
15 Eucalyptus Paracambi (RJ) Média Metropolitana
16 Heterofloral Santa Maria Madalena (RJ) Média Centro Fluminense
17 Asteraceae Pirai (RJ) Média Sul Fluminense
18 Copaifera Valenca (RJ) Média Sul Fluminense
19 Heterofloral - Média -
20 Eucalyptus Valenga (RJ) Escura Sul Fluminense
21 Myrcia Barra do Pirai Média Sul Fluminense
22 Bifloral Marica (RJ) Média Metropolitana
23 Anadenanthera Marica (RJ) Média Metropolitana
24 Anadenanthera Marica (RJ) - Ponta Grossa Escura Metropolitana
25 Anadenanthera Rio Claro (RJ) Escura Sul Fluminense
26 Anadenanthera Casimiro de Abreu (RJ) Clara Baixada
27 Vernonia Casimiro de Abreu (RJ) Escura Baixada
28 Heterofloral Porciuncula (RJ) Média Noroeste Fluminense
29 Gochnatia (Cambara) Rio Bonito (RJ) Média Metropolitana
30 Eucalyptus Séo Gongalo (RJ) Média Metropolitana
3 Eucalyptus Volta Redonda (RJ) Clara Sul Fluminense
32 Myrcia Barra Mansa (RJ) Escura Sul Fluminense
33 Asteraceae (Senecio) Rio das Flores (RJ) Média Sul Fluminense
34 Heterofloral Rio das Flores (RJ) Média Sul Fluminense
35 Heterofloral Rio das Flores (RJ) Média Sul Fluminense
36 Montanoa Paty do Alferes (RJ) Média Metropolitana
37 Heterofloral Paty do Alferes (RJ) Média Metropolitana
38 Heterofloral Paty do Alferes (RJ) Média Metropolitana
39 Heterofloral Paty do Alferes (RJ) Média Metropolitana
40 Heterofloral Trés Rios (RJ) Média Centro Fluminense
4 Heterofloral Trés Rios (RJ) Média Centro Fluminense
42 Heterofloral Trés Rios (RJ) Média Centro Fluminense
43 Heterofloral Trés Rios (RJ) Média Centro Fluminense
44 Asteraceae Miguel Pereira (RJ) Média Metropolitana
45 Heterofloral Miguel Pereira (RJ) Média Metropolitana
46 Montanoa Miguel Pereira (RJ) Media Metropolitana
47 Heterofloral Miguel Pereira (RJ) Média Metropolitana
48 Anadenanthera Caxias (RJ) Média Metropolitana
49 Anadenanthera 4° Distrito de Itaocara (RJ) Média Noroeste Fluminense
50 Eucalyptus - Escura Metropolitana
51 Heterofloral Friburgo (RJ) Média Centro Fluminense
52 Heterofloral Nova Friburgo (RJ) Escura Centro Fluminense
53 Citrus Apicultura migratoria Pb. do Sul e SP Clara -
54 Heterofloral Bambu (MG) Média -
55 Heterofloral Barra Mansa (RJ) Escura Sul Fluminense
56 Heterofloral Niteroi (RJ) Escura Metropolitana
57 Verbenaceae (Cambard) Itaborai (RJ) Escura Metropolitana
58 Heterofloral Estrada da Posse - Tangua (RJ) Escura Metropolitana
59 Asteraceae Vale das Videiras - Petropolis (RJ) Média Metropolitana
60 Myrcia Regicdo do mendanha (RJ) Escura Metropolitana
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3.3. Determinacao de fenoélicos totais nos méis com reagente de Folin-Denis

A determinacgdo do teor de fendis totais presentes nas amostras de méis estudadas foi
feita por meio de espectroscopia na regiao do visivel utilizando o método de Folin-Denis, com
adaptagdes quanto ao tempo de reagdo e concentragao da amostra (FOLIN e DENIS, 1912;
MEDA et al., 2005; SILVA et al., 2006).

Para cada amostra de mel foram preparadas solugdes na concentragdo de 100 mg/mL
em agua Milli-Q, e todas as analises foram feitas em triplicatas. A uma aliquota de 0,5 mL
(utilizando micropipetas de 1000 pL) dessa solugdo adicionou-se 2,5 mL do reagente de
Folin-Denis, e apds 5 minutos adicionou-se 2,0 mL de uma solugdo aquosa de carbonato de
sodio a 14%, recém-preparada. A mistura reacional ficou em repouso por 2h, e observou-se a
mudanga da coloracdo da solugdo de esverdeada para azul. Em seguida, fez-se a leitura a 760
nm, utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico e dgua Milli-Q como branco
(PEREZ et al., 2007).

O teor de fenois totais dos méis foi determinado por interpolagdo da absorbancia das
amostras contra uma curva analitica construida com solu¢des padrao de acido galico em
metanol e expressos como mg de equivalentes de acido gilico por 100g de mel

3.3.1. Preparo do reagente de Folin-Denis

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL acoplado a um condensador de refluxo,
foram inseridos 20g de tungstato de sodio diidratado (Na,WO4.2H,0), 4g de 4&cido
fosfomolibdico (H3[P(Mo03010)4]x.H20), 10 mL de 4cido fosférico (H;PO4) € 152 mL de 4gua
Milli-Q. Apds duas horas de refluxo, a solugdo foi resfriada a temperatura ambiente, passada
para baldo volumétrico de 200 mL e seu volume completado com agua Milli-Q. A solucdo
apresentou colora¢do esverdeada, foi armazenada em frasco ambar, sob refrigera¢do até o

momento do uso (LIANDA, 2009).

3.3.2. Preparo da curva analitica do acido galico

Foi preparada uma curva analitica a partir da solugdo metandlica do padrao de acido
galico (1 mg/mL = 0,0059 mM). Aliquotas de 2, 6, 8, 10, 20, 30, 50, 75 e 100 pL desta

solugdo mae foram misturadas com 2,5 mL do reagente de Folin-Denis, e apds 5 minutos
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adicionou-se 2,0 mL de solugdo aquosa recém-preparada de carbonato de sodio a 14%. As
leituras foram feitas a 760 nm, utilizando-se dgua Milli-Q como branco. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

3.4. Ensaio de flavonoides totais nos méis com cloreto de aluminio

O teor de flavonodides totais foi determinado segundo adaptacdo da metodologia
descrita por MEDA et al., 2005 e AHN et al., 2007, utilizando como reagente o cloreto de
aluminio. Foram preparadas as solucdes de mel a 500 mg/mL, 100 mg/mL ou 50 mg/mL em
metanol UV-HPLC/4agua Milli-Q (1:1). Foram feitas triplicatas das amostras. A 2,0 mL da
solucao de mel e foram adicionados 2,0 mL de solu¢do metanodlica de cloreto de aluminio 2%.
Apds 30 minutos em repouso as solucdes foram lidas a 415 nm, utilizando metanol como
branco.

A concentracdo dos flavonodides totais dos méis foi determinada utilizando uma curva
analitica estabelecida com solugdes de concentragdo conhecida para quercetina padrdao. Os
resultados foram expressos, pela média de trés determinagdes, em mg de equivalentes de

quercetina por 100g de mel (mgEqc/100g).

3.4.1. Preparo da curva analitica com quercetina

Para a construcao da curva analitica foi preparada uma solucao padrdo de quercetina,
em metanol (1,78 mg/mL = 0,0059 mM). Em seguida, aliquotas de 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25,
30 e 40 pL desta solu¢do padrao foram misturadas 2,0 mL solugcdo metanodlica de cloreto de
aluminio 2%. Ap6s 30 minutos em repouso, foi realizada a leitura espectrofotométrica em 415

nm, utilizando metanol como branco. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.5. Avaliacio in vitro da atividade antioxidante pelo método do DPPH

A avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante foi feita seguindo metodologia
descrita na literatura, com pequenas modificagdes quanto ao tempo e concentragdes,
monitorando-se o consumo do radical livie DPPH pelas amostras de méis, através da medida
do decréscimo da absorbancia de solugdes de diferentes concentragdes (PEREZ et al., 2007).
A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou
seqiiestradora de radicais livres Estas medidas foram feitas em espectrofotometro ELISA no

comprimento de onda de 520 nm, tendo como controle positivo a quercetina.
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A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DDPH
consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para
decrescer a concentragao inicial de DPPH em 50% ¢ denominada concentragdo efetiva (CEsy),
também chamada de concentrag¢@o mibitoria (Clsp). Quanto maior o consumo de DPPH por
uma amostra, menor sera a sua CEsy e maior a sua atividade antioxidante.

Para a determinacdo da atividade antioxidante (%AA) dos méis foi utilizado uma
solucao metandlica 0,3 mM de DPPH. Para as amostras dos méis foram preparadas solucdes
na concentragdo de 100 mg/mL em MeOH/H,O 1:1, dissolvendo 0,5 g de mel em 2,5 mL de
agua e 2,5 mL de metanol grau espectroscopico. Os ensaios foram realizados em microplacas
com 96 pocos, onde foram pipetados 71uL das solugdes de mel (fileiras B, C e D, da coluna 1
a 11). Como controle negativo, nos seis primeiros pocos (fileira A), foram pipetados 71uL de
metanol, e para o branco foram pipetados 29ul de metanol e 71yl da solucdo de mel
(colunas 10 e 11 da microplaca). Em seguida foram pipetados 29uL da solu¢do de DPPH e
adicionados em cada pogo utilizado, exceto nos relativos aos brancos. Apos 30 minutos de
incubagdo no escuro, as leituras foram realizdas em espectrofotometro ELISA a 520 nm

(Figura 38). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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Controle positivo: 71pL amostra + 29uL. DPPH

Figura 38: Esquema do ensaio de atividade antioxidante utilizando o espectrofotometro
ELISA

A porcentagem de atividade antiradicalar (%AA) foi calculada através da
descoloracdo do radical DPPH, segundo a equacdo abaixo (MENSOR et al., 2001). Para
determinagdo da atividade antioxidante (%AA), foram selecionados para o controle negativo
trés valores, dos quais foi feita a média usada no calculo (AbS controle), € para o branco foi feita
a média das leituras dos dois pogos (10 e 11). Para cada amostra de mel, foram realizadas as

triplicatas e calculados os valores de %AA pela média de absorbancia de cada uma. Foi entdo
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calculada a média dos %AAs obtidos em cada triplicata, sendo este valor considerado a

atividade antioxidante (%AA) da amostra.

%AA = 100 — (AbS amostra — AbS branco) X 100

ADbS controle

Onde: Abs amostra = absorbancia da amostra com a solugao de DPPH
Abs branco = absorbancia da amostra com metanol
Abs controle = absorbancia do metanol com a solu¢ao de DPPH

Para a determinacao do CEs( das amostras de mel foram preparadas solugdes de 5, 10,
20, 30, 40 e 50 mg/mL em MeOH/H,O (1:1), partindo de uma solug¢ao inicial de 100 mg/mL,
exceto para as amostras de mel ntimeros 50, 56, 57, 58 e 60, que foram necessarias a
utilizacdo de solugdes mais diluidas, nas concentragoes de 1, 3, 6, 9, 12 e 15 mg/mL. Foi
realizado o mesmo procedimento descrito para a determinacdo da atividade antioxidante
(%AA), porém utilizando duas placas para cada amostra, com trés concentragdes em cada
linha e em ordem crescente de diluicdo. Foram utilizadas para a constru¢do das curvas, as
concentragdes iniciais presentes nos pogos a partir das diluicdes que foram feitas a 71%.
Sendo assim, pode ser calculada as concentragdes obtidas em cada pogo, representada por
[ Jpoco = 0,71.[ ]sol, onde as concentragdes de 3,55; 7,1; 14,2; 21,3; 28,4 e 35,5 mg/mL foram
obtidas para as amostras de mel diluidas de 5 a 50 mg/mL, enquanto as concentragdes de
0,71; 2,13; 4,26; 6,39; 8,52 ¢ 10,65 mg/mL para as amostras de mel diluidas de 1 a 15 mg/mL.

As curvas analiticas foram preparadas com os padrdes de acidos galico, cafeico,
ferulico e protocatecuico e dos flavonoides quercetina, isoquercetina, miricetina e rutina. A
partir de solucdes-estoque de 100 uM, foram feitas dilui¢des nas concentragdes de 2,5; 5; 7,5;
10; 15 e 20 uM para a quercetina, rutina, miricetina, acido galico e isoquercetina. Para os
acidos cafeico e ferulico foram utilizadas as concentragdes de 2,5; 5; 10; 20; 30 e 40 uM,
enquanto para o acido protocatecuico nas concentracdes de 2,5; 5; 8; 12; 15 e 20 uM. As
concentragdes dos pocos foram calculadas conforme citado anteriormente para as amostras.

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

positivo (ug/mL) e na ordenada, a porcentagem de atividade antioxidante (% AA).
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Os valores de CEs obtidos pelas curvas padrao foram comparados com os das curvas
de CEsy dos méis, apds a conversdo para as mesmas unidades, a fim de calcular a quantidade

equivalente de padrao das amostras.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacio do teor de fendlicos totais

Os métodos mais utilizados na literatura para a determinagdo do teor de 4acidos
fendlicos sdo os métodos de Folin-Denis e Folin-Ciocalteau. O método de Folin-Denis ¢ o
mais antigo, desenvolvido por Otto Folin e Willey Denis em 1912 (FOLIN e DENIS, 1912),
enquanto o Folin-Ciocalteau data de 1927 e foi desenvolvido por Otto Folin e Vintila
Ciocalteau (FOLIN e CIOCALTEAU, 1927). Ambos os métodos consistem na redugdo do
molibdénio (Mo'®) presente no reagente em meio basico, através da oxidagdo de compostos
fenolicos a ortoquinonas, formando, parcialmente, a forma reduzida Mo (AOAC, 2006).

A solugdo de Folin-Denis ¢ preparada, conforme mencionado na parte experimental,
apenas pela reacdo entre acido fosfoérico, acido fosfomolibidico e tungstato de sodio, e o
Folin-Ciocalteau foi um aprimoramento, contendo, além dos reagentes presentes na solucao
de Folin-Denis, bromo, sulfato de litio e 4acido cloridrico, ¢ o refluxo é feito sob um
aquecimento mais prolongado.

No preparo das solucdes de Folin-Denis realizadas neste trabalho, foi observado que
algumas vezes comecavam a ser formados tracos esverdeados logo em seguida da adicao do
acido fosfomolibidico ao tungstato de sddio, ou a solugdo ficava esverdeada apds o inicio do
aquecimento. Outras vezes, porém mais raramente, a solugdo final se apresentava amarela
limpida. Isso possivelmente ocorre devido a a¢do de contaminantes do reagente ou do
ambiente que sdo capazes de reduzir uma parcela do complexo de molibdénio, gerando uma
leve coloragdo azul e assim transformando a solugdo amarela do reagente em esverdeada.

Outro problema que pode ocorrer durante as analises com Folin-Denis ¢ a formacao de
um precipitado branco e cristalino de sal de sddio proveniente do reagente, que interfere nos
resultados de absorbancia. Este precipitado, caso formado, deve ser removido por
centrifugacdo, pois a filtragdo gera adsor¢do do pigmento azul e, consequentemente, um valor
de leitura mais baixo. Uma forma de evitar a formacdo do precipitado ¢ mantendo a

concentracdo do reagente de Folin-Denis e do carbonato de s6dio a uma concentragdo mais
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baixa, para que haja menos reagente em excesso. Da mesma forma, ¢ mais dificil haver a
formagdo de precipitado nas solugdes que contém maiores quantidades de fendlicos
(SINGLETON e ROSSI JUNIOR, 1965).

Quanto ao Folin-Ciocalteau, hé a adi¢cao de sulfato de litio para prevenir a precipitagao
do sal de sédio, pois os ions sulfato previnem sua precipitagdo através da formagdo de
interacdes de hidrogénio, que mantém o complexo do sal sddico em solugdo. O sulfato
utilizado ¢ o de litio, pois o sulfato de sddio aumentaria o teor de ions de sodio e os sais de
amonio e potassio sdo ainda menos soluveis que os sais de sodio (SINGLETON e ROSSI
JUNIOR, 1965).

Quanto a interferéncia do ambiente na andlise de substincias fenolicas, um estudo
realizado por ROSENBLAFF e PELUSO (1941) relatou ndo haver interferéncia em ambientes
escuros ou com iluminacdo natural. Conforme os resultados obtidos por SINGLETON e
ROSSI JUNIOR (1965), a exposi¢do ao ar também nao modificou os resultados, apenas tendo
sido observada certa influéncia nas analises quando houve variag¢ao de temperatura.

Neste trabalho, as analises foram realizadas a temperatura ambiente, sendo observado,
no entanto, que nos dias muito quentes (~40°C) havia aparecimento de bolhas durante o
tempo de reacdo. Isto causou um aumento significativo no desvio padrdo, sendo necessdria a
repeticdo da andlise. Sendo assim, parece ser mais adequada a realizacdo do ensaio a
temperaturas controladas, pois segundo SINGLETON e ROSSI JUNIOR (1965), temperaturas
muito baixas podem favorecer também a formagdo do precipitado branco de sal de sodio
mencionado.

A andlise de polifenois se d4 através da reacdo acido-base o carbonato de sodio e o
acido polifenolico, produzindo o anion fenolato, que ¢ o agente redutor do molibdénio, e
acido carbonico. Provavelmente, esta interferéncia em dias mais quentes ocorre por conta da
instabilidade térmica do acido carbonico, que se decompde a gas carbOnico e dgua (reagdao
abaixo), sendo observada a formacdo constante de pequenas bolhas durante o tempo de
ensaio.

