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RESUMO GERAL

O mel e o pélen sdo compostos basicos empregados por Apis mellifera
na sua alimentag@o. O primeiro, de natureza energética e o segundo, relacionado
a fonte proteica. Esses compostos sdo também usados pelo homem com a
mesma finalidade, contudo avaliar fisica e quimicamente o mel e o pdélen ¢ uma
necessidade, obtendo-se indices de referéncia quanto a qualidade desses
compostos, para o consumo pelo homem. Assim, objetivou-se avaliar: a) os
teores de compostos fenolicos dos méis e polens coletados por 4. mellifera na
regido de Lavras, MG, Brasil; b) a composi¢do fisico-quimica dos méis
produzidos por A. mellifera e seu enquadramento nas especificagdes da
legislagdo brasileira; c¢) os teores de compostos fendlicos do pélen apicola com o
uso de diferentes solventes; d) a atividade antioxidante do mel e pdlen apicola
pelo método DPPH e B-caroteno acido-linoleico. As amostras de méis foram
obtidas no apiario da Universidade Federal de Lavras- UFLA, e o pdlen
comercial oriundo do municipio de Neopolis — SE, Brasil. As analises
laboratoriais desses compostos evidenciaram que os maiores teores de
compostos fenolicos em mel foram obtidos em amostras oriundas de meses com
menor regime pluviométrico. Quanto ao poélen, foi verificado que os teores de
compostos fenolicos foram influenciados pelo tipo de extrator usado. O emprego
de acetona ou etanol a 70% ou ainda de forma associada, nessas mesmas
concentragdes, permitiram a obtengdo de maiores porcentagens de compostos
fendlicos. As analises fisico-quimicas realizadas demonstraram que os méis
avaliados encontram-se dentro dos indices de qualidade estabelecidos pela
legislagdo brasileira. A cromatografia evidenciou a presenga de compostos
fendlicos, sendo os de maior ocorréncia: o acido galico, catequina, acido
clorogénico e acido p-cumarico. A atividade antioxidante dos méis, determinada
pelos métodos avaliados, mostraram-se superiores em épocas de menor umidade
relativa do ar.

Palavras-chave: Abelha. Polinizador. Mel. Pélen. Composto fendlico. Indice de
qualidade.



GENERAL ABSTRACT

Honey and pollen are basic compounds employed by Apis mellifera in
its feeding. The first, of energetic nature and, the second, related to a source of
protein. These compounds are also used by man with the same end, however,
evaluating honey and pollen physically and chemically is a necessity, obtaining
reference indexes regarding the quality of these compounds, for human
consumption. Thus, we aimed at evaluating: a) the contents of phenolic
compounds in honeys and pollens collected by A. mellifera; b) the physical-
chemical composition of honeys produced by A. mellifera and its fitting into
Brazilian legislation; c¢) the phenolic contents of the pollen using different
solvents; 4) the antioxidant activity of the honey and pollen by means of the
DPPH and B-carotene-linoleic acid methods. The honey samples were obtained
in the apiary of the Universidade Federal de Lavras — UFLA, and the
commercial pollen from the municipality of Neodpolis — SE, Brazil. The
laboratory analyses of these compounds showed that the highest contents of
phenolic compounds in honey were obtained from samples collected during
months with lower pluviometric regimen. Regarding the pollen, we verified that
the contents of phenolic compounds were influenced by the type of extractor
used. The employment of acetone, 70% ethanol or the association of both in
these same concentrations, allowed the achievement of higher percentages of
phenolic compounds. The physical-chemical analyses showed that the evaluated
honeys were inside the quality indexes established by Brazilian legislation. The
chromatography showed the presence of phenolic compounds, with higher
occurrence of: gallic acid, catechin, chlorogenic acid and p-cumaric acid. The
antioxidant activity of the honeys, determined by the evaluated methods, were
superior in periods of less relative air humidity.

Keywords: Bee. Pollinator. Honey. Pollen. Phenolic compound. Quality index.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Desde que o homem iniciou a criagdo racional de abelhas até os dias
atuais, tem-se entre as diversas espécies desse grupo de Apidae, as abelhas do
género Apis, as quais encontram-se adaptadas a diversas condi¢des climaticas e
diferentes biomas. Os relatos historicos das interagdes entre as civilizacdes
primitivas, no que concerne a explora¢do de mel, o0 mencionam como alimento
sagrado por alguns povos. Segundo Crane (1983), registros datados em 2.400
a.C evidenciaram que os egipcios sdo considerados os pioneiros na criagdo de
abelhas, desenvolvendo no passado técnicas que até hoje sdo comercialmente
importantes. Naquela época, as abelhas eram mantidas em potes de barro,
possibilitando o manejo e seu transporte, sendo exploradas, basicamente, a
producédo de mel e cera.

No tocante a apicultura no Brasil, sabe-se que, as abelhas nativas eram
as Unicas presentes até 1839, quando ocorreu a importagdo de colonias de Apis
mellifera Linnaeus, 1758, originaria da cidade do Porto, em Portugal, pelo padre
Antdnio Pinto Carneiro. A importagdo objetivou incrementar a produgo de cera,
uma vez que existia demanda dessa matéria-prima para a produgdo de velas.
Naquela oportunidade, ndo foi possivel alcangcar com as espécies nativas de
meliponineos, niveis de produ¢do comercial de cera para atender a procura pelo
produto. Além desse aspecto, produziam maior quantidade de mel com aroma e
sabor mais agradavel (ROUBIK, 1989; NOGUEIRA-NETO, 1997).

Mesmo com a presenga da abelha europeia no Brasil, at¢ meados da
década de 1950, a producéo de mel no Brasil era de aproximadamente quatro mil
ton./ano. Assim, para melhorar a producdo de mel no pais uma das alternativas

era a introdugdo de material genético de outra regido e que apresentasse maior
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produtividade. Um dos critérios para essa iniciativa era introduzir insetos que
fossem oriundos de areas onde as condi¢des climaticas fossem semelhantes as
brasileiras (STORT; GONCALVES, 1978). Nesse contexto, foi introduzida da
Africa do Sul Apis mellifera scutellata Lepeletier, 1836. Essas abelhas eram
mais produtivas do que as europeias, com producdo da ordem de
70kg/colmeia/ano (STORT; GONCALVES, 1978; GONCALVES, 2004).

Apos a introdug¢do da A. m. scutellata e em funcdo de caracteristicas
comportamentais até entdo desconhecidas, houve enxameamento e o cruzamento
natural com abelhas de origem europeia, surgindo na regido Neotropical o
hibrido fértil conhecido como “abelha africanizada” (STORT; GONCALVES,
1978; NOGUEIRA-NETO, 1997). Na realidade, o apicultor brasileiro se
deparou com uma nova situacao, pois essas abelhas, apesar de mais produtivas e
com maior resisténcia a diversas epizootias, eram mais agressivas. Isso exigiu
aprimorar seus conhecimentos sobre aspectos bioldgicos, comportamentais,
manejo e equipamentos para adaptarem-se as novas condi¢des necessarias para
criar e explorar comercialmente essa atividade (PAULA, 2008).

O impulso da apicultura no Brasil ocorreu a partir da década de 1970
aliadas aos fatores: a) as pesquisas sobre genética, manejo, biologia e
comportamento; b) caracteristicas climaticas do pais favordveis a criagdo
ininterrupta durante todo o ano; ¢) diversidade da flora nativa, aliada as espécies
exoticas de interesse agricola com as quais a abelha interagiu positivamente,
proporcionando ampla oferta de recursos alimentares; d) aumento das
exportacdes de mel a partir de 2002, exigindo a profissionalizagdo dos
apicultores e a adogdo de metodologias técnico/cientificas que fossem
executadas desde o manejo dos enxames até o processamento e comercializagio
dos produtos (GONCALVES, 2004).

O desenvolvimento e a exploracdo da atividade apicola envolvem

diferentes etapas podendo-se destacar a producdo de mel, porém, a contribuicio
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mais importante da apicultura para plantas nativas e cultivadas, decorre da
interag¢do inseto-planta, que ¢ a polinizacdo. As abelhas s@o os polinizadores
mais eficientes das angiospermas e durante a visita floral, na busca por recursos
alimentares, transportam o pdlen das anteras de uma flor até o estigma da mesma
flor, ou de outra flor da mesma espécie, realizando a polinizacdo (FREE, 1993;
PAULA, 2008).

Quando se considera os produtos apicolas para consumo humano, o mel,
por seu valor energético e o polen, pelo seu valor nutricional, tém importancia
comercial como produtos naturais e de valor nutricional. Em relacdo ao mel, por
se tratar de um produto de amplo conhecimento do publico em geral e para que
seu valor alimenticio seja validado ¢ necessario que suas caracteristicas fisico-
quimicas, organolépticas e de origem botanica, estejam de acordo com as
normas especificas de qualidade (BRASIL, 1981; BRASIL, 2000).

O polen apicola, de forma semelhante ao mel, ¢ mesmo n3o sendo
utilizado correntemente na alimentacdo pelo homem na mesma proporg¢ao,
também ¢ uma fonte importante de nutrientes (BRASIL, 2006). Embora a
composi¢do quimica do pélen seja variavel em fungdo de sua origem botanica,
poderé apresentar teores de nitrogénio em torno de 97,0 % e de proteina bruta de
28,0 %. Sdo ainda constituidos por vitaminas C, D, A, E e do complexo B,
enzimas, hormonios, pigmentos e antibidticos. O polen apicola tem sido
empregado na alimentagdo humana com a finalidade de suplementacio
alimentar, contudo ¢ necessario conhecer suas caracteristicas quimicas, fisicas e
biologicas para que sejam estabelecidas normas para o consumo humano
(KEVAN; BAKER, 1983; MARCHINI; REIS; MORETI, 2006; MODRO et al.,
2009; MELO et al., 2009).

Uma das maneiras de se avaliar a qualidade alimentar do mel e do pdlen
para a alimentagdo humana é por meio da quantificacdo do teor total de

compostos fendlicos. Essas substincias secundarias sdo formadas por estruturas
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quimicas que apresentam hidroxilas e anéis aromaticos, sobformas simples ou de
polimeros sendo que, tais compostos podem estar em forma livre ou
complexada. Os compostos fendlicos tém sido estudados, entre outros aspectos,
em razdo da influéncia exercida sobre a qualidade dos alimentos (CARPES et
al., 2008).

Acidos fenolicos, flavondides e taninos sdo exemplos de compostos
fendlicos encontrados em alimentos, inclusive no mel e no pdlen apicola. A
propriedade antioxidante exercida pelos compostos fendlicos é decorrente da
constitui¢do quimica das moléculas desses produtos, que permite atuarem como
sequestradores de radicais livres e algumas vezes como quelantes de metais,
agindo tanto na etapa inicial como durante a propagacdo do processo oxidativo
(ANGELO; JORGE, 2007). Esses compostos agem no metabolismo humano
neutralizando os radicais livres gerados, os quais se encontram associados a
determinadas enfermidades, inclusive certos tipos de cancer e doengas
cardiovasculares (TOVANI, 2009). Carpes et al. (2008) constataram que a
atividade antioxidante (AAT) de extratos de polen apicola foi semelhante ao a-
tocoferol e maior que o butil-hidroxi-tolueno (BHT) e também do butil-hidroxi-
anisol (BHA). Esses compostos sdo amplamente utilizados na inddstria como
conservantes de alimentos.

Outro método para se avaliar e quantificar com maior precisio os acidos
fendlicos em alimentos € por meio da cromatografia liquida de fase reversa
(CARPES et al., 2008).

