UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO

Luana Luviza Bombardelli
Thanise Teston Paganini

Avaliacao da presenca de espécies botanicas no mel atraves de
cromatografia

Passo Fundo

2016



Luana Luviza Bombardelli
Thanise Teston Paganini

Avaliacdo da presenca de espécies botanicas no mel através de
cromatografia

Projeto de pesquisa apresentado a disciplina de
Trabalho de Sintese I, como um dos requisitos para a
aprovacgao na disciplina.

Orientadora: Prof. Dra. Maria Tereza Friedrich

Passo Fundo
2016



RESUMO

O mel é um alimento de elevado valor energético, possuindo varias propriedades importantes
para o metabolismo humano, como a atividade antioxidante. O perfil fendlico, as condi¢bes
climaticas e as espécies botanicas presentes no mel contribuem para a variabilidade desta
atividade. As substancias com caracteristicas antioxidantes sdo de grande importar~ia para a
saude humana e auxiliam o organismo a ter uma acao protetora contra 0s processos oxidativos
que ocorrem de forma natural. Os flavonoides pertencem ao grupo dos antioxidantes que
possuem caracteristicas diversas e variam em redaf@tes de obtencéo, ndo séo sintetizados

pelo organismo, sendo necessaria a ingestao através dos alimentos. Algumas espécies botanica:
ao florescerem sdo muito atrativas as abelhas e de acordo com as caracteristicas quimicas dos
pélens e néctares coletados, serdo gerados méis com diferengas sensoriais como aroma, sabol
cor e composicao, variando também em cada estacdo do ano. Para isso, é necessario fazer «
extracdo das espécies botanicas e do mel por meio de extracdo em fase solida, apOs seré
realizada a analise cromatogréafica. A partir da determinacdo dos flavonoides sera confirmada
se h& presenca das espécies botanicas canola, eucalipto e citros em amostras de mel da regia

de Passo Fundo.
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1 INTRODUCAO

Considerando a crescente busca por alternativas benéficas ao ser humano, o presente estuds
relacionara a presenca de flavonoides em diferentes espécies botanicas presentes no mel,
alimento diretamente associado ao cotidiano populacional, com énfase no Rio Grande do Sul.

O mel é o produto mais importante da atividade apicola brasileira, do ponto quantitativo e
econdbmico, geralmente este alimento € administrado pelos pequenos agricultores. Possui
grande demanda o que o torna um produto caro, especialmente quando a produgédo decai. E
encontrado nos supermercados, feiras e vendido diretamente sem qualquer especificagdo de
qualidade. Ao especificar sua composicao quimica agregara valor ao produto, beneficiando o
produtor e o consumidor que tera conhecimento do que ira ingerir.

Esse produto apicola é consumido mundialmente, porém sua composi¢cao quimica ira variar
em cada pais. E acessivel a qualquer consumidor sendo que cada local ir4 gerar um mel com
caracteristicas diferentes como aroma, cor, sabor e consisténcia. E produzido em todas as
estacdes do ano, possibilitando uma producéo ininterrupta.

As diversidades de caracteristicas quimicas do mel estdo relacionadas com as diferentes
espécies botanicas, onde ocorre a polinizacdo em épocas de floracdo. Neste estudo seré
abordado trés espécies botanicas sendo elas: canola, citros e eucalipto.

As propriedades do mel, dentre elas as antioxidantes sdo de grande importancia, posto que
retardam e previnem o processo oxidativo que ocorre naturalmente. A atividade antioxidante
esta relacionada com a estrutura do flavonoide, que a partir deste sera detectado por métodos

cromatograficos as diferentes espécies botanicas do mel.
1.1 PROBLEMA DE PESQUISA

Como os flavonoides desempenham um papel fundamental na protecdo contra agentes
oxidantes, ha necessidade de buscar maiores informacfes sobre alimentos que contenham
flavonoides naturais, posto que este ndo pode ser sintetizado pelo organismo, sendo apenas
absorvido na ingestédo de alimentos em que se faz presente.