Na,COs3 (aq,) + [4cido polifenolico] — 2 [fenolato de sodio] + HyCO3 (aq)
H>CO3 (aq) — H20 + CO; (g

No estudo comparativo realizado por SINGLETON e ROSSI JUNIOR (1965) foram
determinadas as absorbancias de oito diferentes substancias fendlicas a diferentes
comprimentos de onda, tanto com o reagente de Folin-Denis quanto Folin-Ciocalteau, a

temperatura ambiente e com diferentes tempos de reagdo. Os espectros obtidos foram
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similares para ambos os reagentes, havendo apenas uma variagdo entres os valores de leitura
realizados a diferentes comprimentos de onda com o reagente de Folin-Denis, na maioria dos
casos a um tempo reacional acima de 4h.

Neste trabalho, foi utilizado apenas o reagente de Folin-Denis, em virtude do nosso
laboratorio dispor dos reagentes para sua sintese. Mesmo nas amostras de mel que
apresentaram menor absorbancia no ultravioleta, ndo foi observada a formagao de precipitado
durante as 2h de reagdo. Também, o padrdo e as amostras apresentaram uma boa reatividade,
com uma média de absorbancia pouco acima de 0,900 a 760 nm. Portanto, o método de Folin-
Denis nestas condi¢des reacionais apresentou-se satisfatdrio para a andlise de méis, exceto
quando a temperatura ambiente encontrava-se alta (~40°C). O reagente de Folin-Denis
apresenta ainda a vantagem de ter um custo menor € uma maior rapidez no preparo.

Quanto a reatividade das substancias fenolicas, sabe-se que pode haver uma grande
variacdo no grau de oxidacdo de acordo com os aspectos estruturais, o que faz com que a
solucao de Folin-Denis, quando reagida com diferentes padrdes de acidos fenolicos, apresente
diferentes absorbancias no ultravioleta.

Por exemplo, o grupo catecol (1,2-diidroxifenol) reage com a solucdo de Folin-Denis
de forma que ambas as hidroxilas sdo oxidadas, formando ortoquinonas. Dessa forma, este
grupo promove, em meédia, o dobro da absortividade molar quando comparado ao fenol. Ja o
acido galico e o pirogalol (derivados de 1,2,3-benzenotriol) reagem como se apenas duas
hidroxilas estivessem envolvidas no processo. Em teste realizado por SINGLETON e ROSSI
JUNIOR (1965), o acido tanico, que apresenta dez unidades de acido galico, apresentou
absortividade molar cerca de dez vezes maior que a do 4cido gélico, no comprimento de onda

de 725 nm (Tabela 10).

Tabela 10: Absortividade molar de solucdes de substancias fendlicas a 5%, lidas a 725 nm
apo6s 1 hora de reagdo

Folin-Ciocalteau Folin-Denis

Fenol 11,6 9,1
Catecol 21,5 17,1
Pirogalol 20,9 16,1
Acido galico 233 19,3

Acido tanico 186,7 152,7
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Complexos também podem ser formados entre o reagente de Folin-Denis e outros
polifenois, taninos e flavondides que estejam presentes na amostra, e, como a analise depende
exclusivamente da oxidagdo do complexo do reagente e nao do substrato, o método promove
a leitura das substancias fenolicas totais (flavonoides, acidos fenolicos, taninos, etc) que
estiverem presentes.

Apesar do 4cido tanico também ser bastante utilizado na constru¢@o da curva analitica,
o acido galico ¢ mais adequado, em virtude da sua pureza, por ser mais facil de se obter e
conservar, € também por apresentar uma boa solubilidade, estabilidade e ser mais vidvel
economicamente (SINGLETON e ROSSI JUNIOR, 1965). Outros acidos fenolicos, tanto
derivados do 4cido hidroxibenzoico como hidroxicindmico, também podem ser usados como
padrao. Neste trabalho, foi utilizada a curva padrao de acido galico (Figura 36; VIANNA,
2010).

O contetido foi expresso em concentracdo de acido galico (mgEag/100g de mel,
metodologia ja descrita nas pag. 56 e 57). Entre os acidos fenolicos mais utilizados como
substancia padrdo para a determinagdo de substancias fendlicas nos méis, descritos na
literatura, estd o acido galico (MEDA et al., 2005; SOCHA et al., 2009; FERREIRA et al.,
2009; PICHICHERO et al., 2009; AL et al., 2009).

Foi utilizada uma curva analitica obtida a partir de diferentes concentragdes de acido
galico (0-0,025 mg/mL) para a determinagdo indireta dos teores de fenolicos totais, que foi
relatada por VIANNA, 2010. Os valores das diferentes concentracdes obtidas da solu¢ao do
padrao de acido galico, com suas absorbancias (triplicata e média) nos ensaios de Folin-Denis,

geraram o grafico apresentado abaixo (Figura 39).
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Figura 39: Curva analitica da relacdo entre as médias das concentragdes da solugdo do acido
gélico e as absorbancias (760 nm), nos ensaios de Folin-Denis (VIANNA, 2010)
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Esta curva analitica foi construida a partir do programa Origin 6.0, e sua equacao foi
definida como ¥ = 0,083 + 81,759 . X, onde Y ¢ a absorbancia a 760 nm, X ¢ a concentragao
de acido galico. O coeficiente de correlacao (R) obtido foi de 0,999. Através dessa equagdo
determinou-se indiretamente o teor de fendis totais nas amostras (concentragdao X),
substituindo Y pela média das absorbancias de cada amostra de mel. Utilizando como
exemplo as trés absorbancias obtidas para a amostra n° 1 (Tabela 11, pag. 66), tém-se as

seguintes equacgdes:

Y, =A+B.X; (1 leitura)

Y, = 0,083 (£0,0152) + 81,759 (+1,3415) . X,
0,807 = 0,083 (£0,0152) + 81,759 (£1,3415) . X,
X; =0,00886 mg/mL

Y,=A+B.X, (2" leitura)

Y, = 0,083 (£0,0152) + 81,759 (£1,3415) . X,
0,810 = 0,083 (£0,0152) + 81,759 (£1,3415) . X,
X, =0,00889 mg/mL

Y;=A+B.X; (3" leitura)

Y3 = 0,083 (£0,0152) + 81,759 (£1,3415) . X;
0,810 = 0,083 (£0,0152) + 81,759 (£1,3415) . X,
X3 =10,00889 mg/mL

Em cada frasco da triplicata ha uma concentragdo, em equivalente de acido galico, de
0,00886; 0,00889 e 0,00889 mg/mL, respectivamente. Como ha um volume total de 5 mL por
frasco (0,5 mL de solugdo de mel + 2,5 mL de solucao de Folin-Denis + 2,0 mL de solugdo de
carbonato de so6dio), para encontrar a massa do acido fenolico contida em cada triplicata o

valor foi multiplicado por cinco.

0,00886 mg ---- 1 mL
), CEEE——— SmL .: X; =0,04430 mg

0,00889 mg ---- 1 mL
Xy mmmmmmm e 5SmL .: X, =0,04445 mg

0,00889 mg ---- 1 mL
) G —————— 5 mL .: X;5=0,04445 mg

Ximed. = 0,04440 mg

Como foi inserido em cada frasco um volume de 0,5 mL de solucao de mel a 100

mg/mL, conclui-se que a massa de mel presente em cada triplicata foi de 50 mg.
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100 mg --- 1 mL
S 0,5 mL .: x = 50 mg (0,05g)

Conforme calculado, a média em equivalente de acido galico presente em 0,05g de
mel (quantidade de mel inserida por frasco) foi de 0,04440 mg. Dessa forma, pode ser obtido

o teor médio por 100g de mel.

0,0440 mg ---------- 0,05g de mel
[ 1mgEag -—-------- 100g de mel — [ ] mgEsg = 88,80 mg/100g de mel

Juntando as equacdes e simplificando os valores, pode-se obter a formula geral

utilizada para os célculos:

Y-4

[ ]EAG=( leOOOO

Na Tabela 11 a seguir encontram-se as quantidades de fendis totais calculadas para

cada amostra de mel.
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Tabela 11: Resultados obtidos para teor de fendis totais para as amostras de méis, através do
reagente de Folin-Denis

Desvio mgEac/

Amostra y y: y Ymed. Padrio  100g Cor Palinolégica Obtenc¢ao da amostra
26 0,726 0,730 0,729 0,728 +0,002 7893 Clara Anadenanthera Casimiro de Abreu (RJ)
23 1,097 1,115 1,117 1,110 +0,011 125557 Média  Anadenanthera Marica (RJ)

48 1,006 0,995 0,996 0,999  +£0,006 112,04 Média Anadenanthera Caxias (RJ)

49 0,952 0,957 0,953 0,954 +£0,003 10653 Média Anadenanthera 4° Distrito de Itaocara (RJ)

24 1,250 1,248 1242 1247 +£0,004 14233  Escura Anadenanthera Maric4 (RJ) - Ponta Grossa

25 0,990 0,972 0,990 0,984  +0,010 110,20  Escura _Anadenanthera Rio Claro (RJ)
Média 1,004 1,003 1,005 1,004 +0,006 112,60 - Anadenanthera -

17 0,927 0,924 0,922 0,924  +0,003 10290 Meédia Asteraceae Pirai (RJ)

44 0,903 0,903 0,902 0,903  +0,001 100,25 Média Asteraceae Miguel Pereira (RJ)

59 0,773 0,777 0,772 0,774  £0,003 8452  Média Asteraceae Vale das Videiras - Petropolis (RJ)

33 0,906 0,907 0,908 0,907  +0,001 100,78 Média Asteraceae Rio das Flores (RJ))
Meédia 0,877 0,878 0,876 0,877 _£0,002 97,11 - Asteracede -

04 0,560 0,559 0,559 0,559  +0,001 58,26 Clara Eucalyptus B. de Minas (MG)

31 0,576 0,576 0,573 0,575 +£0,002 60,18  Clara Eucalyptus Volta Redonda (RJ)

07 0,670 0,666 0,667 0,668  +£0,002 7151  Meédia Eucalyptus Itamonte (MG)

15 1,234 1,236 1,239 1,236 +0,003 141,06 Média Eucalyptus Paracambi (RJ)

30 1,164 1,164 1,150 1,159  +0,008 131,65 Média Eucalyptus Sao Gongalo (RJ)

05 1,161 1,166 1,161 1,163  +0,003 13205 Escura Eucalyptus Rio Preto (MG)

06 0,982 0,982 0,981 0,982  +£0,001 109,92 Escura Eucalyptus Nova Friburgo (RJ)

20 1,204 1,201 1,205 1,203 +0,002 137,03 Escura Eucalyptus Valenga (RJ)

50 1,002 0,990 0,997 0,996  +0,006 111,71  Escura Eucalyptus -
Média 0,950 0,949 0,948 0,949 *0,003 10593 - Eucalyptus -

09 0,701 0,702 0,707 0,703  +0,003 7587 Clara Heterofloral -

10 0,707 0,709 0,700 0,705 +0,005 76,12 Clara Heterofloral Paraiba do Sul (RJ)

51 0,692 0,698 0,707 0,699 +0,008 7534 Média Heterofloral Friburgo (RJ)

54 0,656 0,653 0,664 0,658 +£0,006 7029 Meédia  Heterofloral Bambu (MG)

02 0,841 0,838 0,844 0,841 +0,003 92,71 Média Heterofloral Quatis (RJ)

08 0,800 0,798 0,802 0,800 +£0,002 87,70 Média Heterofloral Teresopolis (RJ)

13 0,872 0,879 0,880 0,877 +£0,004 97,11  Média Heterofloral Nova Friburgo (RJ)

14 1,222 1,220 1,220 1,221 +0,001 139,15 Média Heterofloral Nova Friburgo (RJ)

16 0,763 0,769 0,762 0,765 +0,004 8338 Mcédia Heterofloral Santa Maria Madalena (RJ)

19 0,749 0,745 0,747 0,747 +£0,002 81,21 Média Heterofloral -

22 1,108 1,100 1,108 1,105 +0,005 12504 Média Heterofloral Maricé (RJ)

28 0,969 0,969 0,971 0,970  +£0,001 108,45 Média Heterofloral Porciuncula (RJ)

34 0,801 0,805 0,804 0,803 +£0,002 8810 Média Heterofloral Rio das Flores (RJ)

35 0,857 0,867 0,868 0,864 +0,006 9552 Média Heterofloral Rio das Flores (RJ)

37 0,903 0,910 0,895 0,903 +0,008 100,25 Média Heterofloral Paty do Alferes (RJ)

38 0,851 0,858 0,853 0,854  +£0,004 9430 Média Heterofloral Paty do Alferes (RJ)

39 0,840 0,841 0,839 0,840  £0,001 9259 Média Heterofloral Paty do Alferes

40 0,821 0,834 0,827 0,827 £0,007 91,04 Meédia Heterofloral Trés Rios (RJ)

41 0,924 0,926 0,924 0,925 +0,001 102,94 Média Heterofloral Trés Rios (RJ)

42 0,901 0,900 0,894 0,898  +£0,004 9972 Média Heterofloral Trés Rios (R))

43 0,904 0,910 0,909 0,908 +£0,003 100,87 Média Heterofloral Trés Rios (RJ)

45 0,909 0,910 0,910 0910 +0,001 101,11 Média Heterofloral Miguel Pereira (RJ)

47 0,917 0,920 0,927 0,921  £0,005 10254 Média Heterofloral Miguel Pereira (RJ)

52 0,877 0,891 0,892 0,887 +0,008 9830 Escura Heterofloral Nova Friburgo (RJ)

55 0,930 0,926 0,930 0,929  +0,002 10343 Escura Heterofloral Barra Mansa (RJ)

56 1,164 1,160 1,162 1,162  +0,002 13197 Escura  Heterofloral Niteroi (RJ)

58 1,334 1,335 1,321 1,330 +0,008 152,52  Escura Heterofloral Estrada da Posse - Tangud (RJ)
Média 0,889 0,892 0,891 0,891 +0,004 98,80 - Heterofloral -

36 0,897 0,897 0,891 0,895 +£0,003 9932 Média Montanoa Paty do Alferes

46 0,922 0,916 0,915 0,918 +0,004 102,09 Média Montanoa Miguel Pereira (RJ)
Média 0,910 0,907 0,903 0,906 +0,004 100,70 - Montanoa -

11 0,750 0,739 0,742 0,744  +0,006 8081 Clara Myrcia Paraiba do Sul (RJ)

12 0,750 0,743 0,744 0,746  +£0,004 81,05 Clara Myrcia Paraiba do Sul (RJ)

03 0,957 0,948 0,959 0,955 +£0,006 106,61 Média Myrcia Santa Maria Madalena (RJ)

21 0,863 0,868 0,868 0,866  +0,003 9581 Média Myrcia Barra do Pirai (RJ)

32 1,055 1,058 1,064 1,059  +0,005 119,38  Escura Myrcia Barra Mansa (RJ)

60 1,130 1,138 1,137 1,135  +£0,004 128,67 Escura Myrcia Regido do mendanha (RJ)
Média 0,918 0,916 0919 0,917 +0,005 102,05 - Myrcia -

53 0,659 0,674 0,663 0,665 £0,008 71,23 Clara Citrus Apicultura migratéria Pb. do Sul e SP

18 0,994 1,010 1,005 1,003  +0,008 11253 Média Copaifera Valenga (RJ)

01 0,807 0,810 0810 0809 +0,002 8880 Média Ambrosia Volta Redonda (RJ)

27 1,163 1,170 1,169 1,167  £0,004 132,63 Escura Vernonia Casimiro de Abreu (RJ)

57 1,269 1,253 1,262 1,261  +0,008 14412  Escura Verbenaceae Itaborai (RJ)

29 1,070 1,084 1,082 1,079  £0,008 121,78 Média Gochnatia Rio Bonito (RJ)
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Conforme pode ser observado, o teor em fendlicos totais para os méis estudados nesse
trabalho variou significativamente com o tipo/regido do mel analisado, apresentado os valores
que variaram de 58,26 a 152,52 mgExg/100g de mel. A média obtida foi de 102,83
mgEac/100g. Dos méis analisados, a amostra n° 4 (mel de eucalipto de cor clara) foi o que
apresentou a menor concentracao, enquanto a amostra n° 58 (mel heterofloral de cor escura)
foi a que apresentou a maior concentracao.

Ao comparar esses resultados com os estudos realizados por LIANDA (2009) para
outros méis brasileiros (Rio de Janeiro e Sao Paulo), foi descrito que o teor de fenolicos totais
para méis silvestres esteve em uma faixa entre 42,8 a 78,2 mgEAg/100g de mel, e para méis de
laranjeira (citrico) entre 34,0 a 53,2 mgEac/100g de mel. Verificou-se que os valores obtidos
no presente trabalho foram bem superiores, sendo obtida a faixa de 70,29 a 152,52
mgEac/100g para méis silvestres (monoflorais) e para o mel citrico, foi obtido o valor de
71,23 mgEAg/100g de mel.

O trabalho realizado por VIANNA, (2010) com outros méis brasileiros (Minas Gerais
e Espirito Santo), apresentou valores de 23,83 a 62,69 mgEAs/100g de mel para as amostras
de assa peixe (Vernonia) e de 79,2 a 179,13 mgEas/100g de mel para as de eucalipto, estando
em faixa inferior a obtida neste trabalho quanto ao mel de Vernonia (132,63 mgEAg/100g de
mel) e um pouco inferior a de eucalipto (58,26 a 141,07 mgEAg/100g de mel).