Um dos métodos usuais para a determinacdo do teor total de compostos
fenolicos no mel e no pdlen € por meio da espectrofotometria (MARCUCCI;
WOISKY; SALATINO, 2003). Nesse caso, emprega-se o espectrofotometro
com leitura colorimétrica realizada a 760 nanometros e utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteau, sendo o 4cido galico utilizado como padrdo de referéncia

(WATERHOUSE, 2002). Esse reagente ¢ uma solugdo de ions poliméricos
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complexos formados a partir de heteropoliacidos fosfomolibdicos e
fosfotungsticos. Nessa reag¢do, ocorre a oxidacdo dos fenolatos, reduzindo os
acidos a um complexo cuja coloracdo ¢ medida por meio da leitura da
absorbancia (MEDA et al., 2005; NEVES; ALENCAR; CARPES, 2009).
Angelo e Jorge (2007) relataram a necessidade de se estabelecer um
método padronizado para a preparacdo de amostras e de determinacdo de
substancia fendlicas em alimentos de uma maneira geral. Todavia, sabe-se que
para a extracdo dos compostos fendlicos em amostras de pdlen, o solvente mais
utilizado é o metanol. Esse extrator pode também ser substituido por solucdes
aquosas de etanol, uma vez que o tipo e a concentragdo do solvente poderdo
influenciar na quantidade de compostos fendlicos extraidos (KROYER;
HEGEDUS, 2001). As pesquisas realizadas por Moure et al. (2001) e Andreo e
Jorge (2006) demonstraram que teor total dos compostos fendlicos extraidos ¢
dependente do tipo de solvente. Foi ainda observado que a polaridade pode
afetar a transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio, sendo esse um dos
principais aspectos durante o processo de extragdo dos compostos fenolicos.
Considerando a importancia do mel e do pdlen quanto ao seu emprego
como alimento para o homem e a necessidade de conhecer as propriedades

fisico-quimicas desses produtos, avaliou-se:

a) os teores de compostos fendlicos dos méis e pdlens coletados por A.
mellifera na regido de Lavras;

b) a composicdo fisico-quimica dos méis produzidos por 4. mellifera e
seu enquadramento nas especificacdes da legislagao brasileira;

c) os teores de compostos fenolicos do podlen apicola com o uso de
diferentes solventes;

d) a atividade antioxidante do mel e pdlen apicola pelo método DPPH e

B-caroteno acido-linoleico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producio e mercado de mel e pélen apicola no Brasil

Apesar da apicultura no Brasil existir desde a introdugdo de A. mellifera
em 1839, durante a década de 1950 se tornou iminente a necessidade de
implantar melhorias no material genético aqui existente e, em 1956, ocorreu a
introdu¢@o da espécie africana A. m. scutellata. A partir de 1970, a atividade
apicola passou por uma transformacdo total, até que em meados da década de
2000, o Brasil se posicionou entre os principais exportadores mundiais de mel
(STORT; GONCALVES, 1978; BRAND, 1988; BRASIL, 2006).

Durante a década de 2000 a 2010, mudangas ocorridas no mercado
internacional proporcionaram ao Brasil a oportunidade de ocupar lugar de
destaque mundial na exportagdo de mel. No ano de 2000, aproximadamente 270
toneladas de mel foram exportadas, sendo que em 2003, o volume de mel
exportado foi da ordem de 19 mil toneladas, um aumento de 7,2 mil % em
producdo (BRASIL, 2006). Nos anos seguintes, ocorreu uma reducdo nesses
indices, em razdo da concorréncia oferecida por méis produzidos pela China e
Argentina no mercado internacional. Porém, a Unido Europeia promoveu um
embargo a importacdo do mel brasileiro, pelo descumprimento quanto ao nio
credenciamento de laboratorios para realizacdo de analises de qualidade fisico-
quimicas e as validagcdes dos métodos de andlise além da ndo realizagdo de
estudos sobre doencas apicolas no Brasil (GONCALVES, 2004; RESENDE;
VIEIRA, 2006).

No entanto, quando China e Argentina tiveram suas exportacdes de mel
embargadas por seus importadores, o Brasil novamente se destacou como
exportador de mel. O principal motivo do embargo promovido pelo mercado

europeu as importa¢des dos méis produzidos na China foi de ordem sanitaria,
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tendo sido constatada a presenga de clorafenicol nesses méis. O medicamento foi
empregado pelos apicultores chineses para o controle de enfermidades em
abelhas. Em relacdo a Argentina a causa do embargo foi uma medida
“antidumping” promovido por importadores, sendo que esses dois paises eram
responsaveis por 21% e 18%, da exportagdo mundial de mel, respectivamente
(RESENDE; VIEIRA, 2006).

A saida da China e Argentina nos anos de 2005 e 2006 do cenario
internacional, criou a oportunidade de mercado as exportagdes do mel brasileiro.
Essas se estabilizaram em um patamar de 14,5 mil toneladas/ano, indices que
permaneceram estaveis apds o retorno desses dois fornecedores ao comércio
internacional, espaco que o Brasil conquistou como exportador de mel
(RESENDE; VIEIRA, 2006; PAULA, 2008).

Segundo a ABEMEL (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS
EXPORTADORES DE MEL, 2014), o Brasil exportou em 2013 um volume
superior a 16 mil de toneladas de mel com uma receita de US$54,1 milhdes de
ddlares, ocupando o 10° lugar entre os paises exportadores mundiais de mel. No
mesmo periodo, o estado de Minas Gerais exportou apenas 520 toneladas,
ocupando o 7° lugar entre os estados exportadores. Ressalta-se que até 1956 a
producdo de mel no Brasil ndo ultrapassava 4 mil toneladas/ano e somente apos
a introducdo da abelha do Continente Africano foi possivel aprimorar cada etapa
da atividade apicola, melhorando significativamente a producdo de mel
(GONCALVES, 2004).

Pesquisas sobre o perfil do consumidor de mel demonstram que ha uma
relagdo direta entre o poder aquisitivo e o consumo “per capita”. No Brasil, esse
valor ¢ de aproximadamente de 22 g/pessoa/ano, ao contrario, em alguns paises
europeus o consumo ultrapassa 1000 g/pessoa/ano. O baixo consumo de mel
pelo brasileiro pode ser explicado pela falta de habito em utiliza-lo como

alimento. O mel ainda ¢ visto apenas como medicamento pela maioria ¢ ndo
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mais de 29% da populagdo brasileira consome mel diariamente, portanto, sdo
consumidores eventuais do produto (BRASIL, 2006).

Em relac@o ao polen, as abelhas o utilizam como fonte de proteinas, sais
minerais ¢ outros nutrientes necessarios ao seu metabolismo (ROUBIK, 2006).
O polen apicola se tornou importante para a alimentagdo humana, a partir de
estudos que comprovaram sua contribui¢do para o metabolismo como alimento
funcional (OLIVEIRA et al., 2002). A produgdo de pdlen apicola no Brasil, em
escala comercial, foi iniciada no final da década de 1980. Essa exploragdo
comercial foi incentivada pelo mercado de alimentos funcionais que resultou em
mais uma especializa¢do dentro da atividade apicola (BARRETO; FUNARI;
ORSI, 2005).

Quanto a produgdo de polen apicola no Brasil ndo ha dados precisos,
mas sabe-se que ¢ insuficiente para atender a demanda potencial e ndo existem
nameros oficiais sobre o volume de polen consumido no mercado brasileiro. A
estimativa do setor ¢ de que sejam produzidas 50 toneladas de pdlen no pais, e
que a demanda potencial seja da ordem de 150 toneladas (BRASIL, 2006;
PAULA, 2008).

Desse modo, é fundamental para as exportacdes de produtos apicolas e
também para o comércio interno desses produtos, a realizagdo de andlises de
indices de qualidade. Nesse contexto, as analises fisico-quimicas s3o as
principais ferramentas para a avaliacdo dos indicadores de qualidade do mel e do
polen apicola (BRASIL, 2000).

Entre os fatores que influenciam a qualidade dos produtos apicolas os
principais sdo a espécie vegetal e a origem botanica, os quais sdo dependentes
das condi¢des edafoclimaticas locais (COLLI et al., 2003; OLIVEIRA;
CUNHA, 2005).
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2.2 O forrageamento por Apis mellifera

Quanto maior a diversidade de fontes florais utilizadas para a coleta de
alimento por uma colmeia, nutricionalmente mais enriquecido serd o mel e o
polen nela armazenados (KEVAN; BAKER, 1983; KEVAN; PHILLIPS, 2001).
Todavia, a interferéncia antrdpica em areas silvestres tem provocado a reducio
de biomas, motivo pelo qual a apicultura encontra-se cada vez mais dependente
das areas agricolas (COLLI et al., 2003). Considerando a busca de recursos
alimentares, a polinizagdo € a contribui¢@o de maior relevancia promovida pelas
abelhas nos sistemas de plantios agricolas e em dareas silvestres, permitindo a
producdo de frutos e sementes (FREE, 1983).

Entre as principais culturas produzidas no Brasil e constantes da pauta
de exportagdo brasileira, tem-se a soja, café, algoddo, citros e derivados, meldo,
magd, morango etc., sendo essas culturas diretamente dependentes da
polinizacdo realizada por A. mellifera para a producdo de frutos. Segundo o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2006) os
agronegocios representam 37% das exportagdes brasileiras, sendo a apicultura
uma atividade diretamente associada ao manejo de areas de produgdo agricola.

Estudos sobre o habito alimentar de A. mellifera demonstraram que essa
abelha desempenha seletividade quanto as espécies botanicas utilizadas como
recurso alimentar, evidenciando a existéncia de fatores que determinam a
preferéncia floral durante a coleta dos recursos. Alguns estimulos florais sdo
utilizados para sinalizar a localizagdo das fontes alimentares as abelhas com a
finalidade de garantir a visita floral e durante esse processo ocorre a polinizagdo
(RAMALHO; KLEINERT-GIOVANNINI; IMPERATRIZ-FONSECA, 1989;
PIRANI; CORTOPASI-LAURINO, 1994).

Os estimulos florais usuais sdo odor, cor e composi¢do quimica do

néctar ¢ do polen (GOULSON, 1999; LIU et al., 2007). Pesquisas indicam que
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acomposi¢do quimica do néctar e do pdlen ¢ determinante no momento da
escolha da fonte botanica e que as estratégias de forrageamento e coleta, variam
de acordo com a composicdo nutricional e, também, de acordo com a
distribuigdo geografica das fontes alimentares (KEVAN; BAKER, 1983;
BARTH, 2004; LAWRENCE; BARRET, 2006; MODRO et al., 2009).

A abelha A. mellifera é capaz de associar a presenca de substancias no ar
ou em meio liquido em diferentes espécies botanicas e isso orienta as operarias
durante a escolha das fontes alimentares, principalmente do néctar. Estudos
ecoldgicos demonstram que os visitantes florais aprendem a associar o aroma € o
sabor do recurso alimentar oferecido pelas plantas, com o contraste visual
apresentado por suas flores. Estas, por sua vez, atraem seus polinizadores
efetivos por meio de odores presentes nesses recursos, exercendo o efeito
atrativo e/ou repelente no momento da visita floral (DALY; DOYEN;
PURCELL, 1998; RAGUSO, 2008).

Liu et al. (2007) verificaram que a presenca de carboidratos no néctar
definem um mecanismo atrativo aos polinizadores. Testes realizados com Apis
cerana Fabricius, 1793 alimentadas com sacarose em concentragdes de 10 a
40% e associadas a flavonoides, evidenciaram que concentra¢des de sacarose
menor ou igual a 35% apresentaram respostas significativas e diretamente
proporcionais a presenga de flavonoides. Néctares com menores teores de
carboidratos e com a presen¢a de compostos fendlicos, favoreceram o consumo
desse alimento pelas abelhas. Em estudo semelhante, Roubik ¢ Buchmann
(1984) verificaram a preferéncia de 4. mellifera para solugdes de sacarose com
concentragdes menores ou iguais a 45%.

Considerando que compostos fenolicos ocorrem no néctar e exercem
influéncia sobre a atracdo de polinizadores, seus teores se expressam no mel
(LIU et al., 2007). Assim, analises quantitativas dos teores de compostos

fendlicos nos méis sdo essenciais para a caracterizagdo da qualidade desses



21

produtos. Embora n3o exista uma padronizagdo no método de extragdo dos
compostos fenodlicos para amostras de méis, as metodologias relatadas na
literatura demonstram serem adequadas para a realizagdo dessas andlises
(MALERBO-SOUZA et al., 2003; MEDA et al., 2005; BALTRUSAITYTE;
VENSKUTONIS; CEKSTERYTE, 2007; NEVES; ALENCAR; CARPES,
2009; IURLINA et al., 2009).

2.3 Compostos fenolicos no mel, polen e a utilizacio como alimentos

funcionais

Compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios produzidos por
vegetais e essenciais ao seu metabolismo nas etapas de crescimento ¢
reproducdo. Varias substincias constituem esse grupo de compostos quimicos,
destacando-se entre outros os acidos fenolicos: galico, tanico, resveratrol, os
quais por sua constituicdo quimica possuem propriedades antioxidantes
(McCLANAHAN; FEENSTRA, 2012).

A fungdo antioxidante exercida no metabolismo de seus consumidores é
decorrente da neutralizagdo dos radicais livres, os quais sdo agentes causadores
de algumas patologias como as doencas cardiovasculares, isquemias cerebral e
cardiaca, doenca de Parkinson, disturbios gastrointestinais, acelera¢do do
envelhecimento. Compostos fenolicos também podem atuar como substancias
anti-inflamatérias e antimicrobianas no organismo de seus consumidores
(MORAES; COLLA, 2006; ANGELO; JORGE, 2007).