O consumidor atual prefere ingredientes de origem natural, como o mel que oferece a
funcionalidade ao alimento ao invés de origem artificial. Dentre as substancias funcionais o

grupo amplamente estudado é o dos antioxidantes.
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O mel brasileiro é exportado na forma de misturas, deixando de ser apreciado e
valorizado por seus tipos diferenciados de origens florais, que garantem meéis de qualidade
superior com boa aceitacdo no mercado externo.

A partir dos flavonoides € possivel detectar as diferentes espécies botanicas presentes
no mel por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo necessario padrbes
cromatograficos para essa possivel deteccao.



2 JUSTIFICATIVA

Desde a antiguidade o mel é utilizado por suas propriedades terapéuticas, seu consumo
acontecia prioritariamente para fins medicinais. Atualmente a populagéo esta se preocupando
em ingerir alimentos naturais de qualidade, destacando-se o mel, por sua elevada caracteristica
antioxidativa.

Os antioxidantes séo substancias presentes em baixas concentracdes sobre um substratc
oxidavel que retardam e previnem sua oxidacgéo, prevenindo a proliferacao de radicais livres.
Dos quais sdo obtidos em alimentos encontrados na maioria dos vegetais, frutas, legumes,
hortalicas e cereais.

As diferentes caracteristicas do mel sdo explicadas devido sua origem botanica, neste
estudo sera analisada a presenca de citros, canola e eucalipto no mel, devido a sua fagte preseng
na regiao Sul, por meio dos extratos destas espécies e do mel pela extracdo em fase sélida. Est:
extracdo possibilita menor consumo de solvente organico, menor formacao de emulsédo e de
residuos toxicos. ApoOs obter os extratos, as amostras serdo introduzidas no cromatégrafo, sendo
detectado os picos dos diferentes padroes de flavonoides por cromatografia liquida de alta

eficiéncia possibilitando maior certificacdo das caracteristicas do mel.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e aplicar uma metodologia para determinar a presenca de flavonoides no
mel, possibilitando a identificacdo da origem floral e agregando valor ao produto, utilizando
extragdo em fase soélida de cada amostra por meio de analise em cromatografia liquada de alt

eficiéncia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Obter perfis cromatograficos de méis da regido de Passo Fundo, de diferentes floradas.

b) Avaliar a presenca de flavonoides, tais como: quercitina, hespiridina, miricetina, rutina,
luteolina e canferol nos extratos das espécies botanicas citros, eucalipto e canola, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

c) A partir da determinagé&o dos flavonoides, identificar e confirmar a origem botéanica do

mel.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

41 MEL

A apicultura é uma das atividades que consegue satisfazer trés aspectos, tais como:
sociais, econdmicos e produtivos. E uma atividade que pode ser desenvolvida por
associacdes/organizacdes sem fins lucrativos, ou por produtor rural/agricultor familiar, gerando
renda para quem a desenvolve e principalmente destaca-se por ndo poluir o meio ambiente
quando produzida, isto deve-se a capacidade polinizadora das abelhas. (EMBRAPA, 2007).

A apicultura brasileira desenvolveu-se por meio de enxames trazidos por imigrantes,
porém, obteve-se grande revolucdo com a insercdo de abelhas africanas, tendo-se um
cruzamento das duas espécies (europeia e africana), sendo entdo conhecidas como abelha
africanizadas (SILVA, 2008). Estas abelhas sé@o altamente produtivas e mais resistentes as
doencas, conferindo-lhes um grande potencial. Produzem mel, cera, propolis, polen apicola,
geleia real e apitoxina, que servem de matéria-prima para industrias farmacéuticas, alimenticias

e cosmeéticas como também para o consmnmatura

Segundo a legislacao brasileira de 20 de outubro de 2000, mel &

[...] o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir do néstar d
flores ou das secrecdes procedentes de partes vivas das plantas ou de excrecbes d
insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, que as abelhas
recolhem, transformam, combinam com substancias especificas prapnazenam

e deixam madurar nos favos da colmeia.

O mel € um alimento de elevado valor energético consumido mundialmente, sendo de
grande importancia para a saude quando puro por constituir varias propriedades, tais como:
antimicrobiana, curativa, calmante, regenerativa de tecidos, estimulante, antibacteriana, entre
outros. (SILVA et al., 2006). E constituido essencialmente por agua (17%), glicidios (80%) e
substéancias diversas (3%) como enzimas, acidos organicos, carboidratos, matérias minerais e
compostos fendlicos, dentre eles os flavonoides.