E importante destacar que os méis de Anadenanthera apresentaram o maior teor em
fenolicos (112,60 mgEAg/100g de mel), seguido dos méis de eucalipto (105,93 mgEs/100g
de mel), Myrcia (103,05 mgEAc/100g de mel), Montanoa (100,70 mgEAs/100g de mel),
heterofloral (98,80 mgEsg/100g de mel) e, por ultimo, os méis de Asteraceae (97,11
mgEag/100g de mel). De um modo geral, em todas as amostras de mesma origem botanica, o
teor em fendlicos foi maior para os méis de coloragdo mais escura. Esse resultado também
esta de acordo com varios relatos da literatura (SOCHA et al., 2009; BERTONCELJ et al.,
2007; FERREIRA et al., 2009; FRANKEL et al., 1998).

Em um estudo realizado por PICHICHERO et al. (2009) com méis italianos de
diversas origens florais, os fendlicos totais foram bastante inferiores (entre 6,05 a 27,60
mgEac/100g de mel), com uma média de apenas 14,49 mgEx/100g de mel. Os resultados
obtidos por ZALIBERA et al. (2008) com méis da Eslovaquia mostraram uma variagdo na
faixa de 16 a 58 mgEAg/100g, e os apresentados por BERTONCELJ et al. (2007), com méis
da Eslovénia, variaram entre 2,57 a 27,23 mgEs/100g de mel. Os resultados obtidos por AL

et al. (2009) para méis florais da Roménia apresentaram uma faixa de 2,00 a 45,00
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mgEac/100g de mel, valores também bastante inferiores aos deste e aos dos outros trabalhos
mencionados com méis brasileiros.

Ja em um estudo realizado com méis venezuelanos (VIT ef al., 2009), o total de
fenolicos variou entre 38,15 e 182,10 mgEAg/100g, com uma média de 93,50 mgEAc/100g de
mel, sendo bastante similar aos méis brasileiros estudados neste trabalho. No estudo realizado
por MEDA et al. (2005) com méis sul-africanos, foi obtida a faixa de 32,59 a 114,75
mgEaAg/100g, com uma média de 74,38 mgEAg/100g, sendo também mais semelhante aos
totais de fendlicos obtidos para os méis brasileiros estudados do que aos europeus.

O fato dos méis europeus apresentarem perfil diferenciado pode estar relacionado a
flora da regido, e/ou ainda com as caracteristicas das abelhas européias. Todos os méis dos
trabalhos mencionados sdo provenientes da abelha Apis mellifera, porém nao sao
mencionadas as subespécies. Na Africa, as subespécies sdo conhecidas por terem uma alta
produtividade de mel. Isso pode ter também contribuido para o alto teor de fendlicos
encontrados nos méis sul-africanos, assim como nos méis produzidos pelas abelhas
africanizadas brasileiras. Na Europa, no entanto, predomina a subespécie Apis mellifera
mellifera, uma abelha menos agressiva, porém menos resistente ¢ que produz mel apenas em
determinadas épocas. Portanto, ¢ provavel que a diferenca entre subespécies possa também ter
ocasionado uma menor coleta, reten¢do ou acumulagdo das substancias fendlicas totais, seja
pela forma ou freqiiéncia de visita das abelhas as flores ou pela manipulacdo do néctar na
colméia.

Cabe destacar que, nos trabalhos mencionados, as metodologias utilizadas foram os

métodos de Folin-Denis ou Ciocalteau.

4.2. Determinacio do teor de flavondides totais

Neste trabalho, foi feita a avaliacdo da quantidade de flavonoides das amostras de mel
pelo método espectrofotométrico utilizando o cloreto de aluminio (AICl;). O cation aluminio
forma complexos estdveis com os flavondides em metanol, ocorrendo na andlise
espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de onda e uma intensificagdo da
absorc¢do. A leitura dos complexos ¢ feita a 415 nm, o que evita a interferéncia de outras

substancias fenolicas, principalmente os acidos fenolicos.
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Os flavonoides presentes no mel podem ter origem no polen, na propdlis e no néctar,
sendo a propolis a fonte mais rica em flavondides (FERREIRA et al., 1997; SIESS et al.,
1996; MARTOS et al., 2000).

Tendo em vista as diferentes capacidades de quelacdo dos flavondides, estes
apresentam diferentes intensidades de absor¢do a 415 nm, gerando curvas de absorbancia
versus concentragao, com distintos coeficientes. Para a determinacdo indireta do teor de
flavonoides totais para cada amostra de mel, utilizou-se a quercetina como padrio, que ¢ um
flavondide que apresenta uma boa capacidade complexante.

A curva analitica para a determinagdo indireta dos flavonoides totais dos méis foi
construida a partir das leituras de absorbancia (415 nm) obtidas para cada concentragdo da

solucdo padrao de quercetina (0 — 0,025 mg/mL; Figura 40).

144 Regresséo Linear:
Y=A+B*X
1,2
104 Parametro Valor Erro
5 oo A 0,00482 0,01401
B B 47,44374 1,07055
<

0,6

0,4

R SD N P

0,2

00 0,99797 0,02607 10 <0.0001

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

Figura 40: Curva analitica das médias das concentragdes da solugdo de quercetina versus as
leituras de absorbancias (415 nm), ap6s o ensaio com cloreto de aluminio

A curva analitica foi feita a partir do programa Origin 6.0, sendo obtida a equagao da
reta ¥ = 0,00482 + 47,44374 . X, onde Y ¢ a absorbancia a 415 nm e X ¢ a concentracao de
quercetina. O coeficiente de correlagao (R) obtido foi de 0,998. Através dessa equagdo
determinou-se indiretamente o teor de flavonoides totais nas amostras, onde se substituiu Y
pela média da absorbancia de cada amostra de mel. Foi aplicado o mesmo método utilizado
para a quantificacdo de fenolicos totais, porém levando em conta a maior concentragdo da
solugdo, que foi de 500 mg/mL, bem como o volume final da solucdo, que foi diferente.
Utilizando como exemplo as trés absorbancias obtidas para a amostra n° 1 (Tabela 12, pag.

72), tém-se as seguintes equacdes:
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Y, =A+B.X; (1°leitura)

Y, =0,00482 (£0,01401) + 47,44374 (£1,07055) . X,
0,911 = 0,00482 (+0,01401) + 47,44374 (+1,07055) . X,
X;=10,01910 mg/mL

Y,=A+B.X, (2" leitura)

Y, =0,00482 (£0,01401) + 47,44374 (£1,07055) . X,
0,909 = 0,00482 (+£0,01401) + 47,44374 (+1,07055) . X,
X;=10,01906 mg/mL

Y;=A+B.X; (3 leitura)
Y = 0,00482 (+0,01401) + 47,44374 (+1,07055) . X,

0,911 = 0,00482 (£0,01401) + 47,44374 (£1,07055) . X5
X;=0,01910 mg/mL

Em cada frasco da triplicata hd uma concentracdo, em equivalente de quercetina, de
0,01910; 0,01906 e 0,01910 mg/mL, respectivamente. Como hd um volume total de 2 mL por
frasco (2 mL de solugdo de mel + 2 mL de solugao de cloreto de aluminio), para encontrar a

massa de flavondide contida em cada triplicata o valor foi multiplicado por quatro.

P —— 4 mL .: X; =0,07640 mg

. G —— 4mL .: X, =0,07624 mg

), G ——— 4 mL .: X5=0,07640 mg

Xmea. = 0,07635 mg

Como foi inserido em cada frasco um volume de 2 mL de solucdo de mel a 500

mg/mL, conclui-se que a massa de mel presente em cada triplicata foi de 1g.

500 mg --- 1 mL
) G —— 2 mL .: x=1000 mg (1,00 g)

Conforme calculado, a média em equivalente de quercetina presente em 0,05g de mel
(quantidade de mel inserida por frasco) foi de 0,07635 mg. Dessa forma, pode ser obtido o

teor médio por 100g de mel.

0,07635 mg --------- 1 g de mel
[ ]mgEqc ---------- 100g de mel — [ ] mgEqc =7,63 mg/100g de mel
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Simplificando as equagdes, para calcular a concentra¢do equivalente de quercetina nas

amostras, basta a multiplicacdo dos valores da equagdo da reta pelos 4 mL de solugdo e a

massa de 100g, conforme a equagao:

[ ]Ech( jX4OO

Os valores de absorbancia das amostras e os teores de flavonodides totais encontram-se
listados na Tabela 12 a seguir.
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Tabela 12: Valores obtidos para teores de flavonodides totais para as amostras de méis usando
cloreto de aluminio

Amostra y y: » Yméd. :)):(sl:;(:) mlg (E)Qgc/ Cor Palinolégica Obten¢ao da amostra
26 0,305 0,308 0,309 0,307 + 0,002 2,55 Clara  Anadenanthera Casimiro de Abreu (RJ)
23 0,712 0,715 0,716 0,714 + 0,002 5,98 Média  Anadenanthera Marica (RJ)

48 0,431 0437 0438 0435 £0,004 3,63  Média Anadenanthera Caxias (RJ)

49 0,430 0,433 0,438 0,434 + 0,004 3,62 Média  Anadenanthera 4° Distrito de Itaocara (RJ)

24 0,890 0,898 0,901 0,896 + 0,006 7,52 Escura  Anadenanthera Marica (RJ) - Ponta Grossa

25 0,935 0,941 0,946 0,941  +0,006 7.89  Escura__Anadenanthera Rio Claro (RJ)
Média 0,617 0,622 0,625 0,621 + 0,004 5,20 - Anadenanthera -

17 0,837 0,342 0,349 0,843  £0,006 7,06  Média Asteraceae Pirai (RJ)

44 0,643 0,643 0,643 0,643 + 0,000 5,38 Média Asteraceae Miguel Pereira (RJ)

59 0,489 0,490 0,491 0,490  £0,001 4,09  Média Asteraceae Vale das Videiras - Petropolis (RJ)

33 0,654 0,662 0,660 0,659 £ 0.004 5.51 Média Asteraceae Rio das Flores (RJ)
Média 0,656 0,659 0,661 0,659 £ 0,003 5,51 - Asteraceae -

04 1,311 1,310 1,310 1,310  £0,001 11,01 Clara Eucalyptus B. de Minas (MG)

31 0,238 0,242 0,243 0,241 + 0,003 1,99 Clara Eucalyptus Volta Redonda (RJ)

07 1,243 1,245 1,256 1,248 + 0,007 10,48  Média Eucalyptus Itamonte (MG)

15 1,291 1,300 1,305 1,299  £0,007 10,91  Média Eucalyptus Paracambi (RJ)

30 1,008 1,002 1,005 1,005  £0,003 8,43 Média Eucalyptus Sao Gongalo (RJ)

05 1,201 1,198 1,200 1,200 + 0,002 10,07  Escura Eucalyptus Rio Preto (MG)

06 1,412 1,414 1,410 1,412 £0,002 11,86  Escura Eucalyptus Nova Friburgo (RJ)

20 1,073 1,085 1,084 1,081 + 0,007 9,07 Escura Eucalyptus Valenga (RJ)

50 1,039 1,042 1,045 1,042  £0,003 8,74  Escura Eucalyptus -
Média 1,091 1,093 1,095 1,093  +0,004 9,17 - Eucalyptus -

09 0,311 0,311 0,311 0,311 + 0,000 2,58 Clara Heterofloral -

10 0,305 0,310 0,306 0,307  £0,003 2,55 Clara Heterofloral Paraiba do Sul (RJ)

51 0,391 0,391 0,394 0,392  £0,002 3,26 Média Heterofloral Friburgo (RJ)

54 0,346 0,342 0,342 0,343  £0,002 2,85 Média Heterofloral Bambu (MG)

02 0,593 0,597 0,597 0,596 + 0,002 4,98 Média Heterofloral Quatis (RJ)

08 0,520 0,521 0,517 0,519  £0,002 434  Média Heterofloral Teresopolis (RJ)

13 0,621 0,623 0,625 0,623  +£0,002 5,21 Média Heterofloral Nova Friburgo (RJ)

14 1,279 1,300 1,296 1,292 +0,011 10,85  Média Heterofloral Nova Friburgo (RJ)

16 0,396 0,395 0,396 0,396 +0,001 3,30 Média Heterofloral Santa Maria Madalena (RJ)

19 1,375 1,379 1,383 1,379  +0,004 11,59 Média Heterofloral -

22 0,713 0,716 0,713 0,714  £0,002 5,98 Média Heterofloral Marica (RJ)

28 0,791 0,797 0,794 0,794  £0,003 6,65 Média Heterofloral Porcitincula (RJ)

34 0,658 0,661 0,666 0,662  £0,004 5,54  Média Heterofloral Rio das Flores (RJ)

35 0,729 0,729 0,730 0,729  +£0,001 6,11 Meédia Heterofloral Rio das Flores (RJ)

37 0,728 0,733 0,729 0,730  +£0,003 6,11 Média Heterofloral Paty do Alferes (RJ)

38 0,693 0,695 0,701 0,696  £0,004 5,83 Média Heterofloral Paty do Alferes (RJ)

39 0,699 0,700 0,705 0,701 +0,003 5,87  Média Heterofloral Paty do Alferes (RJ)

40 0,613 0,615 0,615 0,614  £0,001 5,14 Meédia Heterofloral Trés Rios (RJ)

41 0,622 0,626 0,629 0,626  £0,004 5,23 Média Heterofloral Trés Rios (RJ)

42 0,633 0,633 0,632 0,633  £0,001 5,29 Média Heterofloral Trés Rios (RJ)

43 0,654 0,659 0,657 0,657  +£0,003 5,50  Média Heterofloral Trés Rios (RJ)

45 0,638 0,635 0,645 0,639  £0,005 5,35 Média Heterofloral Miguel Pereira (RJ)

47 0,634 0,634 0,638 0,635  £0,002 5,32 Média Heterofloral Miguel Pereira (RJ)

52 0,651 0,656 0,663 0,657 + 0,006 5,50 Escura Heterofloral Nova Friburgo (RJ)

55 0,836 0,845 0,842 0,841 + 0,005 7,05 Escura Heterofloral Barra Mansa (RJ)

56 0,620 0,623 0,625 0,623  £0,003 5,21 Escura Heterofloral Niter6i (RJ)

58 1,049 1,048 1,057 1,051 + 0,005 8,82 Escura Heterofloral Estrada da Posse - Tanguda (RJ)
Média 0,670 0,673 0,674 0,673 0,003 5,63 - Heterofloral -

36 0,711 0,713 0,727 0,717 + 0,009 6,00 Média Montanoa Paty do Alferes (RJ)

46 0,623 0,623 0,623 0,623  £0,000 521 Média Montanoa Miguel Pereira (RJ)
Média 0,667 0,668 0,675 0,670 +0,005 5,61 - Montanoa -

11 0,295 0,294 0,298 0,296 + 0,002 245 Clara Myrcia Paraiba do Sul (RJ)

12 0,284 0,284 0,284 0,284  £0,000 2,35 Clara Myrcia Paraiba do Sul (RJ)

03 0,854 0,857 0,859 0,857 + 0,003 7,18 Média Myrcia Santa Maria Madalena (RJ)

21 0,514 0,515 0,514 0,514  £0,001 4,30  Média Myrcia Barra do Pirai (RJ)

32 1,097 1,107 1,110 1,105  £0,007 9,27  Escura Myrcia Barra Mansa (RJ)

60 0,678 0,681 0,684 0,681 + 0,003 5,70 Escura Myrcia Regido do mendanha (RJ)
Média 0,620 0,623 0,625 0,623 +0,003 521 - Myrcia -

53 0,261 0,259 0,262 0,261 + 0,002 2,16 Clara Citrus Apicultura migratéria Pb. do Sul e SP

18 0,894 0,899 0,899 0,897  +£0,003 7,52 Média Copaifera Valenga (RJ)

01 0,911 0,909 0,911 0,910 + 0,001 7,63 Média Ambrosia Volta Redonda (RJ)

27 1,184 1,182 1,179 1,182 +0,003 9,92 Escura Vernonia Casimiro de Abreu (RJ)

57 0,611 0,617 0,619 0,616  +0,004 5,15 Escura Verbenaceae Itaborai (RJ)

29 0,495 0,490 0,497 0,494  +0,004 4,12 Média Gochnatia Rio Bonito (RJ)
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Os resultados obtidos para totais de flavondides foram bastante inferiores aos totais de
fenois. Os valores variaram de 1,99 a 11,86 mgEqc/100g de mel, sendo estes valores relativos,
respectivamente, as amostra n° 91, um mel claro de eucalipto, ¢ a amostra n° 06, um mel
escuro, desta mesma origem floral. A média obtida para todas as amostras foi de 6,11
mgEqc/100g de mel.

Os méis de eucalipto foram os que apresentaram a maior média em total de
flavondides (9,17 mgEqc/100g de mel), sendo muito superior aos demais méis analisados. Em
seguida, os valores médios apresentados para outras amostras foram semelhantes. Os méis
heteroflorais foram os que apresentaram o segundo maior valor (5,63 mgEqc/100g de mel),
seguido dos méis de Montanoa (5,61 mgEqgc/100g de mel), Asteraceae (5,51 mgEqc/100g de
mel), Myrcia (5,21 mgEqc/100g de mel) e os méis de Anadenanthera, com a menor
quantidade (5,20 mgEqc/100g de mel).