Levando-se em consideragdo a constituicdo quimica e a contribui¢ao
nutricional dos alimentos torna-se possivel compreender o conceito de alimento
funcional, que surgiu em meados dos anos 1980, devido ao crescimento da
populagdo de idosos no mundo e também ao aumento da expectativa de vida da

populagdo mundial. Estudos com o objetivo de promover o uso de uma
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alimentagdo humana mais saudavel motivaram pesquisas sobre a funcionalidade
dos nutrientes presentes nos alimentos. Esse conceito foi langado inicialmente
por pesquisadores japoneses ¢ tornou-se amplamente conhecido
(McCLANAHAN; FEENSTRA, 2012).

Alimentos funcionais por definicdo sdo aqueles que apresentam
naturalmente em sua composi¢do quimica algum composto que favoreca fungdes
metabolicas de seus consumidores, eliminando ou atenuando patologias. No
entanto, ¢ comum os alimentos funcionais serem confundidos com outra
categoria de alimentos, conhecidos como alimentos nutracéntricos, que sio
aqueles que recebem adigdo de nutrientes durante um processamento industrial
(OLIVEIRA et al., 2002).

Nesse contexto, o mel ¢ o poélen apicola sdo considerados alimentos
funcionais e para serem comercializados devem estar em acordo com padrdes e
normas de qualidade vigentes em legislacdo prdpria. Visto que orientagdes e
normas especificas sobre as informagdes nutricionais devem constar nos rétulos
desses alimentos de maneira a fornecer ao consumidor informa¢des nutricionais
sobre esses produtos (BRASIL, 1999a; BRASIL, 1999b; BRASIL, 2000).

Os compostos fenolicos sdo componentes que conferem caracteristicas
funcionais ao mel e ao pdlen e podem ser quantificados por meio de andlises
fisico-quimicas com a extrag@o e posterior quantificagdo dos teores de fenolicos
totais (LEE, 2004; MEDA et al., 2005; NEVES; ALENCAR; CARPES, 2009).
A espectrofotometria é uma metodologia usual para esse processo, apresentando
a vantagem de produzir resultados confidveis a custos menores para a realizagdo
do processo (KROYER; HEGEDUS, 2001; MEDA et al. 2005; NEVES;
ALENCAR; CARPES, 2009). Os principais fatores de influéncia na extrag@o
dos compostos fendlicos sdo: o solvente, tempo de extragdo e a temperatura

utilizada durante o processo de extragdo (ANDREO; JORGE, 2006).
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Entre os métodos de extragdo para analises de compostos fendlicos, os
que utilizam solventes orgdnicos s3o mais usuais, onde os solventes
necessariamente sdo substincias polares como a agua, alcoois, éteres ou
acetonas (MORAES; COLLA, 2006). A natureza quimica dos compostos
fenodlicos encontrados no mel e no pélen, cuja constitui¢do molecular varia desde
a mais simples até a altamente polarizada, permite a utilizacdo de metodologia
diferenciada das demais utilizadas para outras amostras vegetais. A origem
botanica das amostras, partes anatomicas, tamanho das particulas analisadas,
tempo e temperatura de extracdo e, principalmente, o solvente empregado
durante a producido dos extratos vegetais, sdo fatores que influenciam os
resultados das analises de teor compostos fendlicos em alimentos (KROYER;
HEGEDUS, 2001; LEE, 2004; NACZK; SHAHIDI, 2004).

No caso do pdlen apicola, os solventes etanol e metanol sdo os mais
utilizados como extratores dos compostos fenolicos e o tempo de extragdo
utilizado nessas analises ¢ de aproximadamente 30 minutos (KROYER;
HEGEDUS, 2001; NEVES; ALENCAR; CARPES, 2009).

O mel, por sua vez, por se tratar de alimento viscoso, geralmente sem
particulas solidas ¢ preparado a particr de extratos aquosos e filtragem,
utilizando-se aliquotas desse extrato sem sofrer novas diluigdes (BOGDANOV,
2011). O mel pode sofrer alteragdes em sua qualidade fisico-quimica, devido a
origem botanica, tipo de vasilhame, exposi¢cdo a luz, tempo e temperatura de
armazenamento, entre outros. A qualidade do pdlen apicola, assim como a do
mel, dependera da fonte botanica utilizada (BRASIL, 2000; BERA; ALMEIDA-
MURADIAN, 2007).
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CAPITULO 2 Caracteristicas fisico-quimicas de méis produzidos pela
abelha africanizada Apis mellifera Linnaeus, 1758

(Hymenoptera: Apidae) em Lavras-MG

RESUMO

O mel é o principal produto derivado da atividade apicola, sendo
utilizado como alimento e também para fins terapéuticos. Assim, objetivou-se
avaliar as caracteristicas fisico-quimicas de méis coletados em Lavras — MG, no
periodo de outubro/2012 a setembro/2013, para os pardmetros: a) teores de
compostos fenolicos utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau; b) atividade
antioxidante pelos métodos DPPH e [-caroteno 4cido-linoleico; c¢)
caracterizagdo do perfil cromatografico dos compostos fendlicos por
cromatografia liquida. Também foram analisados os parametros determinantes
dos indices de qualidade recomendados pela legislagdo brasileira. Os teores de
compostos fenodlicos foram varidveis ao longo do periodo de estudo e
influenciados pelos fatores climaticos. O maior teor foi obtido no outono,
seguido pelo verdo, inverno e primavera. A atividade antioxidante determinada
pelo método do DPPH e [-caroteno acido-linoleico apresentaram variagdes
durante os meses amostrados. Os compostos fendlicos ocorrentes nas amostras
de méis com maior frequéncia foram: 4cido-galico; catequina; 4cido
clorogénico; acido caféico e p-cumarico. O acido galico foi constatado em todas
as amostras dos méis analisados e os demais ocorreram em pelo menos 83% dos
méis amostrados. Constatou-se, por meio das analises fisico-quimicas, que os
méis analisados encontravam-se em acordo com a legislacdo brasileira,
regulamentadora para produtos de origem apicola.

Palavras-chave: Abelha. Folin-Ciocalteau. Antioxidante. HPLC. Acido fendlico.
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ABSTRACT

Honey is the main product originated from apiculture activity, being
used as food and for therapeutic purposes. Thus, the objective of this work was
to evaluate the physical-chemical characteristics of honeys collected in Lavras-
MG, Brazil, in the period from October/2012 to September/2013, for the
following parameters: a) content of phenolic compounds using the Folin-
Ciocalteau reagent; b) antioxidant activity by the DPPH and B-carotene linoleic-
acid methods; c) characterization of the chromatographic profiles of the phenolic
compounds by liquid chromatography. The quality index determining
parameters, recommended by Brazilian legislation, were also analyzed. The
content of phenolic compounds of the honeys varied over the period of study
and were influenced by climate factors. The highest content was obtained during
autumn, followed by summer, winter and spring. The antioxidant activity
determined by the DPPH and P-carotene linoleic-acid methods presented
variations during the sampled months. The phenolic compounds occurring in the
honey samples with higher frequency were: gallic acid; catechin; chlorogenic
acid; caffeic and p-cumaric acids. Gallic acid was found in all analyzed honey
samples and the others occurred in at least 83% of the sampled honeys. It was
observed by means of the physical-chemical analyses that the analyzed honeys
were found to be in accordance with Brazilian legislation, regulation entity for
products of apiculture origin.

Keywords: Bee. Folin-Ciocalteau. Antioxidant. HPLC. Phenolic acid.
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1 INTRODUCAO

O néctar, principal matéria - prima utilizada na elaboragdo do mel por
Apis mellifera Linnaeus, 1758, ¢ produzido durante a fotossintese. E composto
por 95,0% de agucares; 0,05% de aminoacidos; 0,02-0,45% de minerais, acidos
organicos, vitaminas e compostos aromaticos (BOGDANOV, 2011). Os
nectarios sdo estruturas especializadas na produgdo do néctar e constituidos de
epiderme com ou sem tricomas e um parénquima especializado. Podem ocorrer
superficialmente sobre a epiderme ou, ainda, apresentam-se em cavidades, em
alguns casos muito profundas, conhecidas como nectarios septais (FANH,
2000).

O aroma, paladar, coloragdo, viscosidade e propriedades medicinais do
mel estdo diretamente relacionados com a fonte de néctar que o originou
(KEARNS; INOUYE, 1993; FANH, 2000). O mel é produzido pelas abelhas a
partir do néctar das flores e constituido pela glicose e frutose até valores
proximos a 80 % do total de agucares ocorrentes nesse alimento. Durante o
processo de transformagdo do néctar em mel, ocorrem transformagdes fisico-
quimicas promovidas pelas abelhas, entre essas a desidratagdo e a transformacéo
enzimatica dos agucares sdo as mais importantes (SHUEL, 2010). Ao final do
tempo dos processos de desidratagdo e de agdo enzimdtica, parte da dgua
presente no néctar ¢ eliminada, atingindo um teor final préximo de 18% e a agéo
das enzimas transforma o néctar produzindo uma mistura complexa de
carboidratos, enzimas, acidos organicos, aminoacidos, minerais e polen
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985; BRASIL, 2002; BOGDANOV, 2011).

O mel ¢ um alimento agradavel ao paladar humano e sua qualidade
alimentar depende das suas caracteristicas fisico-quimicas, as quais fornecerdo
critérios que ajudardo a determinar a identidade ¢ a qualidade nutricional

(BRASIL, 1981; BRASIL, 2002).



33

O teor de compostos fendlicos e a capacidade de atividade antioxidante
presentes no mel variam em fun¢@o das fontes florais utilizadas pelas abelhas
durante a coleta e essas, por sua vez, dependem entre outros aspectos, dos
fatores climaticos e das condigdes edafoclimaticas predominantes (MENEZES et
al., 2010; SHUEL, 2010). Os métodos para avaliacdo da atividade antioxidante
total sdo diversos, porém alguns sdo mais apropriados, dependendo da natureza
dos compostos presentes no alimento sob andlise (SUCUPIRA et al., 2012).

Considerando os atributos do mel quanto & composi¢do fisico-quimica e

sua importancia como fonte de nutrientes, no presente trabalho, objetivou-se:

a) Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos méis produzidos
por Apis mellifera, em Lavras-MG e seu enquadramento nas
especificagdes da legislagdo brasileira;

b) determinar os teores de compostos fendlicos dos méis, por meio de
espectrofotometria e cromatografia liquida;

¢) determinar a capacidade antioxidante dos méis analisados pelos

testes de DPPH e B-caroteno acido-linoleico.
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2 MATERIAL E METODOS

As amostras de méis foram obtidas no apiario da Universidade Federal
de Lavras, UFLA, sendo retiradas de quadros de melgueira, cujas células
encontravam-se totalmente operculadas. Posteriormente, foram desoperculados e
submetidos a centrifuga¢do para coleta final das amostras. As coletas foram
realizadas entre os dias 15 e 20 nos meses de abril de 2012 a setembro de 2013,
totalizando 18 amostras, as quais foram usadas para as andlises fisico-quimicas.
Ap0s a coleta, os méis eram processados para as andlises fisico-quimicas de pH,
cor ¢ acidez. Para a execucdo das demais andlises, as amostras foram
armazenadas a 25°C e ao abrigo da luz.

Para as andlises dos teores de compostos fenolicos, atividade
antioxidante por meio do DPPH e B-caroteno acido-linoleico e cromatografia
liquida, foram empregados os méis coletados nos meses de outubro de 2012 a
setembro de 2013.

Para se fazer a correlagio de Pearson, utilizaram-se os dados
climatoldgicos de temperatura, umidade relativa, precipitagdo e nimero de horas

de luz nos meses considerados e obtidos na estagdo climatoldgica da UFLA.

2.1 Teores de compostos fendlicos totais

Os teores de compostos fendlicos das amostras foram determinados
segundo a metodologia proposta por Meda et al. (2005), utilizando-se o reagente
de Folin-Ciocalteu. A concentragdo do reagente foi de 10 % (v/v) e a
concentra¢do do carbonato de sodio foi 4% (p/v). Cada amostra, denominada
extrato de mel, foi preparada pesando-se 5,0 g de mel e diluindo-os em agua
destilada até completar o volume de 50 mL, seguido de filtragem da mistura em

filtro de papel Whatman n° 3.
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As amostras foram acondicionadas em tubos de ensaio envolvidos em
papel aluminio, sendo utilizadas aliquotas de 0,5 mL do extrato, que recebeu 2,5
mL da solucdo do reagente de Folin-Ciocalteu e, em seguida, 2,0 mL da solugdo
de carbonato de sédio. Posteriormente, foram levadas ao agitador de tubos tipo
vortex até a obtencdo de mistura homogénea e mantidas em repouso por 120
minutos. A absorbancia a 760 nanometros (nm) foi realizada em temperatura
ambiente. O branco para esse teste foi preparado com 0,5 mL de etanol absoluto
P.A; 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (10%) e 2,0 mL de carbonato de sodio
(4%). As amostras foram preparadas em triplicata, sendo o valor do conteudo
total de compostos fenolicos das amostras expresso mg GAE / 100g de mel.