O produto apicola mais facil de ser explorado € o mel, sendo o mais conhecido e com
maior possibilidade de comercializagéo. A coloragéo, o sabor, 0 aroma e a consisténcia do mel

dependem da regido, clima e origem floral, tendo em vista que a manipulacdo do mel pelo
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apicultor pode interferir nas caracteristicas quando mal administrada (EMBRAPA, 2007).
Quanto mais escura a coloracéo do mel, maior € a presenca de minerais. Pode ser classificado
por sua origem, pelo procedimento de obtencédo de mel do favo e segundo sua apresentacao oL
processamento.

Pela origem pode ser classificado em dois grupos: mel de origem floral e mel de melato.

O mel de origem floral € obtido dos néctares das flores, e 0 mel melato é obtido a partir das
secrecdes de partes vivas das plantas ou de excrecdes de insetos sugadores. O mel de origer
floral pode ser monofloral e multifloral (SILVA, 2006).

A delimitagdo da origem floral do mel é um dos objetivos da industria apicola, posto
gue é de grande importancia econémica, o consumidor aprecia diferentes variedades de mel e
cada uma destas possuird um valor de mercado diversificado pelas suas propriedades (SILVA,
2006).

Existe um conjunto de procedimentos analiticos que podem ser utilizados na analise da
composic¢ao quimica e bioldgica das propriedades do mel, tais como: cromatografia gasosa (GC,
do inglésGas Chromatograpy cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglésh
Performance Liquid Chromatographye eletroforese capilar (CE, do ingl&sapillary
Electrophoresiy que ao combinarem-se com arranjos de diodo e detecgcdo de
espectrofotometria em massas garantem melhor grau de eficiéncia (SUAREZ et al., 2009).

Segundo a Anvisa (ResolucdoCNNPA n°12, de 1978) ndo é permitido que o mel
contenha substancias estranhas em sua composicdo normal. Pode ser parcialmente cristalizado
porém sem caramelizacdo e espuma superficial. O limite maximo de aquecimento permitido é
70°C contanto que seja mantida a sua atividade enzimatica. E proibida a adicdo de corantes,
aromatizantes, espessantes, conservadores, corretivos de acidez e edulcorantes tanto naturai
como sintéticos.

O mel apresenta atividade antioxidante por meio dos compostos fendlicos, como os
acidos fendlicos e os flavonoides. A atividade antioxidante do mel varia com a composicéo do
perfil fendlico obtido de diferentes fontes florais e condi¢des climaticas (CIULU et al., 2016).
Substancias antioxidantes consumidas diariamente sao de grande importancia pois auxiliam o
organismo a ter uma acao protetora contra 0s processos oxidativos que ocorrem naturalmente
(ARRUDA, 2013). O mel é considerado uma 6tima fonte de antioxidantes, possuindo efeitos
benéficos a saude por apresentar diversas propriedades, dentre elas a atividade antibacteriana
na qual tem papel fundamental no desenvolvimento do estudo das propriedades antioxidantes

do mel.
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A regido que possui o maior percentual de producdo de mel no Brasil € o Rio Grande
do Sul, com 48,59% do total. (REZENDE, et al., 2015). Em 2014, houve um crescimento
significativo de exportacdes de mel, no qual possibilitou o Brasil subir de posi¢cao no ranking
mundial, estando classificado na 8° posi¢cdo segundo dados da ABEMEL (Associacao Brasileira
de Exportadores de Mel). Abaixo, na tabela 1 e tabela 2 seguem os dados da exportacao
brasileira de mel natural, onde notou-se um decaimento nao significativo da exportacao de mel

em 2015 devido as condi¢cdes climaticas e economia politica.