Os méis de Anadenanthera, no entanto, apresentaram a maior quantidade de
substancias fendlicas totais, conforme indicado na Tabela 11, pag. 66. A atividade
antioxidante média destes méis foi também a melhor, em termos de CEsy e %AA (Anexo,
pag. 129). Apesar dos flavonoides apresentarem, em geral, melhor atividade antioxidante que
os demais compostos fenolicos (4cidos fendlicos, taninos, etc.), o0 maior teor de substancias
fenolicas pode ter sido responsavel pela melhor atividade antiradicalar.

De um modo geral, os resultados indicam existir uma diferenca significativa entre teor
em flavondides para os méis de eucalipto comparados aos demais méis analisados.

As amostras de mel n° 53, 18, 01, 27, 57 e 29 n3o foram consideradas para fins de
calculo de média, pois havia apenas uma amostra de cada origem floral. Porém, observando
individualmente estas amostras, a n° 27 (mel escuro de Vernonia [assa-peixe]) foi o que
apresentou maior quantidade em flavonoides totais (9,92 mgEqc/100g de mel), quantidade até
mesmo superior a média encontrada para os méis de eucalipto. J& a amostra n® 53 (mel claro
de Citrus) foi a que apresentou a menor quantidade em flavonoides (2,16 mgEqc/100g de
mel).

Comparando esses resultados com os de MEDA et al. (2005), que avaliou também o
teor de flavonodides de méis sul-africanos, foram encontrados teores em flavondides que
variaram de 0,17 a 8,35 mg de quercetina/100g de mel, mostrando serem similares aos obtidos
neste trabalho. Os resultados apresentados por PICHICHEIRO et al. (2009), ao analisar méis
italianos, variaram entre 4,19 a 21,17 mgEqc/100g de mel, enquanto AL ef al. (2009) obteve
valores entre 0,91 a 15,33 para méis florais provenientes da Roménia, valores um pouco

superiores aos deste trabalho.
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Os resultados determinados neste trabalho estdo de acordo com os dados da literatura,
que relataram que, nos méis brasileiros, os acidos fenolicos sdo bem mais abundantes que os
flavondides (VIANNA, 2010; LIANDA, 2004 e 2009; ALENCAR, 2002). Na Tabela 13
seguem os intervalos obtidos para fendlicos e flavonoides totais, para méis de diferentes

origens geograficas e florais.

Tabela 13: Quantidade de fendlicos e flavonoides totais para méis de diferentes origens

Pais mgEAg/100g  mgEc/100g

Africa do Sul’ 32,59-114,75 0,17 - 8,35
Roménia’ 2,00 -45,00 0,91 -15,33
Venezuela® 38,15- 182,10 2,32 - 14,41
Italia* 6,05-25,38  4,19-21,17
Australia’ 48,53 -63.43  8,12-12,77

Pol6nia (sul)’ 21,7-753 6,9 - 28,5
Polonia (noroeste)7 7,17 - 20,16 1,35 -20,16
Brasil* 58,26 -152,52 1,99 -11,86

'"MEDA et al., 2005; > AL et al., 2009; ® VIT et al., 2009; * PICHICHEIRO et al.,2009;
> ODDO et al., 2008; ® SOCHA et al., 2009; 7 KASKONIENE et al., 2009;
* Variacoes obtidas neste trabalho.

4.3. Avaliacio da atividade antioxidante

Nos ultimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias tem indicado o papel
chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes responsaveis pelo envelhecimento e
pelas doencas degenerativas, como cancer, doengas cardiovasculares, catarata, declinio do
sistema imune e disfungdes cerebrais cronicas (BARREIROS et al., 2006; MEDA et al.,
2005). Os radicais livres promovem reagdes com substratos bioldgicos podendo ocasionar
danos as biomoléculas e, conseqlientemente, afetar a saide humana. Os danos mais graves sao
aqueles causados a0 DNA e RNA.

A producdo de radicais livres € controlada nos seres vivos por diversos compostos
antioxidantes, os quais podem ter origem endogena (por ex., superoxido dismutase), ou serem
provenientes da dieta alimentar e outras fontes. Dentre as diversas classes de substancias
antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos fenodlicos tém recebido muita aten¢ao nos

ultimos anos, sobretudo por retardarem ou prevenirem, significativamente, a oxidagdo de
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lipidios ou outras moléculas ao inibirem a iniciacdo ou a propaga¢do da reagdo de oxidacao
em cadeia (CHAVES et al., 2007; VOLP et al., 2008).

Os compostos fenolicos (acidos e flavondides) presentes nos méis possuem fortes
propriedades antioxidantes, pois podem interagir com as espécies radicalares como eficientes
captadores de espécies reativas de oxigénio (EROs), além de atuarem na quelacdo de metais
(AL-MAMARY et al., 2002; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; MARIUTTI e
BRAGAGNOLO, 2007). O mecanismo complexo de atividade anti e pro-oxidante destas
substancias ¢ alvo de extensos estudos cientificos contemporaneos, tendo em vista que o
sucesso destas investigagdes esta diretamente relacionado com a melhoria da qualidade de
vida do ser humano.

O mel ¢ um produto natural reconhecido por sua propriedade antioxidante, em
decorréncia, principalmente, da presenca de dacidos fendlicos e flavondides na sua
composicdo. A avaliagdo desta bioatividade pode ser utilizada para assegurar a qualidade e o
possivel potencial terapéutico do mel.

O ensaio com o radical DPPH ¢ um método bastante utilizado para a determinagdo da
atividade seqiiestradora de radicais de extratos vegetais € compostos puros, por ser de facil e

rapida execugao.

4.3.1. Avaliacio da atividade antioxidante dos padroes fenolicos

As andlises para determinagdo da atividade antioxidante foram realizadas com o
radical 2,2-difenil-picril-hidrazil, no espectrofotometro de ELISA, com leitura a 520 nm. A
atividade antioxidante também pode ser avaliada por leitura em UV-Vis a este comprimento
de onda, mas a utilizagdo das microplacas da a possibilidade da andlise imediata de todas as
absorbéncias presentes nos pocos, sendo um meétodo mais rapido e eficiente (Figura 41). A
desvantagem ¢ a necessidade do filtro otico especifico para leitura, enquanto no UV os

valores de comprimento de onda para leitura podem ser selecionados manualmente.
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Iicroplaca

O - A

Filtro otico absnrv%cia a qualguer

cotmprimento de onda

Figura 41: Esquema de leitura das microplacas no espectrofotdmetro de ELISA (adaptado de
www.bmglabtech.com/technology/tandem.cfm)

Muitas substancias naturais obtidas de méis t€ém sido identificadas como captadoras de
espécies reativas de oxigénio, protegendo o corpo humano dos efeitos destes, bem como
retardando o aparecimento de muitas doengas cronicas.

As substancias com nucleo fendlico apresentam destaque especial como eficientes
captadores radicalares, como demonstrado por FRANKEL et al. (1998), AL-MAMARY et al.
(2002); MEDA et al. (2005); SOCHA et al. (2009); JAGANATHAN ¢ MANDAL (2009);
FERREIRA et al. (2009).

A atividade antioxidante foi avaliada pela determinagdo da capta¢dao do radical DPPH
para as sessenta amostras de méis e pelos padroes de flavondides quercetina, rutina,
isoquercetina e miricetina, e dos acidos galico, protocatecuico, cafeico e fertilico, que foram
selecionados devido as suas estruturas favoraveis para o sequestro deste radical e por ja terem
sido estudados anteriormente (LIANDA, 2009; VIANNA, 2010).

A determinacdo do CEs foi obtida para cada padrdo inicialmente, por regressao linear
dos pontos plotados graficamente. Para a plotagem dos pontos, foram utilizados os valores das
médias obtidas de triplicatas realizadas para cada um dos testes com cada padrao.

Inicialmente, sera apresentado cada resultado dos graficos e céalculos do CEs( para os

padrdes analisados.
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A) Curva padrio da quercetina

Segundo a metodologia citada nas pags. 57-59, foram preparadas solugdes-estoque do
padrao quercetina na concentragao de 100 uM e foram feitas algumas dilui¢des aleatorias para
uma primeira avaliacdo (em triplicata) em busca do CEsy. Os dados obtidos foram utilizados
para a construcdo do grafico (Figura 42) que relaciona o percentual de atividade e a

concentracdo da substancia ensaiada, no caso a quercetina.

OH

90 +

Regressao Linear:
Y=A+B*X
Parametro Valor Erro

80+

70 4

60
1 / A 17.002 2.223
504 / B 5.112 0.269

0] e
1 / R SD N P
30

wl " 0.9945 2.783 6 <0.0001

AA%

[ 1nM

Figura 42: Grafico que relaciona o percentual de atividade antioxidante e a concentracao da
quercetina
Juntamente com o grafico, obteve-se a equagdo da reta, que permitiu o calculo do

valor de CEsy, como exemplificado a seguir:

Y=A+B.X
50 = 17,002 (+2.223) + 5,112 (+ 0,269) CEso
CE50 = 6,46 ],lM

As Figuras 43 - 49 mostram os graficos gerados e os valores de CEs, calculados para

os demais padrdes.



B) Curva padrio da rutina

78

Regresséo Linear
Y=A+B*X

Parametro Valor Erro
A 19.674 1.697

B 3.981 0.205
;?““ SD P
09947 2125 6 <0.0001

[ Tum

Figura 43: Grafico que relaciona o percentual de atividade antioxidante e a concentragdo da

rutina
Calculo do CEsq:

50=19,674 (£1,697) + 3,981 (+0,205).CEsg
CEso = 7,62 llM

C) Curva padriao da isoquercetrina

70

Regresséo Linear:

60 Y=A+B*X
Parametro Erro
50 4 —_—
= A 1.52
2 40+ B 0.171
30 R SD P
204~ 0.9966 1.636 5 2E-04

Figura 44: Grafico que relaciona o percentual de atividade antioxidante e a concentragao da

isoquercetina
Calculo do CEsg:

50 = 16,900 (£1,52) + 3,548 (+0,171).CEs
CE50 = 9,33 ],IM



D) Curva padrio da miricetina

Regresséo Linear:
Y=A+B*X

Parametro Valor Erro
§ A 15,397 1,906
B 4,084 0,231
R SD N P
0,9937 2,386 6 <0.0001
o 2 4 6 8 10 12 1 16
[1uM
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Figura 45: Grafico que relaciona o percentual de atividade antioxidante e a concentragdo da

miricetina
Calculo do CEs:
50=15,397 (£1,906) + 4,084 (+0,231).CEsq
CEs() = 8,47 ],lM

E) Curva padrio do acido galico

HO
90 4 s
] HO COOH M e
/" Regressao Linear:
70 - Y=A+B*X
A wo el Parimetro Valor  Ewo
e
§ 50 ] P A 17.050
e B 4.822 .
40 / -----------------------------------------------------------
- 7 N
204 " 0.9973 2.134 5
0 2 4 6 8 1’0 12 14 16
[ 1uM

Figura 46: Grafico que relaciona o percentual de atividade antioxidante e a concentragao do

acido galico

Calculo do CEs:

50 = 17,050 (+1,749) + 4,822 (+0,206).CEs
CES() = 6,83 ],IM



F) Curva padrio do acido protocatecuico
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Regresséo Linear:
Y=A+B*X

HO Pardmetro  Valor Erro
A 12.082 0.851
B 2.533 0.097
R SD N P
0.9986 0.875 4 1E-03
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Figura 47: Grafico que relaciona o percentual de atividade antioxidante e a concentragdo do

acido protocatecuico.

Calculo do CEsg:

50 = 12,082 (+0,851) + 2,533 (+0,097).CEso
CE5() = 14,97 ’,lM

G) Curva padrio do acido cafeico

04 HO . _~COOH
80 Regressao Linear:
1 Y=A+B*X
ey HO [ Parametro  Valor  Erro
60 -
2 A 19.794  2.608
2 % . B 3249 0217
40
1 R SD N P
304
0l " 0.9934 3514 5 6E-04
0 é 1I0 1I5 2IO ' 2I5
[1uM

Figura 48: Grafico que relaciona o percentual de atividade antioxidante e a concentracdo do

acido cafeico

Calculo do CEsg:

50=19,794 (£2,608) + 3,249 (+0,217).CEsg
CE50 = 9,30 MM
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H) Curva padrao do acido ferulico

] CH;0 __-COOH

50 Regressao Linear:
Y=A+B*X

Parametro Valor Erro

45

40 4

35

= A 13.115 0.978
< 30 B 1.493 0.061
] R sD N P
20 4
] 0.9967 1.446 6 <0.0001

[ TuM

Figura 49: Grafico que relaciona o percentual de atividade antioxidante e a concentragdo do
acido fertlico.

Calculo do CEs:
50=13,115 (£0,978) + 1,493 (+0,061).CEsq

CEsy = 24,71 pM

Os resultados apresentados na Tabela 14 referem-se aos valores de CEs( dos padrdes,
obtidos em uM e convertidos também em mg/mL, para fins de comparagdo com os valores

de CEs obtidos para as solucdes de mel.

Tabela 14: Valores de CEs5y dos padrées (uM, pg/mL e mg/mL) obtidos no ensaio com
DPPH.

Valores de CEs, pM pg/mL mg/mL

Quercetina 6,46 1,95 1,95x 107
Rutina 7,62 2,30 2,30x 107
Isoquercetina 9,33 2,82 2,82x 107
Miricetina 8,47 2,56 2,56 x 107
Acido galico 6,83 2,06 2,06 x 107
Acido protocatecuico 14,97 4,52 452x 107
Acido cafeico 9,30 2,81 2,81x 107

Acido fertlico 24,71 7,47 7,47 x 107
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Dentre os acidos fenoélicos derivados do &cido benzdico, o que apresentou melhor
atividade antioxidante foi o acido galico (CEsy = 6,83 uM), que possui trés hidroxilas em
posi¢do orto, o que permite estabilizar melhor os radicais pela maior possibilidade de
formacao de quinonas.

Na classe dos derivados de acido cindmico, o acido cafeico, que possui duas hidroxilas
em posic¢do orto, foi o que obteve o segundo menor CEsj (9,3 pM), enquanto o acido ferulico,
que se difere do acido cafeico apenas pela substitui¢do de uma hidroxila por uma metoxila,
apresentou a menor atividade antioxidante (24,71 uM), pela impossibilidade de formacao de
ortoquinona. O 4cido protocatecuico possui 0 mesmo padrao de substituicao das hidroxilas em
orto que o acido cafeico, se diferenciando apenas por serem, respectivamente, derivados do
acido galico, com um grupo carboxila ligado ao anel, e derivados do acido cindmico, com
uma dupla ligagdo conjugada entre o anel e o grupo carboxila. No entanto, o acido
protocatecuico apresentou atividade bem menor (14,97 uM) quando comparado ao &cido
cafeico (9,30 pM), mostrando que a unidade C3 conjugada ao anel aromdtico (cadeia
propenoica) pode ser responsavel pelo aumento da atividade antioxidante, como ¢ conferida
nos derivados de acido cindmico. Este dado estd de acordo com os relatados da literatura que
destacam que a maior atividade antioxidante dos derivados de 4cido cindmico ¢ causada pela
conjugacdo da dupla ligacdo com o anel, que aumenta os efeitos de estabilizacdo por
ressonancia do radical fenoxila (NATELLA et al., 1999).

Quanto aos flavondides, a quercetina foi o que apresentou melhor atividade (6,46
uM), enquanto a rutina e a isoquercetina, que sao flavonoides glicosilados, apresentaram
valores de CEsy de 7,62 e 9,33 uM, respectivamente, o que ocorre devido a tor¢do dos anéis
causada pelos grupos volumosos de acucares, que inibem a capacidade de estabilizagdo dos
radicais pela ressondncia. A miricetina apresentou CEsy de 8,47 uM, nao obtendo atividade
antioxidante tdo boa quanto a quercetina, apesar de se diferenciar apenas por ter uma hidroxila
a mais, na posicdo 5’, ao invés de hidrogénio. A hidroxila em posicdo para ao grupo
hidroxiflavona, que seria a de mais facil abstragdo de hidrogénio por conta da possibilidade de
extensdao da conjugacdo a cetona conjugada do anel C, pode realizar interacdo de hidrogénio
com as duas outras hidroxilas vizinhas, tornando mais dificil a abstragdo de seu hidrogénio do
que na quercetina, que sO apresenta possibilidade de realizar uma intera¢do de hidrogénio
(Figura 50). J4 as outras hidroxilas, por estarem em posi¢cdo meta, ndo apresentam uma

acidez tdo boa.
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Figura 50: Interacdes de hidrogénio intramoleculares da miricetina

De uma forma geral, observou-se que os flavondides apresentaram atividade

antioxidante melhor que os d&cidos fenolicos avaliados, provavelmente pelas maiores

possibilidades de deslocalizacio do radical pela molécula.

4.3.2. Avaliacao da atividade antioxidante das amostras de mel

Com o objetivo de se avaliar a atividade antioxidante de méis de Apis mellifera, foi
realizado o ensaio para determinacao do %AA (percentual de atividade antioxidante) e do
CEs (concentracao necessaria para reduzir 50% dos radicais de DPPH).