Os teores de compostos fenolicos foram calculados segundo Singleton;
Orthofer e Lamuela-Raventos (1999) e Waterhouse (2002) construindo-se uma
curva padrdo de calibragdo do acido galico, contendo 10; 25; 40; 70; 85 e 100
ppm desse mesmo acido dissolvido em dalcool etilico absoluto. Os resultados

foram expressos em mg GAE/100 g de mel (GAE: equivalente em acido galico).

2.2 Determinacdo da atividade antioxidante pelo radical DPPH

Empregou-se o método desenvolvido por Rufino et al. (2007),
utilizando-se uma aliquota de 0,1 mL da solucdo do extrato de mel de forma
semelhante aquela usada na analise anterior e referente a cada més de coleta. As
aliquotas foram preparadas triplicata e colocadas em tubos de ensaio protegido
da incidéncia de luz, por papel aluminio e adicionados 3,9 mL da solu¢do do
radical 2,2-difenil-1-picrylhydrazil (DPPH) a 0,06 mM. Cada tubo foi
homogeneizado em agitador de tubos tipo vortex e mantidos em repouso por um
periodo de 90 minutos para se fazer as leituras no espectrofotdometro ajustado

para o comprimento de onda de 515 nm, calibrado com metanol a 100% PA e



36

utilizado como teste em branco. A porcentagem de atividade sequestrante (%

AA) foi determinada pela formula de Mensor et al. (2001).

% AA = 100'{[(Absamostra - Absbranco) * 100] / Abscontrole}

2.3 Determinaciio da atividade antioxidante pelo sistema f-caroteno acido-

linoleico

Para determinar a atividade antioxidante, foram adotados os
procedimentos propostos por Rufino et al. (2006). Utilizou-se uma solugio
sistema contendo 50 ul de P-caroteno, 40 pL de acido linoleico, 530 pL de
Tween 40 e 1,0 mL de cloroformio PA, o qual foi posteriormente evaporado em
capela de exaustdo. De forma concomitante, 500 mL de agua destilada foram
oxigenados por borbulhamento, durante 30 minutos, com o auxilio de uma
bomba de vacuo. Ao final do processo, obtinha-se dgua tratada com oxigénio a
qual foi utilizada para diluir a solugdo sistema. Apos a evaporacdo total do
cloroférmio, adicionou-se gradativamente a dgua tratada com oxigénio a solugéo
até obter uma coloragdo amarela-alaranjada, cujos valores de absorbancia
poderiam variar entre 0,6 nm ¢ 0,7 nm. As leituras de absorbancia foram
realizadas em triplicata com espectrofotdmetro ajustado para um comprimento
de onda de 470 nm e zerado utilizando-se agua destilada e deionizada como
branco.

A determinagdo da atividade antioxidante foi feita empregando-se uma
aliquota de 0,4 mL de cada extrato de mel acrescidos de 5,0 mL da solugdo
sistema, em tubos de ensaio protegidos da incidéncia de luz. A primeira leitura
foi realizada em até dois minutos apds a mistura do extrato de mel com a
solugdo sistema. Apds a primeira leitura, os tubos contendo as amostras de mel e

os que continham a solugdo sistema foram colocados em banho de agua
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termostetizada a 40°C, durante 120 minutos até ocorrer todo o processo da
reagdo e, entdo, foi realizada a segunda leitura de absorbancia. Os resultados
foram expressos em porcentual de protecdo do P-caroteno (% P), obtido

aplicando-se as formulas:

Porcentual de Oxidagdo (%0O)
% O = (Ac — Am).100/Ac

Ac = absorbancia inicial do controle — absorbancia final do controle

Am = absorbancia inicial da amostra — absorbancia final da amostra

Porcentual de Protegdo (%P)
% P =100- %0

2.4 Analise dos dados

Aos dados obtidos, aplicou-se o teste de médias de Skott-Knott a 5%. As
correlagdes com os fatores climaticos umidade, fotoperiodo, temperatura e
precipitacdo foram realizadas segundo Figueiredo Filho; Silva Junior (2009)

empregando-se o teste de correlacdo de Pearson (p = 0,05).

2.5 Caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas do mel

Os parametros utilizados como referéncia para os indices de qualidade
do mel (Tabela 1) foram aqueles estabelecidos pelo Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade do Mel, Brasil (2000). As analises foram feitas segundo

as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985) e Laboratorio Nacional de
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Referéncia Animal (BRASIL, 1981), as quais descrevem os protocolos para as

analises de rotina.

Tabela 1 Indices de qualidade do mel recomendados pela Instrucio Normativa
n® 11 Ministério da Agricultura e Abastecimento de 20 outubro de

2000.
Parametros Valores de referéncia
Actcares totais 65 %
Glicose 65a72%
Sacarose 6 %
Umidade 20 %
Sélidos soluveis 72,45+5,66 ° Brix
Cinzas 0,6a1,0%
pH 33a4,6
Acidez 20 meq/kg

minimo 3,0 (escala Gothe) se
HMF< 15 mg/kg
HMF Até 40 mg/kg

Fonte: BRASIL, 2000.

Atividade diastasica

2.6 pH

Os valores de pH dos méis foram determinados segundo o método
eletrométrico, utilizando-se um pH metro digital de bancada. Foi preparada uma
solucdo aquosa de mel, contendo 5,0g de mel e volume completado para 50 mL
com agua destilada e deionizada. A solugdo foi homogeneizada, filtrada em
papel de filtro qualitativo e realizadas as leituras dos valores de pH. Ao término

das leituras, as amostras foram utilizadas para o teste de acidez.

2.7 Acidez

Esse parametro foi avaliado baseando-se nas recomendagdes de Rodgers

(1979) e Bogdanov (2011). A acidez livre nido se encontra diretamente
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relacionada com os valores de pH, estando em fun¢do do efeito tamponante dos
acidos e minerais que compdem o mel e que sdo produzidos pela acdo da enzima
glicose-oxidase, que influenciam diretamente na concentracdo de agucares e,
consequentemente, a fragdo sabor do mel

O método utilizado na determinagdo da acidez livre (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985) foi obtido pela titulagdo da amostra com hidréxido de
sodio 0,1 N, até atingir pH 8,3 e considerado ponto de equivaléncia. O volume
de solu¢@o de NaOH titulado foi anotado e o valor da acidez (meq/kg) calculado

pela formula:

Acidez=V « f« 10

Sendo:
V = volume gasto da solugdo em mL de NaOH (0,1N);

f = normalidade real ~ normalidade teérica = 1.016.

2.8 Solidos soluveis nos méis

Uma das variaveis agroindustriais amplamente utilizadas ¢ o grau Brix
(%), cuja medida corresponde a 1,0 g de sélidos soluveis dissolvidos em 100 g
de solugdo a 20°C. Para as analises de mel, os valores de graus Brix indicam o

teor de solidos soluveis, sendo o indice expresso em porcentagem.
2.9 Umidade e matéria seca
A determinagdo dos teores de umidade nos méis foi realizada por meio

do método refratométrico indireto, onde os valores registrados para cada

amostra, durante a leitura de solidos soluveis, sdo convertidos em indice de
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refragdo (BERA, 2010). Os indices obtidos foram comparados na tabela de
Chataway, fazendo-se as corregdes e considerando a temperatura no momento
da leitura de solidos soluveis. O teor matéria seca foi calculado pela diferenga do

valor do teor de umidade, pela formula: Matéria seca= (100-valor umidade).

2.10 Cinzas

O teor de cinzas presente nos méis foi determinado pelo método do
residuo por incineracdio obtida em temperatura préxima a 550°C (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985). Aliquotas de 2,0 g de mel foram colocadas em placas
de porcelana apoiadas em tela de amianto e incineradas. Apds a incineragdo
completa do material as amostras foram levadas a mufla regulada a 550°C até a
elimina¢do completa do carvdo. As cinzas apresentavam coloragdo proxima do
branco e, nessa fase, ndo apresentam variagdes de peso. O teor foi calculado pela

formula:

Porcentagem de cinzas = (P «100)/p’,

Sendo:

P =peso do residuo em g; p’= peso da amostra em g.

2.11 Prova quantitativa de hidroximetilfurfural (HMF) e diastase

Os teores de HMF e indice de didstase foram avaliados pelo Laboratério
de Controle de Qualidade de Produtos Apicolas - EMBRAPA - Meio Norte;
Teresina — PI. Os valores de HMF foram determinados por analise colorimétrica,
utilizando-se comprimento de onda = 284nm para evitar interferéncia de outros

componentes. A atividade diastdsica foi determinada pelo método colorimétrico
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que se fundamenta na hidrolise do amido pela agdo das amilases existente no
mel, utilizou-se comprimento de onda = 660nm e os resultados foram expressos

em unidades da escala Gothe/g de mel.

2.12 Acucares

Os aclcares foram determinados segundo a técnica Somogyi e
modificados por Nelson (1944), sendo os resultados expressos em porcentagem
(g/100g mel). Empregando-se esse método, ha a formagdo de 6xido cuproso que
se reduz a 6xido de molibdénio a partir da reacdo com arsénico-molibidico. A
solucdo final apresenta colora¢do azul, cuja intensidade é proporcional a
quantidade de aglicares redutores existentes na amostra. Os teores de agucares
totais e as fragdes de glicose e sacarose foram calculados por espectrofotometria
a 450 nm, utilizando-se uma curva de calibragao de glicose com intervalos de 0

a 120 mg/1000 mL por meio da equagdo:
Y = 0,005x — 0,0056 (R* =0.9989).
Sendo: Y = Absorbancia
2.13 Analise cromatografica
Foi utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta performance

(HPLC) para determinar o perfil e quantificacdo de compostos fendlicos

presentes nas amostras de mel.
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2.13.1 Descrigao dos reagentes

Os padroes empregados para andlise dos compostos fenolicos foram
acido galico, acido caféico, acido clorogénico, acido rosmarinico, acido
transcindmico, catequina, vanilina e quercetina da Sigma-Aldrich®. Os padrdes
dos acidos: fertlico, p-cumarico, o-cumarico e m-cumarico foram adquiridos da
Fluka Chemie®. Os reagentes quimicos eram de grau analitico para CLAE-
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, sendo o metanol e acido acético
glacial - Sigma Aldrich, a agua ultrapura obtida a partir de Milli-Q Integral
Water Purification System. Para as analises cromatograficas, amostras e

solventes foram filtrados utilizando membranas de 0.45um (Millipore).

2.13.2 Preparacio das amostras e padroes

As amostras foram quantificadas pelo método de padronizagdo externa,
sendo as curvas analiticas construidas por diluicdes das solucdes-estoque,
contendo 1000 mg L' de cada padrio solubilizado em metanol. As curvas
analiticas foram obtidas por regressdo linear, considerando o coeficiente de
determinagio R*=0,99.

As amostras e os padrdes foram filtrados em uma membrana de
polietileno de 0.45 um (Millipore) e, em seguida a filtragem, foram injetados no
sistema cromatografico. As inje¢des das amostras foram realizadas em duplicata
e a identidade dos analitos confirmada pelo tempo de retencdo e perfil dos picos

da amostra comparados aos dos padrdes.
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2.13.3 Equipamentos e condi¢cdes cromatograficas

As andlises foram realizadas em cromatdgrafo de alta eficiéncia
Shimadzu®, equipado com quatro bombas de alta pressdo LC-20AT, detector de
arranjo de diodos SPD-M20A, degaseificador DGU-20As, interface CBM-20A,
forno CTO-20AC e injetor automatico com autoamostrador modelo SIL-20A.
As separagdes foram realizadas utilizando-se uma coluna Shimadzu® — Shim-
pack GVP-ODS-C18 (4,6 x 250 mm, 5 pm) conectada a uma pré-coluna
Shimadzu® — Shim-pack GVP-ODS-C18 (4,6 x 10 mm, 5 pm). Os solventes de
eluigdo utilizados foram: solug@o de 4cido acético 2% em 4gua ultrapura, obtida
a partir de Milli-Q Integral Water Purification System na Fase A; metanol; agua,
acido acético (70: 20: 2% v/v) na Fase B. As amostras foram eluidas de acordo
com o gradiente apresentado na Tabela 2. O comprimento de onda utilizado foi
de 280 nm, fluxo de 1,0 mL min™, temperatura da coluna de 35°C e volume de

injecdo de 20 pL.