Tabela 1 - Exportacéo brasileira de mel natur2014

ANO 2014

Meses US$ kg Valor kg
Janeiro 5.412.930.00 1.498.310 3,61
Fevereiro 8.590.675,00 2.322.285 3,70
Marco 7.211.402,00 1.939.681 3,72
Abril 10.843.455,00 2.844.609 3,81
Maio 12.822.682,00 3.313.321 3,89
Junho 10.257.574,00 2.607.027 3,93
Julho 10.617.198,00 2.653.049 4,00
Agosto 8.461.058,00 2.137.515 3,96
Setembro 6.554.402,00 1.647.301 3,98
Outubro 4.499.294,00 1.121.636 4,01
Novembro 4.450.948,00 1.108.070 4,02
Dezembro 8.794.439,00 2.125.459 4,14

Total 98.576.057,00 25.317.263 3,89

Fonte: Adaptado de ABEMEL, 2016.

Gréfico 1 - Representacao da exportacdo brasileira de mel nax0dat -
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Tabela 2 - Exportacdo brasileira de mel natur2015

ANO 2015

Meses USs$ kg Valor kg
Janeiro 7.391.190,00 1.858.648 3,98
Fevereiro 6.834.551,00 1.714.329 3,99
Marco 8.440.837,00 2.164.253 3,90
Abril 8.367.901,00 2.177.339 3,84
Maio 7.077.586,00 1.872.859 3,78
Junho 7.473.749,00 1.992.259 3,75
Julho 5.942.559,00 1.669.504 3,56
Agosto 6.908.287,00 1.946.784 3,55
Setembro 4,720.538,00 1.351.656 3,49
Outubro 6.218.781,00 1.851.571 3,36
Novembro 5.460.037,00 1.607.113 3,40
Dezembro 6.883.952,00 1.999.449 3,44

Total 81.719.968,00 22.205.764 3,68

Fonte: Adaptado de ABEMEL, 2016.

Gréfico 2 - Representagdo da exportagdo brasileira de mel na204:8 -
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Fonte: Adaptado de ABEMEL, 2016.

4.2 ESPECIES BOTANICAS

4.2.1 Citros

As plantas citricas possuem origem asiatica, desenvolvidas em locais umidos, tropicais

e subtropicais. Por meio das primeiras expedi¢cdes colonizadoras foram introduzidas no Brasil,
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inicialmente na Bahia e, por apresentarem 6tima adaptacdo nesta regido houve uma expansac
de sua producdo em todo pais. (NASCIMENTO et al, 2011).

O géneroCitrus € caracteristico de diversos frutos, tais como: laranjas, tangerinas,
limbes, limas, entre outros. Os citros séo plantas perenes, possuem porte médio e atingem cerca
de quatro metros de altura. A produ¢do mundidlitkeis € cerca de 102 milhdes de toneladas
por ano sendo ampla a area cultivada com 7,3 milhdes de hectares. O principal fruto cultivado
no Brasil € a laranja. (MATOS et al, 2005

As frutas citricas sdo as mais consumidas pelos brasileiros, sendo o Brasil 0 maior
produtor mundial, com cerca de 250 milhdes de plantas distribuidas em uma area de 940 mil
hectares, cerca de 20 milhdes de toneladas de fruta sdo produzidas por ano. Os Estados de Mina:
Gerais, Bahia, Sergipe, Rio Grande do Sul e S&o Paulo sédo responsaveis por cerca de 90% da
producao nacional. (EMBRAPA, 2008).

Na regido Sul, que apresenta clima subtropical, os citros florescem em um anico ciclo,
na primavera, resultando em uma colheita por ano. Nestas regides, o inicio do florescimento
esta diretamente ligado as variacfes de temperaturas do inverno, assim as temperaturas baixas
durante o periodo de pré-florescimento causam um florescimento tardio, na qual as condi¢des
térmicas nesta época sao adequadas para a polinizacao e para a fixacao ddTffutet &/

2003). O mel proveniente dos citros é caracterizado como um mel de verdo, posto que, sua
producdao inicia-se na primavera.

A polinizacdo de frutas citricas pode ocorrer por autopolinizacdo ou por polinizagao
cruzada, em que consiste no transporte do pélen por insetos, neste caso as abelhas que
correspondem por cerca de 80% dessa polinizacdo ou ventos, porém sem grande importancia
pois o polen dos citros é viscoso e pesado. (NASCIMENTO et al, 2011). A polinizacao,
principalmente por abelha&pis melifera L.na laranjeira € de grande importancia pois ira
produzir frutos maiores e de melhor qualidade. A laranjeira possui importancia medicinal,
muito utilizada na indUstria farmacéutica por sua esséncia e a partir da polinizacéo gera um mel
com excelente aroma e sabor. (TOLEDO et al, 2013).