Primeiramente foi realizado o ensaio para determinagdo do %AA, partindo das
solucdes de mel a 100 mg/mL. Apds 30 minutos com a placa em repouso, observa-se uma
grande variacdao na intensidade da coloracdao purpura do radical DPPH nos pogos onde foram
adicionadas as solu¢des de mel, tornando a solucdo amarelada. E observado um aumento da
descoloragao da soluc¢do inicial do radical DPPH conforme hd um aumento da concentragao
dessas substancias (Figura 51). O radical DPPH, responsavel pela coloracdo inicial, ao
receber um préton de um agente redutor perde sua capacidade de estabilizacdo por

ressonancia, apresentando um decaimento da banda de absor¢do a 517 nm, comprimento de

onda maximo observado para o radical purpura.
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2,2—difenil-picril-hidrazil 2, 2-difenil-picril-hidrazina
DPPH DPPH-H

Figura 51: Mudanga na coloragdo da solugdo promovida pelas amostras de mel, através da
redugdo do radical parpura DPPH (adaptado de http://www.naturalsolution.co.kr/tech21e.html)
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No mel costumam estar presentes diversos tipos de substancias fenodlicas (por
exemplo, flavonodides e acidos fendlicos) que podem possuir atividade sequestradora de
radicais livres, e acredita-se que estes sdo os maiores responsaveis pela atividade
antirradicalar do mel.

Neste trabalho, foi realizada a leitura dos comprimentos de onda das amostras e
padrdes com a solugdo de DPPH a 520 nm, devido a auséncia de filtro no comprimento de
517 nm, mas que nao alterou as analises porque ainda se tem o maximo de absorcao para este
radical no comprimento usado. As absorbancias das amostras foram comparadas com a da
solugdo do radical sem a presenca da amostra e subtraindo o valor do branco, com o objetivo
de calcular o percentual de redu¢do do radical.

Foram utilizadas, inicialmente, concentragdes de 5 a 50 mg/mL de mel. Apos dilui¢ao
nos pocos da placa de ELISA, conforme descrito na parte experimental (pag. 57), foram
obtidas as concentracdes de 3,55 a 35,50 mg/mL, mostradas na Figura 52. Foram utilizados
para a confec¢do da reta os valores das concentragdes dos pocos (eixo x) e os valores médios
de %AA (eixo y).

Segue exemplo das leituras e calculo de CEsy de uma amostra aleatoria de mel (n° 42),
sendo utilizada para confec¢do da reta os valores médios de %AA em cada concentracao

(25,21 a 72,44; Figura 52).
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Para a maior parte das amostras, essa faixa de concentragcdo utilizada (3,55 a 35,50
mg/mL nos pogos) foi satisfatdria para a confeccao das curvas. No entanto, foi observado que
alguns méis apresentaram um perfil de isoterma mesmo em concentracdes abaixo de 35,50
mg/mL (concentragdo no poco relativa a solugdo inicial de 50 mg/mL), ou seja, tais méis
foram capazes de reduzir todo ou quase todo os radicais de DPPH presente na solugdo a esta

concentragdo, atingindo um patamar na curva com %AA proximo a constancia (Figura 53).

1009 AMOSTRA N° 57
1 //' i Regress&o Linear:
P Y=A+B*X
80+ pd A
_// Parametro  Valor Erro

2 ] A 43363  6,05353
] B 16419 0,28097

50 R sD N P

//
w0 o 0,94612 7,77963 6 4E-03

[ Tmg/mL

Calculo do CEsg:

50 =43,363 (+6,05353) + 1,6419 (x0,180).CEsg
CEsp = 4,04 mg/mL

Figura 53: Grafico que relaciona a média do percentual de atividade antioxidante versus a
concentracdo do mel n°® 57 (3,55 a 35,50 mg/mL), equagdo da reta e o seu valor de CEs

Este fato ocorreu com as amostras n° 50, 56, 57, 58 e 60. Foi, portanto, necessaria uma
maior diluicdo das solugdes para a construcdo das curvas e para uma determinagdo mais
precisa do CEs, pois, por conta desse perfil de curva, utilizando a mesma faixa das demais
amostras foi observado um valor relativamente alto do erro de 4, significando uma imprecisao
no coeficiente linear da reta. Foi, portanto, realizada uma maior dilui¢do das solugdes de mel,
nas concentragdes de 1, 3, 6, 9, 12 e 15 mg/mL (correspondente a faixa de 0,71; 2,13; 4,26;
6,39; 8,52; 10,65 a 10,65 mg/mL nos pogos de ELISA).
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Como exemplo, segue a curva obtida para amostra n°® 57, apos dilui¢ao para obter as

concentragdes entre 0,71 a 10,65 mg/mL (Figura 54).

AMOSTRA N° 57

Regressao Linear:

Y=A+B*X
50 Parametro ~ Valor  Erro
R 45 A 24,590  1,28323
2 B 3,33991  0,18165

R SD N P

0,99559 1,22351 5 4E-04

T T T T 1
2 4 6 8 10 12

[ 1mg/mL

Calculo do CEs:

50 =24,590 (+1,28323) + 3,33991 (+0,18165).CEjs
CEs5p = 7,61 mg/mL

Figura 54: Grafico que relaciona o percentual de atividade antioxidante versus a
concentragcdo do mel n® 57 (0,71 a 10,65 mg/mL), equacdo da reta e o seu valor de CEsg

Essas cinco amostras apresentaram, apos a realizacdo do ensaio de atividade
antioxidante com as concentragdes mais diluidas, os melhores valores de CEsy. Também,
comparando o CEsy destes méis com seus respectivos resultados de total de polifenolicos e
flavonodides, pode ser observado que os resultados estdo em geral acima da média dos sessenta
méis estudados deste trabalho (23,18 mg/mL), e que essas cinco amostras foram todas de
coloragdo escura e provenientes da mesorregidao Metropolitana (Tabela 15).

Tabela 15: Melhores valores em substancias fenolicas e o CEsp, suas médias e desvios
padrdes

Origem

Amostra mgE,¢/100g  mgEq/100g %AA [me/mL] Origem Floral Geografica Cor
50 111,71+ 0,74  874+0,03 9334+1,31 10,33+0,21 Eucalyptus Metropolitana ~ Escura
56 131,97+ 0,24 521+0,02 9746+1,12 735+0,28 Heterofloral Metropolitana ~ Escura
57 144,12+ 0,98 5,15+0,04 96,01+0,89 7,61+0,19 Verbenaceae Metropolitana Escura
58 152,52+ 0,96  882+0,04 93,79+0,88 7,05+0,67 Heterofloral Metropolitana ~ Escura
60 128,67+ 0,53 5,70+ 0,03 9143+041 9,56+0,47 Myrcia Metropolitana ~ Escura
Meédia* 102,83 6,11 78,18 23,18 - - -

* Para as 60 amostras avaliadas.



88

Os resultados obtidos para essas amostras demonstraram o baixo grau de confianga da
determinagdo do %AA, pois, nessa andlise, a concentracdo das solu¢des dos méis nos pogos
foi a mesma (71 mg/mL) para todas as sessenta amostras, sendo este valor superior ao
maximo utilizado para a determinagdao do CEs, que foi de 35,5 mg/mL. A vantagem de se
usar a determinagdo através da medida por %AA ¢ a sua rapidez e a possibilidade de realizar
analises simultaneas para varios méis, utilizando uma tUnica placa, e também de ser expresso
numericamente crescente ao aumento da atividade antioxidante. Porém uma desvantagem ¢ o
fato de se usar apenas uma concentracdo, que pode levar ao aumento da margem de erro,
principalmente para os casos das amostras com melhores atividades, onde algumas vezes
ocorreu precipitacdo, dificultando a leitura.

Isso demonstra que apenas a determinacdo do %AA ndo ¢ um método seguro para
avaliacdo da atividade antioxidante, sendo mais adequada a utilizagdo do CEso. Uma outra
vantagem de se usar o CEsg € que, para fins comparativos com a literatura, esse dado ¢ mais
confiavel, pois 0 %AA ¢ um dado especifico para uma determinada concentragao, e diferentes
autores adotam concentragdes distintas, enquanto o valor do CEsy independe das
concentracgoes escolhidas para a realizagdo da curva.

A atividade antioxidante também pode ser expressa pela concentracdo equivalente,
calculada através da comparagdo entre os valores de CEsy obtidos para os padrdes (acidos
e/ou flavonoides) e os valores de CEs5 obtidos para as amostras.

Foi considerado no exemplo a seguir a curva da amostra n° 43 e o seu valor de CEs
(17,85 mg/mL; Figura 55) ¢ o valor de CEso = 1,95 x 10° mg/mL obtido para o padrio de
quercetina (pag. 81, Tabela 14).

80 AMOSTRA N° 43
70 Regressao Linear:
Y=A+B*X

60 Parametro  Valor Erro
X 50 A 23,042 1,0068
g B 151011  0,04673

404

" R SD N P
304
" 0,99809 1,29388 6 <0.0001
S T S S A A A A
[ 1mg/mL

50 = 23,042 (+1,0068) + 1,51011 (£0,04673).CEs,
ICEso = 17,85 mg/mlL]

Figura 55: Grafico que relaciona o percentual de atividade antioxidante versus a
concentracdo do mel n° 43 (3,55 a 35,50 mg/mL), equacdo da reta e o seu valor de CEsg
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Sabe-se, através dos célculos de CEs, que uma quantidade de 50% dos radicais livres
de DPPH sao seqiestrados pelo padrdo e pela amostra nas concentragdes de 0,00195 mg/mL e
17,85 mg/mL, respectivamente. Dessa forma, pode ser calculada a concentragdao equivalente,
pois, no caso da amostra n° 43, a cada 1 mL de solugdo, 17,85 mg de mel equivalem a
0,00195 mg de quercetina.

Foi obtida a concentracdo equivalente de quercetina em 500 g de mel (500000 mg),

conforme demonstrado no calculo a seguir:

Em1mL: 17,85 mgde mel ---------- 0,00195 mg de quercetina
500000 mg de mel --------- x mg de quercetina

17,85 x = 500000 . 0,00195

x = 500000 . 0,00195 = |54,6 mg de quercetina/500 g de mel]
17,85

Quanto ao teor em equivalentes de 4cido galico (CEsp = 2,06 x 10~ mg/mL, pag. 81,

Tabela 14), a mesma amostra teria:

17,85 mg de mel ---------- 0,00206 mg de acido galico
500000 mg de mel --------- x mg de acido galico

17,85 x = 100000 . 0,00206

X = 500000 . 0,00206 = 57,7 mg de acido galico/500g de mel
17,85

Dos oito padrdes analisados, foram utilizados para os calculos e para a constru¢dao dos
graficos a seguir, o padrdo de quercetina, por ter apresentado a melhor atividade antioxidante
(6,46 UM ou 1,95 x 10” mg/mL) e por ser uma das substincias fendlicas mais comumente
presentes no mel.

Para a construcdo dos graficos correlacionando as analises organicas por origem floral,
foram utilizadas as concentragdes de fenolicos totais em equivalente de acido galico por 100g
de mel, enquanto as concentracdes de flavonoides e a atividade antioxidante foram expressas
em mg de quercetina por 500g de mel, representada por (AA)mgEqc/500g. Os resultados das
ultimas duas andlises mencionadas foram expressos em unidade maior para facilitar a
visualizagao nos graficos, pois sdo valores muito inferiores a concentragdo de fenolicos totais.

Tendo em vista a importancia dos parametros fisico-quimicos na qualidade do mel,

procurou-se relacionar os dados das andlises organicas realizadas com alguns parametros
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fisico-quimicos (cor, HMF, pH, acidez, umidade e Aw), apresentados nas tabelas abaixo dos
graficos relativos a cada origem floral.

Uma alta umidade pode levar a fermentacao do mel, causada pela acdo de leveduras
osmotolerantes. Essa fermentagdo promove a formagao de alcool etilico e didxido de carbono.
O etanol formado pode ser posteriormente oxidado a acido acético e dgua, resultando em um
sabor desagradavel e a um aumento na acidez. O teor de umidade depende de diversos fatores,
como a ¢poca de coleta do mel, o grau de maturagdo e fatores climaticos (SAXENA et al.,
2010). A legislacao brasileira (BRASIL, 2000) impde o limite de 20% de 4gua nos méis.

A atividade de 4gua (4w) € o teor de agua livre, ou seja, a quantidade de agua que ndo
esta realizando interacdes com outros componentes da amostra. E também um fator muito
importante na avaliagdo da qualidade do mel, pois estd relacionada com sua estabilidade. Um
baixo valor de atividade de agua promove a limitacdo do crescimento de microrganismos,
uma vez que as leveduras osmotolerantes sdo capazes de se desenvolver a uma atividade de
dgua minima de 0,6 (SAXENA et al., 2010), sendo este o limite de Aw aceito para os méis
brasileiros.

O HMF costuma ser relacionado na literatura com um mau acondicionamento do mel,
como um estoque temperatura alta, aquecimento ou adulteragdo. O objetivo da limitacdo do
HMF no mel como indicador de aquecimento se deve a perda de substancias volateis do mel a
temperaturas elevadas. No entanto, hd também diversos estudos que relatam a atividade
antioxidante desta substancia e de seus derivados, e sua relagdo com a coloracao de alimentos.
Também ha fatores que proporcionam uma maior ou menor formagdo de HMF no mel, e
muitas vezes esses fatores ndo estdo relacionados com a manipulagdo do apicultor. O HMF ¢
gerado pela desidratacdo de agucares redutores, principalmente a frutose, cuja propor¢do no
mel depende muito da origem floral (ODDO e PIRO, 2004). Outros componentes,
naturalmente presentes em alguns tipos de mel, também favorecem a formacao do HMF,
conforme serd discutido posteriormente. Os componentes volateis ou termolabeis, nestes
casos que independem de aquecimento, vao permanecer no mel independentemente do teor de
HMEF. Conforme ja mencionado, ¢ aceito um limite de 60 meq/kg para méis brasileiros.

Seguem, em forma de graficos e tabelas, os dados obtidos para o teor de fendlicos em
equivalente de acido galico por 100g de mel (mgEx/100g), a quantidade de flavondides em
equivalente de quercetina por 500g de mel (mgEqc/500g) e a atividade antioxidante (expresso
em equivalente de quercetina por 500g de mel), para facilitar a comparagdo. Em seguida,
estdo apresentados os dados (em forma de tabela) relacionando os parametros fisico-quimicos

e os valores de atividade antioxidante Esses dados foram apresentados segundo a
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classificagdo dos méis em monoflorais e heteroflorais, sendo inicialmente discutidos os

resultados obtidos para os méis monoflorais, e posteriormente, para os méis heteroflorais.

4.4. Correlacao entre os parametros avaliados
4.4.1. Amostras de méis monoflorais

A seguir encontram-se agrupados os resultados obtidos para os méis monoflorais, no
sentido de procurar possiveis correlagdes entre os diferentes parametros que foram avaliados

para as sessenta amostras de méis (Figura 56-60 ¢ Tabela 16-20).

A) Amostras de mel de Anadenanthera (seis amostras)

160+
140- (7]
120 —
1001 = mgEAG/100g
80 0 mgEQC/500g
60 m (AA)mgEQC/500g
40
20

26 48 23 49 24 25

Figura 56: Resultado das anélises das substancias organicas dos méis de Anadenanthera

Tabela 16: Parametros fisico-quimicos e atividade antioxidante de méis de Anadenanthera

Substancias Fenolicas Atividade Antioxidante Analises Fisico-Quimicas

Amostra Cor | o E /100g mgEoo/500g| (AAMGEI500g  AA% (Egi) pH Iﬁ:ﬁ; U“(‘j/co‘)ade Aw
26 Clara 78,93 12,75 30,34 82,00 2,59 387 40,38 18,53 0,601
48  Média 112,04 18,15 47,23 78,79 | 22,31 3,63 44,02 20,20 0,677
23 Média 125,57 2991 82,01 91,63 | 53,52 3,68 83,88 18,80 0,607
49  Média 106,53 18,08 41,03 75,00 | 26,45 3,65 51,10 19,93 0,637
24 Escura| 142,33 37,58 91,18 89,33 | 24,95 385 73,96 20,00 0,622
25 Escura| 110,20 3945 67,80 89,50 9,36 3,79 4561 18,80 0,614

Média - 112,60 25,99 59,93 84,38 | 23,19 3,75 56,49 19,38 0,626

Analisando os resultados, verifica-se que existe uma boa correlagdo entre o teor em
compostos fenolicos, a intensidade da cor e a capacidade de inibi¢do de radicais livres. A
avalia¢do visual da intensidade da cor dos diferentes méis foi realizada com o objetivo de
encontrar uma possivel relagdo entre este parametro de facil deteccdo e a atividade
antioxidante. De fato, os méis mais escuros foram os que apresentaram maior teor em

compostos fendlicos e maior capacidade de resgate de radicais.
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Os méis de Anadenanthera (angico) foram os que apresentaram melhor média de
atividade antioxidante (59,93 (AA)mgEqc/500g) e de fendlicos totais (112,60 mgEAc/100g)
dentre os méis monoflorais. O teor em antioxidantes mostrou estar relacionado de modo
significativo com a intensidade da cor e com o teor de polifendis. Ao considerar, por exemplo,
das seis amostras analisadas, os méis n° 23 e 24 (de coloracdo média e escura,
respectivamente), ambos da regido metropolitana, verificou-se que estas amostras
apresentaram os teores mais altos em antioxidantes e polifenois, e o maior poder de resgate de
radicais desta origem floral.