2.13.4 Identificacio e quantificacio dos compostos

A identificagdo dos compostos foi realizada por comparagdo do tempo
de reten¢@o das amostras em relagdo aos padrdes. A quantificacdo foi calculada
utilizando a padronizagdo externa com concentra¢des que variaram para: acido
galico, catequina, acido clorogénico, acido café€ico, acido p-cumarico, vanilina,
acido transcinamico, acido ferualico, dcido o-cumarico, acido rosmarinico € acido
m-cumarico. Para o calculo da concentragdo dos compostos fendlicos em

pregou-se a equacao:



F=X-YmgL",

Sendo:

X = a area obtida na leitura cromatografica;

Y = tempo de retengdo em minutos.

Tabela 2 Gradiente de elui¢do para analise dos compostos fendlicos.
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Fase movel*

Tempo (min)

Solvente A (% v/v) Solvente B (% v/v)
0,01 100 0
5,00 70 30
25,00 60 40
43,00 55 45
50,00 20 80
55,00 100 0
65,00 100 0

*Fase movel: Solvente A — solucao de acido acético 2% em agua
Solvente B — metanol: 4gua: acido acético (70: 28: 2% v/v)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Compostos fendlicos totais

Observou-se variacdo significativa nos teores de compostos fenolicos
das amostras de mel ao longo dos meses, destacando-se os resultados obtidos
nos meses de marco a julho/2013, os quais demonstraram maior teor de
compostos fendlicos, sendo o valor médio destes de 42,96 mg GAE. 100 g”'. Os
méis colhidos nos meses de dezembro/2012, janeiro e fevereiro/2013,
constituiram as amostras que apresentaram médias significativamente menores,

representando teores da ordem de 36,0 mg GAE. 100 g (Figura 1).

50 1

45,56+0,53¢

45
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35 4

30 4 30,90-+0,06¢

25 A

Fenodis mg GAE.100 g-1
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11,76+1,14a
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Meses amostrados

Figura 1 Teores de compostos fenodlicos em méis (+ dp) em amostras coletadas
de outubro/2012 a setembro/2013, Lavras — MG.

Os teores de compostos fendlicos em méis sdo variaveis em fung¢do de

fatores intrinsecos as espécies botanicas utilizadas pelas abelhas para
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composicdo dos méis analisados aos fatores geograficos determinantes do
vegetal (RAMALHO; KLEINERT-GIOVANNINI; IMPERATRIZ-FONSECA,
1990; ANDREO; JORGE, 2006). Os resultados obtidos na presente pesquisa
foram semelhantes aqueles obtidos por Lianda, Castro e Echevarria (2009), ao
analisarem méis de origem silvestre coletados nos estados de Sdo Paulo, Rio de
Janeiro e Minas Gerais. Entretanto, Bertoldi et al. (2012) encontraram resultados
significativos e divergentes para teores de compostos fenolicos em méis
silvestres oriundos de duas localidades do Pantanal do Mato Grosso do Sul, os
quais oscilaram entre 61,5 a 222,0 mg GAE. 100 g'. A preferéncia das abelhas,
no momento da escolha das fontes botanicas usadas como recurso alimentar, é
influenciada pelas alteragdes climaticas decorrentes da sazonalidade (KEVAN;
BAKER, 1983; BARTH, 2004).

A atividade antioxidante também apresentou variacdes ao longo dos
meses amostrados. Quando determinada pelo DPPH, constatou-se que as médias
foram significativamente diferentes durante os meses amostrados, obtendo-se
um maximo de 80,54% no més de maio de 2013 ¢ um minimo de 35,69% no
més de setembro de 2013. Verificou-se que durante os meses marco a junho de
2013, obtiveram-se as maiores porcentagens com uma média de 78,8%, sendo
que nos demais meses amostrados houve reducdo dessas (Figura 2). A atividade
antioxidante avaliada pelo método B-caroteno acido-linoleico mostrou que as
porcentagens de protegdo ndo diferiram significativamente, exceto para o més de
fevereiro de 2013 cujo resultado foi de 74,28%. Nos demais meses amostrados,
a média geral foi da ordem de 61,3% e ndo diferiram significativamente entre si

pelo teste de Skott-Knott a 5% (Figura 3).
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Verificou-se por meio da correlacio de Pearson que a atividade
antioxidante medida pelo teste de DPPH apresentou correlacdo direta com a
variacdo dos teores de compostos fendlicos totais (=0, 8520; p<0,01), enquanto
que a correlagdo medida entre os resultados obtidos pelo teste de P-caroteno
acido-linoleico com os teores de compostos fendlicos foi ndo significativa (=0,
1084; p<0,01). Almeida et al. (2011), constataram a existéncia de correlagdo
entre atividade antioxidante pelo método DPPH e conteudo de fendlicos totais
(=0, 880; p<0,01), ndo ocorrendo correlagdo significativa entre demais testes
avaliados utilizados para avaliar atividade antioxidante e teor de compostos
fendlicos.

Apesar da ndo ocorréncia de diferencas significativas nas médias do
teste PB-caroteno acido-linoleico, e também para a correlagdo entre as médias
desse teste e contetudo total de compostos fendlico, é importante ressaltar que
esse método € recomendado na determinacdo do poder antioxidante em produtos
termossensiveis. Sendo o mel um composto cujo efeito do aquecimento em
temperaturas acima de 40°C favorece a formagfio do Hidroximetilfurfural,
verifica-se a validade do teste de B-caroteno acido-linoleico para se avaliagdo da
atividade antioxidante em amostras de mel (SUCUPIRA et al., 2012).

Outra forma de se avaliar os resultados referentes aos teores de
compostos fendlicos e atividade antioxidante ¢ agrupando-os de acordo com as
estacdes anuais (Tabela 3). Considerando a existéncia de correlagdo entre os
teores de compostos fendlicos e a atividade antioxidante do mel foi realizada
analise para determinar a ocorréncia de variagdo em fung¢do dos fatores
climaticos. Uma vez que as fontes botanicas disponiveis como recurso alimentar
sdo modificadas ao longo das estagdes anuais (RAMALHO; KLEINERT-
GIOVANNINI; IMPERATRIZ-FONSECA 1990; CAMPOS et al, 2008).

Observou-se que o maior teor de compostos fendlicos foi registrado para o
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outono, representando 40,97 mg GAE. 100 g-1, seguindo em ordem decrescente,

os resultados obtidos para o verdo, inverno e primavera (Tabela 3 e Figura 4).

Tabela 3 Teores de compostos fendlicos e atividade antioxidante em méis e
médias em amostras coletadas de outubro/2012 a setembro/2013,

Lavras — MG.
Compostos Atividade antioxidante
Estagdes do ano fenodlicos
-1
(mg GAE. 100 g™) DPPH (%) [-caroteno (%)

Primavera 20,51 a 48,74 a 58,82 a
Verdo 39,14 ¢ 51,88 a 61,47 a
Outono 40,97 ¢ 69,17b 64,19 a
Inverno 31,14 b 78,86 ¢ 64,78 a

Teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.

A atividade antioxidante medida pelo DPPH foi maior na estagdo do
inverno com 78,86%, seguida dos resultados apresentados no outono, verdo e
primavera. A atividade antioxidante pelo método B-caroteno acido-linoleico,
apesar de no significativa, seguiu a mesma variagdo apresentada pelos testes de
DPPH.

Ao investigar a existéncia de correlacdo entre as variaveis climaticas
ocorridas e os teores de compostos fenodlicos e atividade antioxidante,
constataram-se, por meio da correlacio de Pearson (7); (p<0,05), respostas

variaveis (Tabela 4 e Figura 5).
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Tabela 4 Coeficientes de correlacdo de Pearson a 5% para umidade relativa do
ar, precipitagdo, temperatura, insolacdo de outubro/2012 a
setembro/2013 e os teores de compostos fendlicos totais e a atividade
antioxidante em mel, Lavras — MG.

Atividade antioxidante

COMPOSTOS
Periodos do ano FEF(())%i%)S DPPH (%) B-caroteno(%)
Seco'

Umidade 0,773 0,850 -0,323
Precipitacdo 0,181 0,591 -0,293
Temperatura -0,611 -0,302 0,215

Insolagdo -0,607 -0,667 0,256

Chuvoso®

Umidade 0,620 0,405 -0,008
Precipitacdo 0,509 0,321 -0,407
Temperatura 0,460 0,513 0,226

Insolagdo -0,579 -0,395 0,135

1- abril, maio, junho, julho, agosto e setembro; 2- outubro, novembro dezembro,
janeiro, fevereiro, margo.
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A umidade relativa do ar exibiu correlagdo significativa com os teores
de compostos fendlicos totais, no periodo seco = 0, 773 e no periodo chuvoso
=0, 620, ambas diretamente proporcionais. A correlacdo entre a precipitacio e
os teores de compostos fendlicos, apresentou-se ndo significativa durante o
periodo seco » = 0, 181, sendo significativa apenas no periodo chuvoso r = 0,
509, apesar de diretamente proporcional para os dois periodos. Entre a
temperatura e os teores de compostos fenolicos, a correlagdo apresentou-se
significativa para o periodo seco » = -0, 611, embora inversamente proporcional,
sendo ndo significativa, mas diretamente proporcional no periodo chuvoso,
r = 0, 460. Entre insolagdo ¢ teores de compostos fenolicos, as correlagdes
obtidas foram significativas tanto no periodo seco » = -0, 607 como no periodo
chuvoso r = -0, 579, sendo que nos dois periodos avaliados, foram inversamente
proporcionais (Tabela 4).

A sintese dos metabdlitos secundarios, como exemplo, os compostos
fenolicos ¢ afetada em decorréncia da interagdo quimica entre a planta e os
fatores ambientais, sendo a sazonalidade um desses fatores (RAVEN, EVERT;
EICHHORN, 2001; TAIZ; ZEIGER, 2009). Constatou-se que a umidade relativa
do ar ¢ a insolagdo foram determinantes sobre o teor de compostos fenolicos
totais para ambos os periodos, seco e chuvoso. Entretanto, a umidade relativa do
ar foi diretamente proporcional, enquanto que a insola¢do influenciou de
maneira inversa a produg¢do de compostos fenolicos. As correlagdes dos demais
fatores analisados foram varidveis, a precipitacio e a temperatura apresentaram
correlagdo significativa em apenas um dos dois periodos (Tabela 4).

Quanto a atividade antioxidante pelo método DPPH, no periodo seco a
umidade relativa do ar exibiu correlacdo significativa para atividade
antioxidante, no periodo seco » = 0, 850 e ndo significativa no periodo chuvoso
r = 0, 405, sendo diretamente proporcional para ambos (Tabela 4). Entre a

precipitacdo e a atividade antioxidante, a correlacdo foi significativa durante o



53

periodo seco r = 0, 591 e ndo significativa no periodo chuvoso » = 0, 321
apresentando-se diretamente proporcional nos dois periodos. A temperatura
demonstrou correlagdo inversa com a atividade antioxidante, sendo ndo
significativa durante o periodo seco » = -0, 302, por outro lado, a correlagdo
ocorrida no periodo chuvoso foi diretamente proporcional e significativa r = 0,
513. A insolagdo foi inversamente proporcional nos dois periodos, sendo
significativa no periodo seco » = -0, 667 e ndo significativa no periodo chuvoso
r=-0,395 (Tabela 4 e Figura 5).

Os resultados das correlagdes entre fatores climaticos e atividade
antioxidante avaliada pelo método B-caroteno acido-linoleico, ndo demonstraram
resultados significativos durante os periodos avaliados. Registrou-se que a
umidade (seco= -0,323; Cehuvoso= -0,008) e a precipitaco (Fseco= -0,293; I'ehuvoso™ -
0,407) apresentaram correlagdo inversamente proporcional em ambos os
periodos. Enquanto que para a temperatura (Tseco=0, 215; Tehuvose=0, 226) € a
insolacdo  (Tsece=0,256; Tehuvoso=0, 135) as correlagdes foram diretamente
proporcionais nos dois periodos (Tabela 4). E importante destacar que o método
B-caroteno acido-linoleico ndo detecta o mesmo grupo de antioxidantes que
método DPPH.