Em geral, os méis de Anadenanthera apresentam coloragdo clara (OLIVEIRA et al.,
2004), porém as amostras analisadas apresentaram visualmente colora¢cdo de média a escura.
O unico mel de coloracgao clara foi o n° 26, que apresentou também a menor quantidade de
fenolicos totais, flavonoides e HMF, o que € esperado tendo em vista que os acidos fendlicos
e o HMF sdo substincias que promovem o escurecimento. Este mel também apresentou
menor acidez, o que pode estar relacionada com uma menor possibilidade de ocorrer a reagao
de geracdo de HMF, que ¢ mais favorecida em meio acido. Sabe-se que os compostos
fenolicos tém em geral caracteristicas acidas, e estes podem, portanto, aumentar a acidez do
meio e promover reacdes de formacdo de HMF com mais facilidade. Os méis de
Anadenanthera foram os que apresentaram a maior média quanto a umidade e atividade de
agua. No entanto, a amostra n°® 26 também apresentou, dentre estes méis, os menores valores
quanto a essas duas andlises. Sabendo que a reacdo de formagao de HMF ¢ uma reagdo de
desidratacao de agucares redutores, estes resultados podem ser uma conseqiiéncia da baixa
formagao de HMF deste mel (2,59 meq/kg).

Talvez por isso, amostras com maior teor de fendlicos totais (acidos fenolicos,
flavondides, etc.) tendam a apresentar maior acidez, maior quantidade de HMF, coloragao
mais escura e em alguns casos, também maior teor de agua.

Conforme foi observado na determinagdo do CEsy dos padrdes de acidos fendlicos e
flavondides, em geral, os flavondides apresentaram atividade antioxidante superior a dos
acidos fenolicos. Este fato, bem como a coloragdo, pode ser responsavel tanto pela maior
atividade antioxidante da amostra n° 25.

Observa-se, pela Tabela 16, que nem sempre o melhor resultado de %AA
correspondeu aos maiores valores da atividade antioxidante em equivalente de quercetina.
Isso indica que a analise do mel do %AA na concentracdo utilizada (71 mg/mL) ndo foi ideal

para a avaliacao desta propriedade.
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B) Amostras de mel de Asteraceae (quatro amostras)
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Figura 57: resultado das andlises organicas de méis de Asteraceae

Tabela 17: Dados fisico-quimicos e atividade antioxidante de méis de Asteraceae

Substancias Fenolicas Atividade Antioxidante Analises Fisico-Quimicas
17 Média 102,90 35,32 35,73 86,10 | 35,80 3,89 40,38 17,87 0,588
33 Média 100,78 27,56 31,91 79,59 1,57 3,78 4337 19,80 0,598
44 Média 100,25 26,90 53,73 74,86 6,69 3,89 4326 18,33 0,600
59 Média 84,52 20,45 54,34 83,26 | 61,50 3,65 4543 17,13 0,592
Média - 97,11 27,56 43,93 80,95 | 26,39 380 43,11 18,28 0,595

Os méis de Asteraceae apresentaram intensidade de colaragdo média, estando de
acordo com relatos descrito por ODDO e PIRO (2004), e com relacdo as substancias
fenolicas, apresentaram teores semelhantes para fenolicos e flavonoides totais, exceto pela
amostra n° 59, que apresentou quantidades um pouco inferiores. Porém, as amostras da regido
metropolitana de Asteraceae apresentaram atividade antioxidante bem maior. A inica amostra
que apresentou HMF acima do permitido foi justamente a n° 59, adquirida na regido
metropolitana, que apresentou acidez mais alta, indicando que talvez outros compostos acidos
ndo-fenodlicos possam estar influenciando. Nao foi observada a relagdo crescente do HMF
com o Aw e umidade, talvez porque, conforme descrito por ODDO e PIRO (2004), os méis de
Asteraceae apresentam cristalizagdo rapida, com cristais duros e pouco soliveis devido ao alto
teor de glicose, e sabe-se que a cristalizagao interfere bastante no teor de 4gua da amostra.

Observa-se que os valores obtidos para %AA ndo apresentou resultados compativeis
com a atividade antioxidante em equivalente de quercetina, indicando, novamente, que apenas
a determinagdo do percentual da atividade antioxidante na concentragdo avaliada (71 mg/mL)
pode ndo ser fidedigna para a avaliacdo desta propriedade bioldgica, pois a confeccao de uma

curva padrdo gera um maior grau de confiabilidade.



C) Amostras de mel de Eucalyptus (Myrtaceae; nove amostras)
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Figura 58: Resultado das andlises organicas de méis de Eucalyptus

Tabela 18: Dados fisico-quimicos e atividade antioxidante de méis de Eucalyptus

Substancias Fendlicas Atividade Antioxidante Analises Fisico-Quimicas
Amostra  Cor 0 HMF Acidez Umidade
mgE,/100g mgE,/500g| (AA)MEqd/500g  AA% (me/ke) (megke) (%) Aw
04 Clara 58,26 55,03 18,35 55,86 ND 346 3425 1587 0,539
31 Clara 60,18 9,96 25,39 53,55 9,23 3,86 17,67 16,40 0,564
15 Média 141,06 54,54 66,50 86,15 732 4,55 34,79 17,40 0,593
30 Meédia 131,65 42,16 60,20 93,14 | 16,36 4,02 4146 17,40 0,579
07  Média 71,51 52,41 35,51 46,23 | 23,55 432 27,58 16,93 0,566
05  Escura| 132,05 50,37 46,24 83,63 | 165,17 4,08 31,19 18,73 0,539
06  Escura| 109,92 59,32 54,06 50,45 ND 4,00 29,02 17,07 0,589
50  Escura| 111,71 43,72 94,39 93,34 ND 4383 32,09 17,20 0,574
20 Escura| 137,03 4535 82,21 84,40 ND 424 34,07 18,73 0,620
Média - 105,93 45,87 53,65 71,86 | 44,33 4,15 3135 17,30 0,574

" ND: néo determinada

Os méis de eucalipto foram os que apresentaram as maiores quantidades de

flavonoides, com uma média de 45,87 mgEqc/500g de mel. De acordo com a literatura, os

méis de eucalipto europeus costumam apresentar flavondides, como a quercetina (68,3 a
422,0 ng/100g), canferol (23,2 a 175,4 ng/100g), miricetina (46,6 a 337,0 ug/100g), tricetina
(108,1 a 1006,2 ng/100g) e luteolina (103,7 a 418,3 pg/100g), sendo esses trés ultimos

considerados marcadores florais deste mel (MARTOS et al., 2000), e podendo assim, estar

contribuindo para sua atividade antioxidante. Grande parte dos flavondides dos méis de

Eucalyptus é oriunda do poélen, e ja na forma aglicosilada (CAMPOS et al., 1997; 2002;

IURLINA et al., 2009). Para haver a caracteriza¢do dos méis como monofloral de Eucalyptus

por melissopalinologia € necessario ser encontrada uma quantidade minima de 70% de polen

na amostra, devido a alta quantidade de pdlen presente na planta, sendo esta uma possivel

causa da alta quantidade de flavonoides encontrada nos méis dessa origem floral.
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As amostras de intensidade de coloragdo clara, n°® 4 e 31, apresentaram as menores
quantidades de fenolicos totais, bem como de capacidade antioxidante. O valor em
equivalentes de flavonoides para a amostra n°® 4 apresentou-se na média quando comparado
aos outros méis, porém a sua baixa concentragdo em substancias fenodlicas totais (58,26
mgEAq/100g) pode ter sido responsavel pela menor atividade sequestrante.

A amostra n° 5 apresentou um teor de HMF muito alto (165,17 mg/kg) e também em
fenolicos totais (132,05 mgEAg/100g), porém ndo houve diferenca consideravel na acidez

total (31,19 meq/kg).

D) Amostras de mel de Myrcia (Myrtaceae; seis amostras)
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Figura 59: Resultado das anélises organicas de méis de Myrcia

Tabela 19: Dados fisico-quimicos e atividade antioxidante de méis de Myrcia

Substancias Fenolicas Atividade Antioxidante Analises Fisico-Quimicas
Amostra  Cor 0 HMF Acidez Umidade
mgE,/100g mgEq/500g| (AA)MgEQr/500g  AA% (me/ke) pH (meqke) (%) Aw

11 Clara 80,81 12,26 24,20 63,71 0,85 3,56 30,11 19,60 0,567
12 Clara 81,05 11,77 32,86 59,68 | 12,70 3,55 31,55 19,20 0,607
03 Média| 106,61 3591 53,54 80,80 | 65,99 420 30,64 16,40 0,602
21  Meédia 95,81 21,48 32,97 78,01 | 38,17 348 30,83 17,00 0,581
32 Escura| 119,38 46,36 67,39 96,35 8,23 4,03 57,82 18,40 0,598
60  Escura| 128,67 28,50 101,99 91,43 ND 4,77 31,73 17,20 0,586

Média - 102,05 26,05 52,16 78,33 | 25,19 3,93 3545 17,97 0,590

Para os méis de Myrcia foi possivel observar uma relagdo crescente entre os valores da
atividade antioxidante, a quantidade de fendlicos totais e o teor de flavonodides.

As amostras n° 11 e 12 foram as que obtiveram menor quantidade em fenolicos totais
e flavonoides. Conforme esperado, também apresentaram menor atividade antioxidante e uma

coloracao mais clara.



E) Outros tipos de mel
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Embora também sejam méis monoflorais, as amostras a seguir foram discutidas

separadamente em virtude de apresentar um numero reduzido de amostras de cada origem

floral (uma para todas as amostras, exceto Montanoa, com duas).
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Tabela 20:

Figura 60: Resultado das anélises organicas de méis de diversas origens florais
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Dados fisico-quimicos e atividade antioxidante de méis de diversas origens

florais.
Substancias Fendlicas Atividade Antioxidante Analises Fisico-Quimicas
Amostra Cor Origem Floral o HMF Acidez Umidade
mgE,/100g mgE,/500g| (AAMQEL/5009  AA% (m/ke) pH (megke) (%) w
01 Média  Ambrosia 88,80 38,17 23,13 69,24 | 32,83 4,12 28,12 16,60 0,579
18 Média Copaifera 112,53 37,62 40,88 90,26 | 53,14 3,97 27,58 18,33 0,583
27  Escura Vernonia 132,63 49,61 74,47 79,24 | 63,75 3,96 57,69 19,00 0,608
53 Clara Citrus 71,23 10,79 23,55 53,67 15,47 3,89 23,07 1687 0,585
29 Média  Gochnatia 121,78 20,62 71,87 95,62 12,17 3,39 68,51 20,00 0,602
57  Escura Verbenaceae 144,12 25,75 128,15 96,01 17,22 3,62 131,78 1847 0,605
36 Média  Montanoa 99,32 30,02 32,94 90,57 4,79 3,93 47,77 18,20 0,602
46 Média  Montanoa 102,09 26,06 40,43 78,10 4,04 4,10 41,09 18,20 0,601
Média - - 109,06 29,83 54,43 81,59 | 25,43 3,87 53,20 1821 0,596
As amostras n° 29 (Gochnatia) e n° 57 (Verbenaceae), que sdo popularmente

chamadas de cambara, obtiveram quantidades bastante diferenciadas no

conteudo de

substancias fenolicas, bem como a atividade antioxidante. Ambas tiveram quantidades

relativamente altas em fenolicos, mas o mel de Verbenaceae apresentou os melhores

resultados.

No entanto,

estas

amostras

apresentaram caracteristicas

fisico-quimicas

inadequadas (0,602 e 0,605 para teor de agua livre e 68,51 e 131,78 meq/kg para acidez,

respectivamente), acima do limite estabelecido para o controle de qualidade do mel, que

define 0 maximo de 0,600 para Aw e 50 meq/kg para acidez.
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As amostras de Montanoa (n° 36 e 46), da familia Asteraceae, obtiveram perfil similar
de quantidades de acidos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante, bem como quanto
aos aspectos fisico-quimicos.

A amostra n° 27, Vernonia (popularmente conhecida como assa peixe), apresentou o
maior conteudo em flavonodides (49,61 mgEqc/500g), e também, uma quantidade
relativamente alta em fenodlicos (132,36 mEAG/100g), bastante superior a faixa obtida por
VIANNA (2009), que analisou quatro méis de assa peixe de Minas Gerais e obteve a faixa de
0,2 a 12,65 mgEqc/500g e 23,83 a 62,69 mgEAg/100g para flavondides e fendlicos totais,
respectivamente.

O mel de Citrus foi o que apresentou os piores resultados em relagdo aos conteudos de
fendlicos totais (71,23 mgEac/100g) e de flavonodides (10,79 mgEqc/500g). Sua atividade
antioxidante também foi baixa (23,55 (AA)mgEqc/500g de mel ou 41,40 em termos de CEso,
e 53,67 em %AA). Tal resultado se encontra de acordo com o apresentado por LIANDA
(2009), que analisou onze méis de laranjeira e obteve resultados de CEs, entre 29,85 a 52,64
mg/mL e totais de fenolicos e flavonoides também bastante inferiores (34,0 a 53,2
mgEac/100g € 0,0 a 1,5 mgEqc/500g).

A baixa atividade antioxidante ndo significa, necessariamente, que o mel seja de
qualidade inferior, pois estes podem apresentar outras substincias que tenham importantes
propriedades biologicas.

O mel de laranjeira também ¢ conhecido pela presenca de hesperitina, uma flavanona
gerada a partir da hidrolise da hesperidina pelas enzimas das abelhas (Figura 61). Esta
flavanona, assim como seu derivado glicosilado, possui pouca atividade antioxidante, mas
apresenta uma grande importdncia na absor¢do e reten¢do da vitamina C no organismo

(BOINES ¢ HOROSCHAK, 1956; TOMAS-BARBERAN et al., 2006).
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Figura 61: Hidrolise da hesperidina, presente nas plantas citricas, para gerar a aglicona
hesperitina
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A seguir encontra-se a avaliagdo dos méis que ndo possuem uma unica origem floral,
denominados heteroflorais, que sdo os méis mais consumidos pela populacdo, por serem os

mais encontrados € de menor custo.

4.4.2. Amostras de méis heteroflorais por mesorregiio (23 amostras)

As amostras de méis heteroflorais analisadas foram obtidas de diferentes regides do
estado, porém ndo ha garantia de que estes méis sejam realmente oriundos destas regides, pois
podem ter sido produzidos em outra regido e re-comercializados pelos apicultores.

Para fins de comparagdo foram considerados os resultados destas amostras separadas
por mesorregido onde foram comercializadas, a fim de avaliar as caracteristicas obtidas nas
analises, e assim, tentar relacionar a qualidade dos méis que sdo, geralmente, consumidos
nestas regioes. Abaixo segue a Figura 62, que indica as anélises de fenolicos, flavondides e
capacidade antioxidante das 23 amostras heteroflorais analisadas por mesorregides do estado

do Rio de Janeiro.
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Figura 62: Resultado das andlises organicas de méis heteroflorais
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Tabela 21: Dados fisico-quimicos e atividade antioxidante dos méis heteroflorais.

Substancias Fenolicas Atividade Antioxidante Analises Fisico-Quimicas
Amostra Cor Regido* o HMF Acidez  Umidade
mgE,¢/100g  mgEq/500g | (AAMgEQe/500g  AA% (mg/kg) pH (meq/kg) %) Aw
10 Clara C.F. 76,12 12,74 27,77 59,03 6,34 3,58 31,73 18,93 0,604
13 Média C.F. 97,11 26,06 38,66 80,76 27,77 393 29,38 17,20 0,566
14 Média C.F. 139,15 54,25 52,72 86,73 13,88 437 37,50 17,93 0,587
16 Média C.F. 83,38 16,48 32,88 80,57 15,52 3,77 37,14 19,00 0,607
40 Média C.F. 91,04 25,69 53,88 73,11 5,84 3,75 46,69 18,20 0,600
41 Média C.F. 102,94 26,17 53,54 79,54 1,10 3,90 44,53 18,20 0,603
42 Média C.F. 99,72 26,47 50,21 79,17 9,63 3,87 46,69 18,47 0,601
43 Média C.F. 100,87 27,48 54,62 72,78 9,68 3,77 46,15 18,20 0,603
51 Média C.F. 75,34 16,32 33,24 63,67 26,28 3,62 36,59 17,87 0,597
52 Escura C.F. 98,30 27,48 57,32 85,74 25,83 3,75 51,56 20,00 0,624
Média - C.F. 96,40 25,91 45,48 76,11 14,19 3,83 40,80 18.40 0,599
08 Média M. 87,70 21,69 32,20 70,00 51,00 4,10 17,67 16,73 0,562
22 Média M. 125,04 29,90 86,27 91,21 18,46 3,62 88,75 18,93 0,612
37 Média M. 100,25 30,57 39,22 79,23 2,84 3,87 47,05 21,80 0,600
38 Média M. 94,30 29,15 35,28 79,23 7,29 3,86 43,86 19,00 0,601
39 Média M. 92,59 29,36 54,08 76,00 5,84 3,92 44,76 17,80 0,600
45 Meédia M. 101,11 26,75 53,49 77,64 5,39 3,99 46,87 17,80 0,603
47 Média M. 102,54 26,58 42,17 76,86 9,78 3,98 41,26 18,80 0,604
56 Escura M. 131,97 26,05 132,70 97,46 9,36 3,62 123,84 20,13 0,630
58 Escura M. 152,52 44,12 138,31 93,79 | 26247 3,73 108,34 17,20 0,588
Média - M. 109,78 29,35 68,19 82,38 41,38 3,85 62,49 18,69 0,600
02 Média S.F. 92,71 24,91 35,39 79,24 40,87 4,10 30,64 17,33 0,575
34 Média S.F. 88,10 27,69 36,64 75,12 349 3,77 44,88 18,07 0,602
35 Meédia S.F. 95,52 30,54 39,98 77,05 3,49 3,93 43,14 18,60 0,600
55 Escura S.F. 103,43 35,25 68,65 84,63 9,50 3,95 55,34 18,87 0,609
Média - S.F. 94,94 29,60 45,17 79,01 14,34 3,94 43,50 18,22 0,597
09 Clara - 75,87 12,91 23,78 52,58 5,94 3,50 32,27 19,40 0,606
19 Média - 81,21 57,93 20,59 76,03 26,57 4,13 23,62 17,20 0,571
54 Média MG 70,29 14,27 27,87 53,56 43,71 391 22,71 16,60 0,580
28 Média N.O.F. 108,45 33,27 43,04 90,61 54,62 3,77 43,26 16,80 0,589

* Mesorregides do RJ: C. F.: Centro Fluminense; M.: Metropolitana; S. F.: Sul Fluminense; N.O.F.: Noroeste Fluminense

Comparando os méis heteroflorais, ndo foi observada uma variagdo significativa entre
os méis do Sul Fluminense e Centro Fluminense, tanto no que diz respeito as andlises
organicas como as fisico-quimicas.