No caso dos resultados encontrados entre fatores climaticos e atividade
antioxidante pelo método B-caroteno acido-linoleico em méis, observou-se que
os fatores climaticos ndo exerceram influéncia significativa sobre o contetido de
antioxidante detectaveis pelo método B-caroteno acido-linoleico. E possivel que
os fatores climaticos ndo sejam os mais influentes sobre a sintese de substancias
detectadas por esse método (RAMALHO; KLEINERT-GIOVANNINI;
IMPERATRIZ-FONSECA,1990 e GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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3.2 Compostos fendlicos presentes no mel

As andlises de cromatografia liquida detectaram onze compostos
fenolicos nas amostras de méis (Tabelas 5 e 6). A constituicdo molecular dessas
substancias caracteriza-se pela presenca de um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula.
O 4cido galico foi encontrado em todas as amostras analisadas. O acido
clorogénico e o 4cido p-cumarico ocorreram em 92% das amostras. O acido
caféico e catequina em 83% e a vanilina e o 4cido transcindmico em 58% das
amostras. Os demais compostos fenodlicos foram menos frequentes nas amostras,
sendo o acido ferulico em 33%, o acido o-cumarico em 25%, o rosmarinico em
17% e m-cumarico em 8%.

Os compostos fendlicos encontrados nas amostras de mel apresentam
propriedades antioxidantes, como relatado por Kerry e Abbey (1997); Bravo
(1998); Croft (1998); Ferguson e Harris (1999); Soares (2002); Moreira;
Mancini-Filho (2004); Rosso (2005). Segundo Soares (2002) ¢ Andreo e Jorge
(20006), essa ¢ a fungdo metabolica de maior relevancia dessas substancias, sendo
indicadas para o tratamento e prevengdo de algumas enfermidades que
acometem o homem.

O 4cido galico ¢ uma substancia pertencente a classe dos acidos
fenolicos. Em estudos conduzidos por Kerry e Abbey (1997); Bravo (1998);
Croft (1998); Ferguson ¢ Harris (1999); Soares (2002), constataram a eficiéncia
desse composto para o tratamento e prevencdo de enfermidades tais como
doengas cardiovasculares e neuroldgicas. Nesse contexto e sob o ponto de vista
nutricional, torna-se necessaria a realizagdo de pesquisas para avaliar o efeito do
acido galico sobre o metabolismo humano, a partir de uma dieta que o fornega
por meio do consumo regular de mel, fim de se avaliar efeitos do consumo desse

acido fenolico sobre a saude.
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Outros compostos fenolicos constatados foram os acidos clorogénico,
caféico e p-cumarico e, segundo Stalmach et al. (2010); Yoon et al. (2013);
Dziedzic e Hudson (1984), essas substancias apresentam fungdes importantes no
metabolismo humano. A catequina por sua vez, um composto fendlico
classificado como flavonoide, cuja ocorréncia também foi importante, estando
presente em praticamente todos os meses, exceto janeiro € mar¢o e sendo o
composto fenolico que ocorreu em maior quantidade nas amostras. Segundo
Kroyer e Hegedus (2001) e Garcia et al. (2001), esse flavondide tem importante

func¢do antimicrobiana para diversos microrganismos.
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Tabela 5 Compostos fendlicos (ng/L) determinados por cromatografia em méis
coletados de outubro/2012 a setembro/2013, Lavras-MG.

Compostos fendlicos

Meses Galico Catequina Clorogénico  Caféico  p-cumadrico Vanilina
Out/2012  2289,27 1692,09 1109,685 430,08 963,40 98,88
Nov 2213,68 5151,30 1097,37 433,61 1150,99 296,34
Dez/2013  1066,21 4488,60 1123,02 669,14 1318,39 407,06
Jan 994,72 ND 1027,05 537,78 1091,06 202,18
Fev 114,02 4490,37 1110,58 185,94 329,05 ND
Mar 3187,25 ND 1414,05 439,04 1422,74 97,40
Abr 119,82 6632,43 930,60 571,18 91491 240,00
Mai 223,48 6541,65 1373,14 ND ND ND
Jun 1890,49 8106,78 1993,71 734,56 417,74 ND
Jul 1808,07 6523,56 1412,01 341,03 576,05 125,32
Ago 1917,70 5310,63 ND 311,85 1206,63 ND
Set 107,38 4438,20 356,42 ND 1767,76 224,58

Transcindmico Feralico o-cumarico Rosmarinico m-cumarico

Out/2012  4334,75 ND ND ND ND
Nov ND ND ND ND ND
Dez ND ND ND ND ND

Jan/2013 1234,65 ND ND ND ND
Fev ND ND 199,61 ND ND
Mar ND 235,87 158,58 831,35 ND
Abr 2154,85 ND ND ND ND
Mai ND ND ND ND ND
Jun 3048,05 693,16 ND ND 352,17

Jul 1074,65 ND 90,04 ND ND
Ago 619,65 223,38 ND ND ND

Set 3704,65 212,17 ND 2396,85 ND
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Tabela 6 Férmula molecular, classificacdo dos compostos fendlicos e tempo de
retencdo (minutos) dos padrdes observados durante a producdo da
curva de calibragdo para analise das amostras de méis coletados em

Lavras — MG.
Compostos Classe* Tempo de reteng@o
0]
HO OH
acido galico acido fenodlico 6,929
HO
OH
OH
« xHz0 :
TEY catequina fay0ngide 10,995
OH
o]
HO._O O)V\C[OH
- acido acido fenolico 12,839
o clorogénico
O ou
(0]
H vanilina tanino 15,521
HO
OCHg
]
s 4cido acido fenolico 36,155
| il 0-cumarico
HO N o
A i ‘_O_ H . , . ,qe
HO 1 l OH éCIdo. acido fendlico 47.973
0 9 rosmarinico

“OH
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Compostos

Classe*

Tempo de retencéo

OH acido caféico

b3

HO

OH 4cido p-cumdrico

I
o
o
i
4
o} o

- "OH acido ferulico
HO
OCH;
OH
acido m-cumarico
CH = CH-COOH
(0]
X OH acido
transcinamico

acido fenolico

acido fenolico

acido fenolico

acido fenolico

acido fenolico

15,521

22,633

25,786

28,726

52,365

* Fontes utilizadas para classificagdo: Soares (2002); Andreo;

Mancini-Filho (2004).

3.3 Analises fisico-quimicas do mel

Jorge (2006); Moreira;

As andlises fisico-quimicas das amostras de mel, foram baseadas nos

indices de qualidade do mel recomendados pela Instrucdo Normativa n° 11

Ministério da Agricultura e Abastecimento de 20 outubro de 2000 (BRASIL,

2000).
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3.3.1 Acucares, umidade e solidos soluveis

Os teores de acucares totais obtidos durante o periodo variaram
significativamente demonstrando maiores médias nos meses de novembro/2012
a marc¢o/2013, com média de 70,15%. O menor resultado foi de 52,24% e
verificado no més de agosto/2013. E importante destacar a ocorréncia de médias
que ndo diferiram significativamente pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) em onze
meses do periodo, com média de 60% (Tabela 7). Os teores de glicose, também
apresentaram variagdo significativa, porém os resultados obtidos em novembro e
dezembro/2012 foram os maiores, com média de 79,73%. Os menores teores de
glicose foram encontrados nos meses de maio/2012 e agosto/2013, para os quais
o resultado médio foi de 55,24%. O teor de sacarose apresentou resultados
significativos para os meses de marco, agosto e setembro/2013, quando a média
foi de 6,15%. Constatou-se que em cinco meses do periodo avaliado, os
resultados de sacarose obtidos foram de 0,0%. Outros seis meses registraram
resultados menores do que 1,0%. Portanto, quanto aos teores de acucares totais,
glicose e sacarose, os méis analisados podem ser considerados em acordo com o
recomendado pela Instru¢do Normativa n° 11 Ministério da Agricultura e
Abastecimento (BRASIL, 2002).

Em relacdo aos teores de umidade, foram encontradas diferencas
significativas para os méis analisados. Constataram-se em cinco amostras do
periodo resultados superiores ao preconizado na legislacdo vigente (Tabela 7).
Contudo, permaneceram proximos ao estabelecido pelas normas vigentes na
legislagdo brasileira, que recomenda um teor de 20,0% (BRASIL, 2002). A
analise das médias gerais obtidas para os pardmetros umidade, teor de acucares
redutores (glicose) e sacarose demonstram que os resultados encontram-se em
acordo com os requisitos estabelecidos em legislagdo. Esses parametros devem

ser analisados em conjunto, pois permitem avaliar o grau de maturidade do mel,
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como relatado por Crane (1983) e Brasil (2002). No caso das amostras em
questdo ndo ocorreram discrepancias para os valores obtidos das andlises.

Os teores de sodlidos soluveis avaliados apresentaram variagdes
significativas, sendo a média geral de 72,45% (Tabela 7). Esse indice é
empregado quando se deseja detectar adulteragdes no mel pela adicdo de
agucares, se os resultados obtidos de solidos soluveis estiverem proximos ou
maiores daqueles encontrados para acucares totais, indicam méis com elevado
teor de pureza, ou seja, sem adulteracdes. Constatou-se que os méis analisados
demonstram indices de pureza, conforme recomenda a legislacio vigente

(BRASIL, 2002; CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Tabela 7 Teores de agucares totais, glicose, sacarose, umidade e Brix em % em
mel coletados de abril/2012 a setembro/2013 em Lavras — MG.

Anos Meses A(;ucaroes totais Glicose % Sacarose % Umidade (%) Sphdos
% soluveis (%)
2012 Abr 59,79 b 65,97 ¢ 0,00 a 22,0 68,2 a
Mai 61,10b 55,84 a 4,99 ¢ 13,4b 79,5d
Jun 59,94 b 58,74 b 1,41b 13,0a 68,9 a
Jul 60,39 b 59,40 b 0,93b 21,41 64,8 a
Ago 59,77b 59,66 b 0,77 b 23,01 71,0 b
Set 60,13 b 58,95b I,LIlb 17,4 f 74,3 ¢
Out 60,00 b 60,60 b 0,07b 16,2d 79,3d
Nov 71,55d 81,65 f 0,00 a 13,0a 80,3 d
Dez 72,91d 77,81 ¢ 0,00 a 182 ¢ 76,7 ¢
2013 Jan 65,13 ¢ 65,76 ¢ 0,85b 16,0 c 75,6d
Fev 68,37 ¢ 70,15d 0,56 b 16,0 ¢ 74,0 d
Mar 72,80 d 65,84 ¢ 6,76 ¢ 16,4 ¢ 78,3 d
Abr 67,68 ¢ 67,08 ¢ 1,LI13b 21,41 67,2 a
Mai 56,96 b 69,65 d 0,15b 21,41 66,1 a
Jun 57,48 b 59,77b 0,00 a 16,2 d 76,0 a
Jul 59,16 b 63,58 ¢ 0,00 a 16,4 ¢ 60,4 ¢
Ago 52,24 a 54,64 a 497 ¢ 19,0 h 71,0 b
Set 60,73 b 61,75b 6,73 ¢ 14,6 b 72,5b
Meédia+dp 62,854534  64,27+7,16 1,69+2,37 17,5343,25 72,45+5,66

Me¢édias com mesma letra nas colunas, ndo diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.
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3.3.2 Teores de cinza, pH e cor

Os teores de cinza, resultados de pH e escala de cores determinados para
as amostras de méis coletados durante os dezoito meses do ensaio, nido
apresentaram diferengas significativas pelo teste de Scott-Knott, (p<0,05)
(Tabela 8). As variagdes ocorridas possivelmente encontram-se associadas a
fatores que segundo Crane (1983) podem ser os de natureza edafoclimaticas,
caracteristicas fisioldgicas das plantas fornecedoras do néctar e teor de minerais
presentes. Lacerda et al. (2010) ao avaliarem os minerais que conferem cor ao
mel, constataram que a especificidade do mineral presente no mel e ndo apenas a
quantidade de residuos minerais, sdo fatores determinantes da cor. Méis mais
escuros apresentam maiores teores de ferro e calcio e o conjunto dos elementos
tem influéncia acentuada na determinacdo da cor. Igualmente Crane (1983) e
Bogdanov (2011) mencionaram que méis de cores mais claras contenham
menores niveis desses minerais. Segundo a legislacdo brasileira, os resultados
obtidos dos méis analisados enquadram-se nas recomendacdes preconizadas

pelas normas expressas em Brasil (2002).
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Tabela 8 Teores de cinzas (%), pH, absorbancia (nm) para classificagdo das
cores de méis coletados de abril/2012 a setembro/2013 em Lavras —

MG.
Anos Meses  Cinzas % pH Absorbancia Cores
(560nm)

2012 Abr 0,342 4,01 0,320 Ambar Claro
Mai 0,303 3,79 0,648 Ambar Escuro
Jun 0,476 4,05 0,811 Ambar Escuro
Jul 0,382 4,07 0,929 Ambar Escuro
Ago 0,360 3,89 0,386 Ambar Claro
Set 0,386 4,00 0,461 Ambar
Out 0,365 3,92 0,222 Ambar Claro
Nov 0,345 3,74 0,286 Ambar Claro
Dez 0,284 3,76 0,337 Ambar Claro

2013 Jan 0,355 3,97 0,676 Ambar Escuro
Fev 0,365 3,88 0,319 Ambar Claro
Mar 0,376 3,91 0,749 Ambar Escuro
Abr 0,062 3,93 0,360 Ambar Claro
Mai 0,384 3,91 0,660 Ambar Escuro
Jun 0,247 3,88 0,330 Ambar Claro
Jul 0,232 3,79 0,354 Ambar Claro
Ago 0,062 3,79 0,456 Ambar
Set 0,251 3,80 0,314 Ambar Claro

Média+dp - 0,310+£0,11 3,90+0,09 0,478+0,206 -

3.3.3 Acidez, atividade diastasica e HMF

Os resultados obtidos para os parametros acidez, atividade diastésica e
HMEF, ndo exibiram diferencas significativas pelo teste de Scott-Knott, (p<0,05)
(Tabela 9). As analises de acidez livre apresentaram um resultado médio de
19.21meq. Kg'. De modo semelhante, foram exibidos os resultados para:
atividade diastasica que alcangcou média de 15,88 na escala Gothe e o teste de
HMF que obteve média de 15,17 mg/kg. A andlise conjunta desses trés testes,
fornece evidéncias sobre a ocorréncia de processo de deterioracdo do mel. Todos

os pardmetros analisados encontravam-se dentro do previsto pelas normas,
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indicando que os méis analisados atenderam aos requisitos dos indices de

qualidade para consumo (BRASIL, 1981).

Tabela 9 Acidez livre (meq/kg), atividade diastasica (escala de Gothe) e teores
de HMF (mg/kg) em méis coletados de abril/2012 a agosto/2013,

Lavras — MG.
Anos Meses Acidez Atividade HMF
meq.kg’ diastasica (mg/kg)
(escala de
Gothe)

2012 Abr 18,30 8,01 4,78
Mai 18,30 15,18 40,19

Jun 18,29 7,25 4,80

Jul 18,70 7,44 8,20

Ago 18,30 14,10 22,72

Set 20,82 14,46 19,06

Out 18,60 10,08 8,49

Nov 21,84 10,33 12,29

Dez 18,00 12,32 18,51

2013 Jan 21,80 13,13 17,46
Fev 18,30 20,39 9,75

Mar 18,29 28,60 12,27

Abr 18,10 16,41 21,12

Mai 18,40 32,25 1,99

Jun 21,80 22,73 15,44

Jul 21,65 18,38 23,82

Ago 18,19 18,92 16,85

Média + dp 19,21+£1,56 15,88+7,12 15,1749,20
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4 CONCLUSOES

Os teores de compostos fenolicos foram variaveis ao longo do periodo
de estudo e influenciados pelos fatores climaticos. O maior teor foi obtido no
outono, seguido pelo verdo, inverno e primavera.

As analises de cromatografia liquida detectaram onze compostos
fendlicos nas amostras de méis, tendo sido o acido galico encontrado em todas
as amostras analisadas.

A catequina foi detectada em 83% das amostras, porém, foi o composto
fenolico ocorrido em maiores concentracdes nas amostras analisadas.

A atividade antioxidante determinada pelo método do DPPH e B-
caroteno acido-linoleico apresentaram variagdes durante os meses amostrados.

As andlises das caracteristicas fisico-quimicas dos méis colhidos nos
apidrios da UFLA, apresentaram-se dentro das especificacdes e normas

recomendadas pela legislagdo brasileira.
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CAPITULO 3 Extracdo de fendlicos totais e atividade antioxidante em
polen apicola coletado por Apis mellifera Linnaeus, 1758

(Hymenoptera:Apidae)

RESUMO

O polen coletado por Apis mellifera Linnaeus, 1758 contém substancias
de valor nutricional, entre essas os compostos fenolicos que apresentam acdo
antioxidante. O objetivo do presente trabalho foi testar solventes para a extragdo
de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante pelos métodos DPPH e f3-
caroteno acido-linoleico, em amostras de pdlen apicola. No primeiro ensaio os
solventes acetona (Ac); etanol (Et), metanol (Me) foram testados nas
concentra¢des de 50; 60; 70; 80; 90 e 100%, ¢ a agua destilada (testemunha) em
experimentos inteiramente casualizados com 19 tratamentos e trés repeti¢des. O
segundo ensaio foi realizado com o objetivo de se avaliar as combinacdes de
extratores em concentragdes selecionadas a partir do primeiro experimento,
utilizando-se Ac60Et50; Ac60Et70; Ac60Et80; Ac70Et50; Ac70Et70 com cinco
tratamentos em trés repeticdes. Entre os extratores utilizados isoladamente,
aqueles que mostraram resultados significativos para compostos fenolicos foram
o Et70 com 16,61mg GAE/g, a Ac60 com 15,23mg GAE/g e Ac70 com
15,49mg GAE/g, sendo que a agua permitiu a extra¢do de 14,48mg GAE/g. Em
relacdo a atividade antioxidante, o Me50 expressou resultado significativo
(81,66%) em resposta ao método DPPH, enquanto que pelo B-caroteno acido-
linoleico, foi o Mel00 (79,21%). Quando empregados de forma associada, o
extrator Ac70Et70 diferiu significativamente das demais combinagdes,
apresentando 16,68mg GAE/g para teor de compostos fendlicos totais, 57,14%
para atividade antioxidante pelo DPPH e 76,02% pelo PB-caroteno acido-
linoleico.

Palavras-chave: Etanol. Metanol. Acetona. Extrator. Abelha.
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ABSTRACT

The pollen collected by Apis mellifera Linnaeus, 1758 contains
substances of nutritional value, among them the phenolic compounds which
present antioxidant activity. The objective of the present work was to test
solvents for the extraction of total phenolic compounds and antioxidant activity
using the DPPH and B-carotene linoleic-acid methods in apiculture pollen
samples. In the first trial, the solvents acetone (Ac), ethanol (Et) and methanol
(Me) were tested in the concentrations of 50; 60; 70; 80; 90 and 100%, as well
as in distilled water (witness) in completely randomized experiments with 19
treatments and three replicates. The second trial was performed with the
objective of evaluating the combination of extractors in concentrations selected
from the first experiment, using Ac60Et50, Ac60Et70, Ac70Et50, Ac70Et70
with five treatments in three replicates. Among the extractors used in isolation,
those showing significant results for phenolic compounds were Et70 with 16.61
mg GAE/g, Ac60 with 15.23 mg GAE/g and Ac70 with 15.49 mg GAE/g, with
the water allowing the extraction of 14.48 mg GAE/g. In regard to the
antioxidant activity, the Me50 expressed a significant result (81.66%) in
response to the DPPH method, while by B-carotene linoleic acid, was the Me100
(79.21%). When employed in association, the extractor Ac70Et70 differed
significantly from the remaining combinations, presenting 16.68 mg GAFE/g for
the content of total phenolic compounds, 57.14% for antioxidant activity by
DPPH and 76.02% by B-carotene linoleic acid.

Keywords: Ethanol. Methanol. Acetone. Extractor. Bee.
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1 INTRODUCAO

O polen apicola ¢ resultante da aglutinacdo de grdos de polen de
diferentes espécies botanicas colhidos pelas abelhas Apis mellifera Linnaeus,
1758 e transportados até a colmeia. As abelhas o utilizam como fonte de
proteinas, sais minerais e outros nutrientes necessarios ao seu metabolismo.
(ROUBIK, 2006). Inumeras pesquisas evidenciam que o polen apicola ¢
importante para a alimentagdo humana e com contribui¢do significativa para o
metabolismo como alimento funcional (OLIVEIRA et al., 2002; JONES;
RICHARD, 2011; BODGANOV, 2014).

A produgdo de pdlen apicola no Brasil representa uma atividade pouco
desenvolvida pela maioria dos apicultores. Sabe-se que ¢ insuficiente para
atender a demanda potencial e ndo existem numeros oficiais sobre o volume de
pélen que € produzido e consumido no mercado brasileiro. A estimativa é de que
sejam produzidas 50 toneladas de pdlen, contudo a demanda é da ordem de 150
toneladas (PEREIRA et al., 2003; BRASIL, 2006; PAULA, 2008).

O polen apicola tem sido utilizado como fonte suplementar de nutrientes
no enriquecimento de dietas alimentares, devido as suas propriedades
nutricionais. Na sua composi¢do, sdo encontradas substincias polifenolicas com
atividade antioxidante, entre as quais podem-se citar, o acido p-cumarico, a
catequina, a quercetina ¢ a rutina (NEVES; ALENCAR; CARPES, 2009). Os
compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios produzidos por vegetais e
essenciais ao seu metabolismo nas etapas de crescimento e reproducdo. Nesse
grupo de compostos quimicos, destacam-se os acidos fenolicos galico,
clorogénico e acido tdnico (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004; COLLI et al.,
2003). Esses compostos sdo substancias polares e podem ser quantificados por
meio de analises fisico-quimicas fazendo-se a extragdo de seus componentes e

sua quantificagdo por meio da espectrofotometria (MORAES; COLLA, 2006).
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Colli et al. (2003) mencionaram que a diversidade floristica encontrada
no Brasil, possibilita a producdo de podlen apicola tanto em quantidade quanto
em qualidade. Moraes e Colla (2006) relataram que o fator qualidade é um ponto
relevante do produto que devera ser colocado no mercado para consumidor.
Assim, foi sugerido que andlises fisico-quimicas desse composto serdo
importantes, a fim de se obter conhecimento preciso do polen a ser
comercializado.

Entre os métodos de extracdo de compostos fenolicos e atividade
antioxidante, o usual s3o aqueles que utilizam solventes orginicos. As
caracteristicas de polarizacdo dessas substdncias apontam para a eficiéncia
desses solventes na extragdo de compostos fendlicos (LEE, 2004; NACZK;
SHAHIDI, 2004). Considerando a importincia que o pdlen representa para as

abelhas e também para o homem, objetivou-se:

a) Avaliar a eficacia de diferentes extratores no pélen coletado por Apis
mellifera;
b) Avaliar os teores de compostos fendlicos a atividade antioxidante no

polen apicola.
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2 MATERIAL E METODOS

O pélen apicola utilizado para as analises foi oriundo em Neopolis — SE,
Brasil, municipio localizado a 10°19'12 de latitude sul e 36°34'46 de longitude
oeste. O poélen foi coletado em area com diversas espécies vegetais, com
predomindncia de Arecaceae. O teor de umidade da amostra era 16,23%. Para a
realizagdo das andlises laboratoriais, o material foi triturado em moinho multiuso
até se transformar em um pd fino. Foram preparadas aliquotas de 2,0 g e
produzidos os extratos de pdlen (KROYER; HEGEDUS, 2001; CARPES et al.,
2008). Posteriormente, as amostras foram submetidas a extragdo dos compostos
fenodlicos e determinagdo da atividade antioxidante pelos métodos do DPPH e 3-
caroteno acido-linoleico.

Foram empregados em um primeiro ensaio, os extratores acetona (Ac),
etanol (Et), metanol (Me) nas concentracdes de 50; 60; 70; 80; 90 e 100%.
Utilizou-se a agua destilada como extrator testemunha, totalizando 19
tratamentos com trés repeticdes. Um segundo ensaio foi realizado com o
objetivo de se avaliar extratores associados em concentragdes selecionadas, a
partir do primeiro experimento, utilizando Ac60Et50; Ac60Et70; Ac60Et80;
Ac70Et50; Ac70Et70 e 4gua destilada, totalizando seis tratamentos com trés
repeticdes. Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado e os dados submetidos a andlise estatistica empregando-se o
software SISVAR (FERREIRA, 2011) e as médias comparadas pelo de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

2.1 Producio dos extratos e determinacio de compostos fendlicos

O processo de extracdo foi realizado adicionando-se 15 mL de solvente

nas concentracdes a serem testadas, em banho de 4dgua termostetizada a 60°C
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com agitagio por 30 minutos e posteriormente filtrado em filtro Watman N° 3
(KROYER; HEGEDUS, 2001; CARPES et al., 2008).0 residuo da filtragem foi
submetido novamente a extracdo com o mesmo. Apos a segunda filtragem, o
material obtido foi diluido em agua destilada até completar o volume de 25 mL.
Para a producdo de extratos a partir de extratores combinados foram realizados
os mesmos procedimentos, sendo que utilizou-se um solvente diferente em cada
etapa da extragdo.