Os méis da regido Metropolitana apresentaram uma média muito superior para 5-
hidroximetilfurfural, contribuida principalmente pela amostra de n° 58, que apresentou o
maior teor de HMF (262,47 mg/kg), sendo quatro vezes superior a0 maximo permitido pela
legislagdo brasileira, que ¢ de 60 mg/kg (BRASIL, 2000); e sua acidez (108,34 meq/kg)
também extrapolou bastante o limite méximo permitido, que ¢ de 50 meq/kg.

A acidez média para os méis metropolitanos foi também bastante alta, com uma média
de 62,49 meq/kg, sendo acima de 30% das amostras consideradas reprovadas, segundo a
legislagao vigente.

A umidade e o teor de agua livre dos méis metropolitanos também foram superiores,
tendo duas amostras (n° 37 e 56) sido consideradas reprovadas quanto a umidade
(representando 22% do total de amostras dessa regido), e cinco amostras (n° 22, 38, 45, 47 ¢

56) reprovadas quanto a agua livre, que representou 60% das amostras metropolitanas.
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Esse maior indice de reprovagdo dos méis comercializados na regido metropolitana
pode estar relacionado ao fato de muitas amostras metropolitanas serem provenientes de
outras regides. Muitas vezes, quando os méis ndo estdo sendo vendidos em outras regioes,
eles sdo transportados a regido metropolitana, devido ao maior comércio nessa regiao. Porém,
durante o transporte esses méis sofrem a influéncia de diversas condigdes climaticas, agitacao
e atrito que promovem uma freqiiente cristalizacdo e recristalizagdo desses méis, que pode
afetar seus aspectos fisico-quimicos.

Ja as regides do Sul Fluminense e Centro Fluminense ndo apresentaram reprovacgoes
quanto a umidade, porém obtiveram, respectivamente, ¢ 50 e 60% de reprovacdo quanto a
agua livre, respectivamente. A quantidade média em equivalentes de fenolicos totais (109,78
mgEAg/100g) para os méis metropolitanos foi superior as médias de 96,40 e 94,94
mgEag/100g obtidas para os méis do Centro Fluminense e Sul Fluminense, respectivamente, e
também foi maior a atividade antioxidante. Esse resultado corrobora, novamente, para o fato
de que a acidez gerada pelas substancias fenolicas pode influenciar na reagdo de formacao de
HMF, e conseqiientemente, no teor de adgua do mel. Ou ainda, que o inverso esteja
acontecendo, um alto teor de 4gua no mel possa acarretar um maior acimulo das substancias
fenodlicas hidrossoliiveis que tem maior capacidade antioxidante, como foi justificado por
FRANKEL et al. (1998). Alguns dados que serdo discutidos a seguir indicam que,
provavelmente, o aumento da acidez gerada pelas substancias fendlicas realmente ocasiona
essas transformacoes fisico-quimicas, e que, possivelmente, ambos os fatores apresentados

podem favorecer a atividade antioxidante do mel.
4.4.3. Consideracoes gerais sobre os resultados das analises dos méis
Observa-se pela Tabela 22 que, com o aumento da intensidade da coloragdo do mel,

aumentaram os conteudos de substancias fendlicas, da atividade antioxidante, acidez, HMF, e

também o teor de umidade e agua livre.

Tabela 22: Valores médios das analises organicas e fisico-quimicas dos méis, separados pela
coloracao

Cor mgiznfcl;:gf)g f.?ﬁgﬂf’s'&?; (mC;I;OL) TeAA (ggflfg) (Iﬁec:l(}le(lg) pH Ul?:’z?de Aw N
Clara 72,81 17,28 38,89 60,01 6,64 30,13 366 18,10 0,589 8
Média 100,87 29,92 23,76 7883 2235 4192 390 1813 0,590 38
Escura 125,30 39,92 12,62 86,81 50,41 61,72 4,02 18,56 0,605 14

*N°: numero de amostras analisadas.
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Uma das possiveis explicagdes para o aumento da acidez nos méis escuros pode ser a
presenca de substancias fendlicas em maior propor¢do, que em geral apresentam
caracteristicas acidas. Este fato pode também levar a um aumento na formagao de HMF, que ¢
gerada pela reacdo de Maillard, provocada pela quebra da frutose e glicose na presenga dos
acidos presentes nos méis. A formacdo de HMF (Figura 63) deve ser, portanto, favorecida
nestes méis que possuem maior acidez, e como esta reacdo ¢ um mecanismo de desidratacao
de acucares redutores, ¢ de se esperar que os méis escuros tenham também maior teor de agua
livre e umidade, conforme foi observado na Tabela 22. De acordo com estudo feito por
ANAM e DART (1995), a formag¢do de HMF foi acompanhada pelo decréscimo de agticares
redutores.

Estudos da Universidade de Illinois de Urbana-Champaign mostraram que a
capacidade antioxidante de mel de diferentes floradas estava possivelmente relacionada com a
cor dos méis e também com o conteudo de dgua (SILVA et al., 2006). Resultado semelhante
foi obtido por GHELDOF et al. (2002), onde foi observada uma correlagdo linear da atividade

antioxidante com a cor do mel.
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Figura 63: Forma¢ao de HMF a partir da reacdo de desidratacdo de agucares redutores
(LEWKOWSKI, 2001)
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O HMF apresenta trés grupos reativos, o hidroximetil, o grupo aldeido e o anel
furanico. O grupo hidroximetil, por ser um alcool primério, pode sofrer oxidacdo ou gerar
ésteres. O anel furanico esta sujeito a hidrogenagao e grupo aldeido estd a oxidagdo a acido
carboxilico, reducdo a alcool, ou ainda sofrer diversas outras adi¢des nucleofilicas
(GONZALEZ e LAIRD, 2006). Portanto, o HMF, assim como outras furanoses, pode reagir
com aminas ou aminoacidos presentes na amostra, caso esta tenha sido aquecida, formando
derivados de condensa¢do como as melanoidinas. Em geral, alguns alimentos apresentam
coloragdo laranja ou castanha por conta da formagdo dessas substancias (Figura 64; UNIV.

PORTO, 2004).

Figura 64: Exemplos de substancias coloridas que podem ser formadas a partir do HMF
(Univ. Porto, 2004; NUNES e COIMBRA, 2010).

Uma outra explicacdo para a coloragdo escura encontrada nos méis tem sido apontada
pelo contetdo de minerais encontrados (GONZALEZ-MIRET et al.,2005). Conforme estudo
realizado por este autor, o conteido de minerais dos méis escuros ¢ muito maior do que nos
méis claros. Apesar do elemento potdssio ser o mineral majoritario, os sais de ferro sdao os
principais responsaveis pelo escurecimento do mel. Uma quantidade muito baixa de ferro
(<2,79 mg/kg) esta presente em méis claros como, por exemplo, os méis citricos. Os méis de
coloragdo ambar clara, como os méis de eucalipto, possuem quantidade mediana de minerais e
especialmente de ferro (cerca de 2,84 mg/kg). Ja os méis escuros, como o de abacate, castanha
e melato, apresentam quantidades superiores a 4,26 mg/kg de ferro. Segundo BOGDANOYV et
al. (2007), o conteido de determinados minerais também pode variar com a origem
geogréafica e floral.

Apesar de ndo ter sido avaliada a quantidade de minerais nos méis neste trabalho,

estudos indicam que estes sdo bons catalisadores da reacdo de Maillard (GONZALEZ e
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LAIRD, 2006; KATO et al., 1981), e como as amostras escuras apresentam minerais em
maior quantidade, ¢ de se esperar uma maior quantidade de HMF formada.

No estudo realizado por ANAM e DART (1995), foi observado que a adi¢do de ions
metalicos como manganés, zinco e ferro aceleram a formagao de HMF em méis. A maior
quantidade de HMF foi provocada pelos ions de manganés, seguido pelo zinco, magnésio e
ferro (II). Também foi relatado, pelos mesmos autores, que méis acondicionados em
embalagens metalicas possuem geralmente alta quantidade de HMF, muitas vezes excedendo
os limites estabelecidos pela legislagao (60 meq/kg). Isso ocorre devido a alta acidez do mel,
que tende a promover a dissolucdo dos ions metalicos da embalagem, incorporando-os em
solucao.

Na primeira etapa da reacdo de Maillard, o agucar redutor (glicose ou frutose) se
condensa com um aminoacido, € o composto formado se desidrata, levando a formagao da
base de Schiff, que ¢ insaturada e instavel. Nesta etapa, a liberagdo de 4gua ocorre, portanto,
na propor¢do de 1:1 em relacdo ao aglicar combinado. A segunda etapa desta reacdo se da
pelo rearranjo de Amadori, onde ocorre a entrada e saida de um préton, formando,
inicialmente, um estado catidnico da base de Schift, conforme pode ser observado na Figura
65. Este produto formado, posteriormente, se isomeriza a cetosamina, que gera, através de

outras etapas, o 5-hidroximetilfurfural (OETTERER, 2009).
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Figura 65: Etapas iniciais da reagdo de Maillard. A direira, a¢@o catalizadora provocada por
metais.
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(Basic Principle)
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Certos ions metalicos favorecem a formagdo da base de Schiff, que ¢ a primeira etapa
da reacdo de Maillard, pois a complexacdo de um metal com o oxigénio da carbonila deixa
seu carbono mais deficiente e, portanto, mais suceptivel ao ataque do nucleofilo, que, no caso,
¢ representado pelo grupo amino de aminoacidos (Figura 65; a direita). O mecanismo da
catalise metalica na reagao de Maillard é semelhante a catalise acida, mas o fato dos metais
poderem apresentar maior nimero de oxidagdo faz com que este possa se quelar com mais de
uma carbonila, catalisando a reacdo com mais eficiéncia (KATO et al., 1981; ANAM e
DART, 1995).

Apesar da acidez ter sido maior nos méis escuros analisados neste trabalho, estes méis
também apresentaram maiores valores de pH, o que se encontra de acordo com o proposto por
LOTHEOP (1936), no qual foi relatado que os méis com maior acidez sdo, a0 mesmo tempo,
mais basicos. A acidez mede apenas a quantidade de acidos totais da amostra, ndo sendo
relaciondvel com o pH, que mede também a alcalinidade e ¢ variavel de acordo com a forca
do acido presente. Segundo o mesmo autor, essa diferenga estd relacionada a quantidade de
minerais, medida pelo teor de cinzas, que conforme mencionado estd presente em maior
quantidade nos méis escuros. O mel apresenta cinzas com caracteristicas alcalinas, ¢ uma
grande parte desses elementos pode se complexar com substincias fendlicas (JONGBERG et
al., 2009).

Os minerais e as substancias fenodlicas podem ser os dois fatores iniciais que
promovem um escurecimento do mel, devido ao aumento da absorbancia causada pelos

complexos entre essas espécies (Figura 66).
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Figura 66: Alguns complexos formados por flavondides com ions metalicos
bivalentes ou trivalentes (GUO et al., 2007; MASELEV e KUNTIC, 2007).

Em contrapartida, ndo se sabe o quanto a determinagdo do teor de hidroximetilfurfural
¢ confidvel. Segundo um estudo feito por ANDRADE et al. (1995), analisando o método
oficial para determinagdo de HMF, foram obtidos valores anormais de absor¢do no espectro
de UV para amostras escuras, e estes valores de HMF foram reduzidos consideravelmente
quando as mesmas solugdes de mel foram tratadas com 0,05g de carvao ativado, que remove
os pigmentos interferentes na absor¢do no comprimento de onda entre 240 a 350 nm.

Pode haver, portanto, méis escuros com teores de HMF dentro do limite estabelecido
pela legislagdo que estao sendo, erroneamente, reprovados devido a interferentes comuns por
UV-Vis, que ¢ usado no método de analise para o HMF. Uma alternativa seria essa

purificacdo prévia com carvao ativado ou a anéalise por CLAE ou CG-MS.
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Em um estudo realizado por MASTROCOLA e MUNARI (2000), foi observado um
decréscimo na quantidade de HMF em produtos estocados por 30 e 180 dias a temperatura de
25°C. O mesmo autor notou que o teor de HMF teve maior reducdo nas amostras que
apresentaram maior escurecimento. Neste trabalho, foi proposta a explicacdo da perda do
HMF por conta de condensagdo com aminodcidos presentes (formagdo de melanoidinas),
reduzindo sua deteccdo no método espectrofotométrico (UV-Vis) e intensificando a
coloragdo. Também foi observado um aumento da atividade antioxidante com o tempo de
estoque e com o aquecimento das amostras, o que foi também atribuida a formacgdo de
melanoidinas, que apresentam atividade antioxidante conhecida (RUFIAN-HENARES e
MORALES, 2007; MAILLARD et al., 2007).

A atividade antioxidante das melanoidinas esta relacionada ao grupo amino presente
na estrutura, uma vez que nem os agucares, nem seus derivados piroliticos apresentam
atividade antioxidante conhecida. Inclusive, a capacidade antioxidante das melanoidinas
costuma variar de acordo com o aminodcido que as gerou (CHICHESTER e SCHWEIGERT,
1988).

Além disso, sabendo que muitos compostos fendlicos com capacidade antioxidante
sdo 4acidos, o limite de 50meq/kg de acidez total imposto pela legislacdo brasileira pode estar
também limitando a atividade antioxidante dos méis consumidos no pais.

No entanto, a maior presenca de metais de transicdo como o ferro nos méis escuros
pode participar da geracdo de espécies livres reativas de oxigénio (ROS), mas conforme
relatado por KHOKHAR e APENTEN (2003) sua quelacao com as substancias fenolicas pode
reduzir essa toxicidade.

Segundo relatos em um artigo de revisio, MASELEV e KUNTIC (2007), foi
demonstrado que os flavondides complexados com metais de transi¢do sdo mais hidrofilicos e
soluveis que os ndo complexados e possuem atividade antioxidante maior. Nesse trabalho foi
discutido que a formacao de complexos metalicos de polifenois auxilia na reducdo de radicais,
comparando as mesmas substdncias sem a quelacdo. Os autores observaram que os
flavonoides apresentam maior atividade antioxidante quando estdo quelados a metais de
transicao, especialmente Fe(I). Os metais de transi¢do também podem aumentar a atividade
antiinflamatéria e citoprotetora contra danos oxidativos as células, quando quelados a
substancias polifendlicas, devido a formacdo do chamado “centro de dismutagdo de
superoxido”. Acredita-se que esses ions metalicos complexados agem reduzindo os radicais

pelas seguintes equagdes (KOSTYUK et al., 2007; MASELEV e KUNTIC, 2007):
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Me™ + 0, + 2H" — Me™ V" + H,0,
Me(n+1)+ + 02. — Men+ + 02

Sabe-se que metais podem se complexar com paraquinonas e também com
semiquinonas (BUKHARI et al.,, 2008; KOSTYUK et al., 2007). Possivelmente, esse

incremento na atividade antioxidante também pode ser favorecido pelo aumento da

conjugacao do radical flavonoil formado (Figura 67).

Figura 67: Semiquinona complexada com ion metalico (BUKHARI ef al., 2008)

Além disso, as substancias polifendlicas inibem a acdo pro-oxidante caracteristica dos
metais de transi¢do, ao formarem complexos. Os polifendis desprotonados agem como bases
. . ~ , . ;. . 3+ .
de Lewis duras, gerando ligagdes estaveis com acidos de Lewis duros como o Fe’ (Figura

68). A ligacdo com ferro ¢ um mecanismo bastante conhecido de agdo antioxidante de

substancias polifenolicas.

[ SN | B
e
SN R 9TYR
" OH | T e
3|7 |+ Fe** — = ] o ey + BH*
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N oK
|
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Figura 68: Quelagdo de polifendis com ions de ferro (PERRON e BRUMAGHIM, 2009)

Os resultados apresentados na literatura se encontram de acordo com o esperado para
as amostras escuras, que em geral apresentam maior quantidade de minerais, maior

quantidade de polifenois e também uma maior atividade antioxidante.
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Além da cor, algumas outras consideragcdes podem ser realizadas ao comparar os
dados orgénicos e fisico-quimicos. Através da comparagdo entre amostras estudadas neste
trabalho, separadas por origem floral (exceto para as origens florais com poucas amostras, que
foram discutidas separadamente no item 4.4.1), seguem as médias dos resultados, agrupados

na Tabela 23.