Os teores de fenolicos totais foram determinados, utilizando o método
proposto por Waterhouse (2002). Uma aliquota de 0,5 mL de cada extrato obtido
foi transferida para um tubo de ensaio, adicionando-se 2,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteau (Sigma Aldrich®, 2 N) a 10% v/v e 4,0 mL de carbonato de sdédio a
4%, permanecendo em repouso por 2 horas ao abrigo da luz e, posteriormente,
foram realizadas leituras de absorbdncia em espectrofotometro a 750
nandmetros. Utilizou-se como branco a mistura de 0,5 mL de etanol 95%; 2,5
mL do reagente Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de carbonato de sddio a 4%.
Para calcular os teores de compostos fenolicos totais, foi construida uma curva
analitica de acordo com a metodologia empregada (SINGLETON; ORTHOFER;
LAMUELA-RAVENTOS, 1999), contendo 10; 25; 40; 70; 85 ¢ 100 ppm de
acido galico dissolvido em 4lcool etilico absoluto, sendo que cada amostra foi
analisada em triplicata. Os resultados foram expressos em mg GAE/g de pdlen
(GAE: equivalente em acido galico). Os teores de compostos fendlicos foram
calculados (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999),
utilizando-se a curva padrdo de calibragdo do acido galico por meio da equagdo:

y=0,017x + 0,0144 (R*=0,999).



76

2.2 Atividade antioxidante: método radical do DPPH

Para verificar a atividade antioxidante presente nos extratos de polen, foi
realizada analise da capacidade sequestrante do radical DPPH, adotando-se a
metodologia (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995) e
modificada (RUFINO et al.,, 2007). Preparou-se uma solu¢do de DPPH na
concentragdo 0,06 mM em alcool metilico absoluto P.A. Posteriormente,
adicionaram-se 3,7 mL dessa solu¢cdo em tubos de ensaio contendo 0,3 mL do
extrato de cada amostra. As leituras foram realizadas em espectrofotometro a
517 nm, apds 90 minutos. Utilizou-se como branco o alcool metilico absoluto
P.A. Os resultados foram expressos em percentual de sequestro do radical

(%SR) DPPH empregando-se a equagdo (MENSOR et al., 2001):

%SR =100 '{[(Absamostra - Abscontrole) X 100] / Abscontrole}

2.3 Método da solucao sistema B-caroteno acido-linoleico

A determinag¢do da atividade antioxidante, por esse método, foi realizada
empregando-se o método proposto por Rufino et al. (2006). Preparou-se uma
solucdo sistema contendo 50 pl de B-caroteno dissolvido em cloroférmio PA na
concentra¢do de 20 mg/mL, adicionada de 40uL de acido linoleico, 530 uL de
Tween 40 e 1,0 mL de cloroférmio PA o qual foi evaporado com auxilio de um
oxigenador. Posteriormente, adicionou-se agua tratada com oxigénio até a
solucdo apresentar absorbancia, cujo valor variasse entre 0 minimo de 0,6 nm até
o maximo de 0,7 nm a 470 nm. Foram adicionados 0,4 mL de extrato a 5 mL de
solugdo sistema, sendo as leituras realizadas no tempo 2 minutos e 120 minutos
em espectrofotometro a 470nm e os resultados expressos em percentual de

protecdo da oxidacdo do B-caroteno (%P).
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a) Porcentual de inibi¢do da oxidagdo do B-caroteno (%l).
% I =(Ac— Am).100/Ac
Ac = absorbancia inicial do controle — absorbancia final do controle

Am = absorbancia inicial da amostra — absorbancia final da amostra

b) Porcentual de Protecdo (% P)
% P =100- %0
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de fendlicos totais de polen apicola variaram com o tipo de
solvente e concentragio (2,33 a 16,61 mg EAG.g"'), sendo que foram
significativamente maiores (p<0,05) nos extratos obtidos com Ac 60 ¢ Ac 70 e
Et 70 (Tabela 1). As concentragdes de acetona e etanol acima de 70% reduziram
a eficiéncia de extragdo desses solventes. O extrato obtido com agua destilada
pura apresentou o segundo maior teor de fenolicos totais, juntamente com a
acetona 50% e o metanol 100%. Os extratos obtidos com diferentes
concentragdes de metanol foram os que apresentaram menor varia¢do do teor de
fenolicos totais (11,84 a 14,49 mg EAG.g"), enquanto que os demais extratores
variaram consideravelmente.

O uso da acetona e etanol como extratores de compostos fenolicos em
alimentos, seguidos do metanol e 4gua (LEE, 2004; NACZK; SHAHIDI, 2004).
O fundamento para essa afirmativa ¢ a constituicdo quimica do substrato, o qual
podera influenciar sobre os resultados da extragdo de metabdlitos. Esses
solventes podem variar sua eficiéncia de extrag¢@o, de acordo com a natureza dos
compostos fenolicos presentes na amostra e quanto a origem do material sob
analise (NACZK; SHAHIDI, 2004; ANDREO; JORGE, 2006; CARPES et al.,
2008).

A atividade antioxidante avaliada pelos métodos de radical DPPH e
oxidagdo do P-caroteno acido-linoleico foi dependente do tipo de solvente e
concentrac¢do utilizados para obten¢do dos extratos de polen (Tabela 1). Foi
encontrado resultado semelhante a Kroyer e Hegedeus (2001) ao verificar que o
conteido de compostos fendlicos em extratos de pdlen variou em fungdo do
solvente e da concentracdo utilizada. Os resultados mais expressivos para
fenodlicos totais em amostras de pdlen foram encontrados quando utilizou-se a

solucdo de etanol com concentragdo entre 60 e 80% para produgio de extrato.
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Os extratos produzidos com Me50 e Acl00 apresentaram,
respectivamente, o maior ¢ o menor resultado para atividade antioxidante (81,66
e 19,30%) pelo método do DPPH. No método B-caroteno éacido-linoleico, os
maiores resultados de atividade antioxidante foram observados nos extratos Me
100, seguido de Ac70 e 80 e Et70, 80 ¢ 90. Nesse método, os menores resultados

de atividade antioxidante foram observados nos extratos Ac90 e Ac100.

Tabela 1 Compostos fendlicos (mg GAE.g-1) e atividade antioxidante (%) pelo
DPPH e B-caroteno acido-linoleico empregando os extratores acetona
(Ac), metanol (Me) e etanol (Et).

Extratores/ Compostos Atividade antioxidante
Concentragdes fenolicos DPPH (%SR) B-caroteno (%P)
Ac 50 14,90 e 52,66 d 50,19d
Ac 60 1523 f 61,66 f 53,25d
Ac 70 15,49 £ 57,66 ¢ 60,05 e
Ac 80 12,50 ¢ 50,66 d 59,38 e
Ac 90 9,47b 51,33d 23,10 a
Acl100 2,33 a 19,30 a 22,29 a
Me 50 12,99 ¢ 81,66 g 52,59 ¢
Me 60 13,99d 61,00 f 58,75d
Me 70 13,67 d 56,33 ¢ 54,65 ¢
Me 80 14,14 d 61,00 f 62,72 d
Me 90 11,84 ¢ 52,00 d 56,52 d
Me 100 14,49 e 61,33 f 79,21 £
Et 50 13,94 d 54,66 d 49,41 d
Et 60 13,19 ¢ 57,66 ¢ 60,90 d
Et 70 16,61 f 58,00 e 68,65 e
Et 80 14,98 ¢ 59,00 e 65,50 ¢
Et 90 12,71 ¢ 50,33 d 67,44 ¢
Et 100 8,62 b 39,66 ¢ 61,02d
Agua 14,48 e 33,66 b 41,19b

* Valores calculados em gramas de matéria seca. Médias seguidas de mesma letra, nas
colunas, ndo diferem significativamente entre si a 5,0 % pelo teste de Scott-Knott.
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Entre os solventes testados no primeiro ensaio, Ac60; Ac70; Et50; Et70
e Et80, destacaram-se em resultados e foram utilizados como extratores em um
segundo ensaio de forma associada compondo os tratamentos: Ac60Et50;

Ac60Et70; Ac60Et80; Ac70Et50 e Ac70Et70 (Tabela 2).

Tabela 2 Compostos fendlicos (mg GAE.g-1), atividade antioxidante (%) pelo
DPPH e B-caroteno acido-linoleico empregando os extratores acetona
(Ac) e etanol (Et) associados.

Extratores/ Compostos Atividade antioxidante
concentracdes fenolicos DPPH B-caroteno
Ac60Et50 7,71 a 32,33 a 51,82a
Ac60Et70 7,18 a 33,32a 51,97 a
Ac60Et80 7,71 a 32,04 a 54,01 a
Ac70Et50 8,61 a 30,59 a 54,86 a
Ac70Et70 16,68 b 57,14 b 76,02 b

* valores calculados em gramas de matéria seca. Médias seguidas de mesma letra, nas
colunas, nio diferem significativamente entre si a 5,0% pelo teste de Scott-Knott.

A extracdo com Ac70Et70 proporcionou teores de fendlicos totais e
também da atividade antioxidante com resultados significativos em comparagao
aos demais extratores compostos testados (Tabela 2). Nota-se que os teores de
fenodlicos totais e a atividade antioxidante pelo método do DPPH obtido no
extrato Ac70Et70 foram semelhantes aos resultados dos extratos Ac70 e Et70
(Tabela 1). No entanto, a atividade antioxidante no método oxidagdo do B-
caroteno acido-linoleico foi maior para extrato Ac70Et70 comparado ao Ac70 e
Et70 isoladamente (p<0,05). Verificou-se que o teor total de compostos
fenodlicos e a atividade antioxidante em extratos de pdlen variaram em fungdo da
concentracdo dos solventes utilizados. Os resultados para fendlicos totais em
amostras de polens de diferentes origens, encontrados por Naczk e Shahidi
(2004) e Kroyer e Hegedus (2001) e Carpes et al. (2008) evidenciaram a

necessidade de utilizar diferentes solventes e concentra¢des para se obter
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extratos com maior concentracdo de compostos fenolicos e atividade
antioxidante.

Possivelmente a combinacdo da acetona e do etanol tenha sido o fator
que contribuiu para a obtengéo dos resultados significativos e esta relacionado a
interagdo desses solventes com os compostos fenolicos. Considera-se que
polaridade da acetona (momento dipolar - p = 2.88D) e do etanol (u=1,69D),
foram capazes de extrair maior quantidade de compostos fenolicos do que o
metanol (u=1.70D) e 4gua (u=1.85D) também utilizados como extratores
(NACZK; SHAHIDI, 2004; HAYNES; LIDE, 2010).

Os resultados obtidos nos testes de atividade antioxidante, ao se utilizar
solventes nio associados (Tabela 1), demonstraram a ocorréncia de resultados
significativos para os extratores Me50 (DPPH) e Mel00 (B-caroteno acido-
linoleico). O extrator Ac70Et70 foi selecionado objetivando-se utilizar uma
solugdo que fosse capaz de extrair as fracdes a serem analisadas quanto ao teor
de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante pelos métodos DPPH e [3-
caroteno acido-linoleico, a0 mesmo tempo.

Singleton, Orthofer e Lamuela- Raventos (1999) relataram que o radical
DPPH ¢é um composto estdvel e capaz de sequestrar radicais livres que
aumentam solubilidade em solventes organicos. Haynes e Lide (2010)
verificaram a ocorréncia de alta correlagdo (»=0.88, p<0.001) entre o contetido
de fendlicos totais em extratos de frutas e as respostas obtidas pelo teste de
DPPH. O sistema do B-caroteno acido-linoleico, por sua vez, ¢ um método que
avalia a presenca de compostos antioxidantes capazes de proteger esse acido,
prolongando a inibigdo de radicais livres gerados durante a peroxidagéo do acido
linoléico (RUFINO et al., 2006; SUCUPIRA et al., 2012). A expressdo da
atividade antioxidante depende dos componentes dessa fracdo e do contetdo de

substancias presentes no extrato.
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4 CONCLUSOES

a)

b)

d)

Os teores de fenolicos totais de pdlen apicola variaram com o
solvente e a concentracdo, sendo que os resultados foram
significativos com Ac60 e Ac70 e Et70;

A agua pode ser empregada como extrator de compostos fenolicos
totais, porém, permitirda apenas a extragdo dos compostos
hidrossoluveis;

Pelo método DPPH e sem associagdes de solventes o extrator Me50
foi aquele que revelou resultado significativo pelo método PB-
caroteno acido-linoleico;

A associagdo dos solventes Ac70Et70 apresentou resultados
significativos para os teores de compostos fendlicos e a avaliagdo da
atividade antioxidante;

Os teores de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante,
determinada pelo DPPH e [-caroteno acido-linoleico, foram

influenciados pelos extratores utilizados.
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