Tabela 23: Valores médios das analises, separados por origem floral

Substancias Fendlicas Atividade Antioxidante Analises Fisico-Quimicas
Origem Floral o HMF Acidez  Umidade N°
mgE,;/100g mgEy/500g | (AAMGE500g  AA% (mgke) pH (megke) (%) Aw
Anadenanthera 112,60 25,99 59,93 84,38 23,19 3,75 56,49 19,38 0,626 6
Asteraceae 97,11 27,56 43,93 80,95 26,39 3,80 43,11 18,28 0,595 4
Eucalyptus 105,93 45,87 53,65 71,86 4433 4,15 31,35 17,30 0,574 9
Myrcia 102,05 26,05 52,16 78,33 25,19 3,93 3545 17,97 0,590 6
Heteroflorais 98,80 28,15 50,54 77,46 26,02 3,85 46,90 18,34 0,597 23

*N°: numero de amostras analisadas.

Pode-se observar que os méis de Anadenanthera apresentaram a melhor atividade
antioxidante [59,93 (AA)mgEqc/500g e 84,38% em termos de %AA], embora a acidez média
apresentada para esta origem botéanica tenha sido a mais alta (56,49 meq/kg), estando acima
do permitido pela legislagdo nacional (50 meq/kg). A umidade e atividade de agua desta
origem botanica também foram as mais altas (19,38% e 0,626, respectivamente). No entanto,
apresentou a menor quantidade de HMF (23,19 mg/kg), assim como a menor média de pH
(3,75). O baixo pH pode indicar uma menor presenca de minerais, que sdo, conforme ja
discutido, bons catalizadores da reagdo de Maillard, e tal fato pode ser uma justificativa para
essa menor formacdo de HMF. Apesar da maior quantidade de fenodlicos totais (112,60
mgEac/100g), os méis desta origem floral apresentaram a menor média para flavondides
(25,99 mgEqpc/500g). Tendo em vista a menor hidrossolubilidade de flavondides em
comparagao aos acidos fendlicos (que estdo também comumente presentes em méis), tal fato
se encontra de acordo com a teoria proposta por FRANKEL et al. (1998), de que o maior
acimulo de substancias fenolicas antioxidantes hidrossoliveis estd relacionado a um maior
teor de 4gua no mel.

Os méis de Eucalyptus apresentaram a segunda maior média em atividade antioxidante
[53,65 (AA)mgEqc/500g]. Estes méis também apresentaram o segundo maior teor em
fenolicos totais (105,93 mgEAg/100g), a maior média de pH (4,15) e também, conforme
esperado, o maior teor de HMF (44,33 mg/kg), que provavelmente esta relacionada a catalise

por minerais. O teor de flavondides foi superior aos das outras origens florais (45,87
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mgEqc/500g). Tal fato pode ter contribuido para a capacidade antioxidante, principalmente,
por conta da alta média de pH (provavelmente, deve apresentar um alto teor de minerais), pois
os complexos flavondides-metais geram um aumento na atividade antioxidante. O pH
relativamente alto dos méis de Eucalyptus esta de acordo com o descrito por ODDO e PIRO
(2004), que relatou que os méis dessa origem floral apresentam pH em torno de 4,0. Os
mesmos autores também mencionaram que o baixo conteudo de dgua ¢ também caracteristico
desta origem botanica, com cerca de apenas 16%, bem como a acidez, que geralmente se
encontra na média de 22 meq/kg. O percentual de agua para os méis de Eucalyptus avaliados
nesse trabalho apresentou-se um pouco acima desta média (17,30%), o que pode ser resultado
da alta formacdo de HMF. A acidez total também se apresentou acima da média descrita por
ODDO e PIRO (2004), com 31,35 meq/kg, o que pode estar relacionado com a alta
quantidade de HMF formada e a alta quantidade de fendlicos totais.

Os méis de Asteraceae apresentaram a menor média de atividade antioxidante [43,93
(AA)mgEq/500g de mel], estando de acordo com as menores médias em fendlicos totais
(97,11 mgEAg/100g). Nao foi observada diferenca significativa no teor de flavondides, nem
quanto aos aspectos fisico-quimicos.

J& as amostras heteroflorais apresentaram a segunda menor atividade antioxidante
[50,54 (AA)mgEqc/500g de mel] e também a segunda menor média em fenolicos totais
(98,80 mgEAG/100g) e, assim como nos méis de Asteraceae, ndo foi observada relacdo
significativa com o teor de flavondides.

De um modo geral, observou-se que o teor em fenolicos totais ¢ mais determinante
que os flavonodides, provavelmente pela maior quantidade dessas substancias, que ¢
caracteristica dos méis brasileiros.

Como pode ser observado, ha parametros fisico-quimicos, inclusive considerados
negativos, que podem ser correlacionados com as propriedades bioldgicas, como a atividade
antioxidante. O teor de HMF, por exemplo, ¢ limitado por lei por conta de que um
superaquecimento da amostra pode vir a degradar substancias termoldbeis e/ou volateis
presentes no mel, porém, no entanto, ndo ¢ feita uma quantificagdo dessas substancias no mel.
Cabe ser avaliado, os pros e contras do consumo de méis que se encontram fora dos padrdes
legais vigentes, sem se deixar de lado as consideragdes sobre o controle da qualidade do

produto e os riscos a saide do consumidor.
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5. CONCLUSOES

De um modo geral, todos os méis que foram analisados apresentaram uma correlacao
bastante significativa quanto ao contetido de fendlicos e flavonodides totais e a atividade
antioxidante apresentada. Estas propriedades devem ser divulgadas de modo a promover o
consumo do mel e a valorizar o produto junto ao consumidor.

Dos méis analisados, os méis de Anadenanthera (angico) foram os que apresentaram,
em média, o teor mais alto em substancias fendlicas totais e a maior capacidade antioxidante.

Pode ser observado que alguns parametros fisico-quimicos, como a intensidade de cor,
o pH e a acidez, apresentam relagdo com as caracteristicas organicas das amostras, como, por
exemplo, a atividade antioxidante e teor de polifendis. Também ha, possivelmente, a
interferéncias de alguns fatores organicos nas analises fisico-quimicas, como o contetido das
substancias fenolicas na acidez observada, e na sua complexacdo com minerais, que pode ter
resultado no aumento da atividade antioxidante e na formagdo de HMF, o que, em
conseqiiéncia, acarretou o aumento no teor de 4gua livre e umidade de alguns méis analisados.

Além desses fatores, foi possivel observar que a capacidade antioxidante dos méis
também pode variar de acordo com a regido, origem floral, e at¢ mesmo dentro de uma
mesma origem floral. A sua composicao pode variar dependendo do clima e de fatores de
tensdo ambiental, como umidade, temperatura e até a composi¢ao do solo.

De uma forma geral, observou-se uma conformidade da maior parte das amostras para
os parametros fisico-quimicos com relagdo aos limites estabelecidos pela legislacao brasileira.
Mesmo assim, sugere-se uma maior atividade de fiscalizagdo e a padronizagdo de métodos de
produ¢do e armazenamento do produto.

Devido as diferentes condigdes climdticas e floristicas das regides onde o mel ¢
produzido, tem sido verificada uma grande variacdo em sua composi¢do quimica (por
exemplo, no conteudo de substancias fenolicas) e também nas caracteristicas fisico-quimicas.
Dessa forma, hd a necessidade de uma reavaliacdo e readaptacdo da legislagdo nacional
vigente.

O mel ¢ um produto de composi¢do bastante diversificada, e seu consumo tem sido
associado a uma boa qualidade alimentar por conta de suas reconhecidas propriedades
bioldgicas. No entanto, analises que atestem sua idoneidade e qualidade sdo necessarias para
proporcionar maior seguranga ao consumidor, € assim também popularizar ainda mais esse

valioso produto.
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A atividade antioxidante esta bastante relacionada com as substincias fendlicas, por
haver um aumento desta propriedade com a quantidade de polifendis. No entanto, a
capacidade antioxidante nao pode ser prevista ou atribuida somente a estes parametros, pois
as enzimas, aminoacidos, proteinas, vitaminas e acidos organicos também sio substancias

presentes no mel que podem apresentar atividade antirradicalar.
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7. ANEXO: ANALISE DE SUBSTANCIAS FENOLICAS, COR E ATIVIDADE

ANTIOXIDANTE
Amostra Fen dlicos Flavonéides Atividade Antioxidante Cor Mesorregido
mgE ,;/100g mgE ,-/100g CE,, (AA)mgE ,./500g %AA
1 88,80 £ 0,21 7,63 £0,01 42,15 +1.83 23,13+ 0,92 69,24 £0,27 Média Sul Fluminense
2 92,71 £0,37 4,98 +£0,02 27,55+2,18 35,39+ 295 79,24 £ 1,05 Média Sul Fluminense
3 106,61 £0,72 7,18 £0,02 18,21 £126 53,54+ 3,49 80,80 £ 1,18 Média Centro Fluminense
4 58,26 £0,07 11,01 0,00 53,13 £ 1,00 18,35+ 0,39 55,86 £2,28 Clara -
5 132,05 +0,35 10,07 0,01 21,09 £ 049 46,24 + 1,02 83,63 £ 0,68 Escura -
6 109,92 £0,07 11,86 +0,02 18,03 +£0,15 54,06 + 0,45 50,45 £ 0,45 Escura Centro Fluminense
7 71,51 £0,25 10,48 0,06 27,46 £ 095 35,51+ 1,03 46,23 £1,86 Média -
8 87,70 £ 0,24 4,34 +£0,02 30,28 £+ 147 32,20+ 1,60 70,00 + 1,89 Média Metropolitana
9 75,87 £0,39 2,58 +0,00 41,01 £2,67 23,78 + 1,46 52,58 +£1,46 Clara -
10 76,12 £0,58 2,55 +0,02 35,11 £3,65 27,77 + 2,69 59,03 £2,41 Clara Centro Fluminense
11 80,81 £ 0,70 2,45 +0,02 40,29 £091 24,20+ 0,53 63,71 £0,25 Clara Centro Fluminense
12 81,05 £ 0,46 2,35 0,00 29,67 £3,73 32,86+ 3,82 59,68 £ 1,43 Clara Centro Fluminense
13 97,11 £0,53 5,21 £0,02 2522 +040 38,66+ 0,62 80,76 £ 1,50 Média Centro Fluminense
14 139,15 +0,14 10,85 £0,09 18,49 £ 1,05 52,72+ 3,57 86,73 £1,90 Média Centro Fluminense
15 141,06 + 0,31 10,91 +£ 0,06 14,66 £ 0,11 66,50 + 0,48 86,15+ 1,13 Média Metropolitana
16 83,38 £ 0,46 3,30 £+ 0,00 29,65 +0,78 32,88+ 0,90 80,57 £ 0,24 Média Centro Fluminense
17 102,90 £ 0,31 7,06 £+ 0,05 27,29 £0,73 35,73+ 0,95 86,10 £ 1,10 Média Sul Fluminense
18 112,53 £1,00 7,52 £0,02 23,85+091 40,88 + 1,64 90,26 + 1,94 Média Sul Fluminense
19 81,21 +0,24 11,59 £0,03 47,35 +£2,65 20,59 + 1,15 76,03 £3,22 Média -
20 137,03 £0,25 9,07 £ 0,06 11,86 £ 133 82,21+ 8,48 84,40 £2,12 Escura Sul Fluminense
21 95,81 £0,35 4,30 £ 0,00 29,58 £ 028 32,97+ 0,31 78,01 £2,34 Média Sul Fluminense
22 125,04 £ 0,56 5,98 £0,01 11,3+091 86,27 + 3,87 91,21 £2,01 Média Metropolitana
23 125,57 + 1,35 5,98 +£0,02 11,89 £ 0,26 82,01+ 1,63 91,63 £ 0,24 Média Metropolitana
24 142,33 £ 0,51 7,52 +£0,05 10,69 =040 91,18 + 3,30 89,33 £ 0,61 Escura Metropolitana
25 110,20 + 1,27 7,89 +0,05 14,38 £ 0,65 67,80+ 3,00 89,50 + 1,61 Escura Sul Fluminense
26 78,93 £0,25 2,55 +0,02 32,14 £ 0,75 30,34+ 0,70 82,00 + 0,40 Clara Baixada
27 132,63 + 0,46 9,92 +0,02 13,09 £ 0,44 74,47+ 2,17 79,24 £0,43 Escura Baixada
28 108,45 + 0,14 6,65 +0,03 22,66 =039 43,04+ 0,74 90,61 + 1,41 Média Noroeste Fluminense
29 121,78 £ 0,93 4,12 £ 0,03 13,57 +248 71,87+ 11,94 95,62 + 0,49 Média Metropolitana
30 131,65 +£0,99 8,43 £0,03 16,19 £ 0,85 60,20+ 3,28 93,14 £ 0,48 Média Metropolitana
31 60,18 £0,21 1,99 +0,02 38,4 +£290 25,39+ 2,02 53,55+ 1,14 Clara Sul Fluminense
32 119,38 £ 0,56 9,27 £ 0,06 14,47 £ 0,69 67,39+ 3,36 96,35 +3,31 Escura Sul Fluminense
33 100,78 £0,12 5,51 £0,04 30,55 +1,14 31,91+ 1,18 79,59 + 0,88 Média Sul Fluminense
34 88,10 £ 0,25 5,54 +£0,03 26,61 £098 36,64+ 1,32 75,12 £ 0,84 Média Sul Fluminense
35 95,52 +0,74 6,11 £ 0,00 2439 £245 39,98 + 3,58 77,05 £ 1,28 Média Sul Fluminense
36 99,32 +£0,42 6,00 = 0,07 29,6 +£0,58 32,94+ 0,65 90,57 +1,23 Média Metropolitana
37 100,25 +0,92 6,11 +0,02 24,86 £ 045 39,22+ 0,71 79,23 £2,71 Média Metropolitana
38 94,30 +£ 0,44 5,83 £0,04 27,63 £1,53 35,28 + 1,82 79,23 £0,51 Média Metropolitana
39 92,59 £0,12 5,87 £0,03 18,03 + 0,38 54,08 + 2,68 76,00 £ 0,53 Média Metropolitana
40 91,04 £ 0,80 5,14 £0,01 18,1 £0,67 53,88 + 1,82 73,11 £ 1,66 Média Centro Fluminense
41 102,94 + 0,14 5,23 +£0,03 18,21 £148 53,54+ 4,07 79,54 + 1,08 Média Centro Fluminense
42 99,72 £ 0,46 5,29 +0,00 19,42 £1,02 50,21+ 2,53 79,17 £0,42 Média Centro Fluminense
43 100,87 + 0,39 5,50 +0,02 17,85 +0.26 54,62 + 0,82 72,78 £1,74 Média Centro Fluminense
44 100,25 £ 0,07 5,38 +0,00 18,14 +£120 53,73 + 3,04 74,86 £ 2,95 Média Metropolitana
45 101,11 £0,07 5,35 +£0,04 18,23 £ 0,68 53,49+ 2,15 77,64 £ 1,68 Média Metropolitana
46 102,09 + 0,46 5,21 £0,00 24,12 £ 1,65 40,43 + 2,92 78,10 £ 0,41 Média Metropolitana
47 102,54 + 0,63 5,32 +£0,02 23,12+ 0,60 42,17+ 1,15 76,86 £ 2,30 Média Metropolitana
48 112,04 £0,74 3,63 +£0,03 20,64 +£1,75 47,23+ 436 78,79 £ 1,86 Média Metropolitana
49 106,53 £ 0,32 3,62 +£0,03 23,76 £ 0,60 41,03+ 1,02 75,00 £ 1,52 Média Noroeste Fluminense
50 111,71 £0,74 8,74 £0,03 10,33 £ 021 94,39 + 2,06 93,34 + 1,31 Escura Metropolitana
51 75,34 £0,92 3,26 +0,01 29,33 £230 33,24+ 2,87 63,67 1,13 Média Centro Fluminense
52 98,30 +£1,03 5,50 +0,05 17,01 +£124 57,32+ 4,43 85,74 £ 0,63 Escura Centro Fluminense
53 71,23 £0,95 2,16 £0,01 41,4 +1,50 23,55+ 0,93 53,67 £2,00 Clara -
54 70,29 £ 0,70 2,85 +0,02 34,99 + 142 27,87+ 1,04 53,56 £2,11 Média -
55 103,43 £ 0,28 7,05 + 0,04 14,2 +047 68,65+ 2,41 84,63 £ 1,65 Escura Sul Fluminense
56 131,97 £ 0,24 5,21 £0,02 7,35+028 132,70+ 4,77 97,46 + 1,12 Escura Metropolitana
57 144,12 £ 0,98 5,15 +£0,04 7,61 £0,19 128,15+ 3,06 96,01 +0,89 Escura Metropolitana
58 152,52 +£0,96 8,82 +£0,04 7,05 +0,67 138,31+ 12,61 93,79 + 0,88 Escura Metropolitana
59 84,52 +0,32 4,09 +0,01 17,94 £1,12 54,34+ 2,81 83,26 +2,09 Média Metropolitana
60 128,67 £ 0,53 5,70 +£0,03 9,56 £047 101,99+ 548 91,43 +£0,41 Escura Metropolitana
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