As frutas citricas possuem vitaminas C, acido fdlico, fibra dietética e demais
componentes bioativos, como os carotenoides e os flavonoides. S&o de grande importancia pois
auxiliam na prevencdo de cancer e doencgas degenerativas. As cascas e sementes de fruto:
citricos sdo ricas em compostos fendlicos como os flavonoides. (TRIPOLI et al, 2006).
Geralmente é encontrada a hesperidina como flavonoide nas frutas citricas, a classe de

flavonoides predominante nessas frutas séao as flavononas.
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4.2.2 Canola

A canola foi desenvolvida por pesquisadores canadenses em 1974 na Universidade de
Manitoba, a partir do melhoramento genético da colza. O nome canola foi criado em 1978 para
distinguir o produto da colza comum que era mais utilizado em ragédo animal (DORNALES,
2014). Em 1977 na Europa foi desenvolvido outras duas variedades que preenchiam os mesmos
padrbes de qualidade que a anterior, apés a nova descoberta o 6leo de canola passou a se
definido como “um 6leo que deve conter menos de 2% de acido eurdcico, e menos que 30
micromoles de glucosinolatos por grama”.

Planta herbacea anual da familia das cruciferas, a c&naksica napus. e Brassica
rapa L.) produz uma substancia chamada glucosinolato, que através de acdo enzimatica se
transformam em isotiocianatos (ITC), sendo estas substancias muito eficientes como biocidas
naturais.

A canola é a terceira oleaginosa mais produzida mundialmente, seu maior consumo
ocorre em paises mais desenvolvidos. No Brasil os graos de canola possuem de 24 a 27 % de
proteinas e em media 38% de 6leo. Além do 6leo é possivel extrair o farelo, que possui 34 a
38% de proteinas.

Essa cultura de inverno é incluida como uma alternativa de renda, nos sistemas de
producao de graos, seu principal uso é para producéo de biocombustiveis e 6leo para consumo
humano (EMBRAPA, 2015). As flores amarelas de canola, seu perfume e sua abundancia de
recursos alimentares sauito atrativas a abelhas da famiBgrphidaes A. meliferaO mel de
canola apresenta sacarose em pequenas quantidades (WITTER et al, 2001).

Cartea (2010), afirma que ha 17 flavonoides presentes na cBradai¢a napus L. e
detectou uma presenca superior de canferol. Outros flavonoides detectados foram: quercetina,

acido sinapico, cianidina, hesperidina, mircetina e pelargonidina.

4.2.3 Eucalipto

O eucalipto € originario da Australia, Indonésia e ilhas proximas. Os primeiros plantios
ocorreram no Rio Grande do Sul por volta de 1868, sendo que o0s primeiros estudos dessa
espécie foram iniciados por volta de 1904. O gérgwoalyptuspertence a familia das
Myrtaceascompreendendo cerca de 600 espécies e subespécies na qual podem ser utilizadas

para diversas finalidades por adaptacao de diferentes climas e solos. (EMBRAPA, 2001).
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O plantio de eucalipto no Brasil € de grande importancia, pois este é destinado a
producdo de papel, celulose, lenha, carvao, 6leos para industrias farmacéuticas, mel, entre
outros. A espécie botanica mais plantada no Brasil € o eucalipto possuindo 5,56 milhdes de
hectares em 2014. (BORA et al, 2016).

O eucalipto € considerado um dos melhores e mais abundantes fornecedores de alimento
para as abelhas, que dependendo do néctar das flores do eucalipto séo capazes de produzi
diferentes tipos de mel em relacdo ao aroma e sabor gerando diferentes qualidades para o mel.
(MARCHINI et al, 2003). E possivel afirmar que onde existe plantacdo de eucalipto
consequentemente, terd a apicultura.

O mel de eucalipto é designado pelo aroma e sabor provenientes do néctar das flores de
eucalipto. Quando o aroma e o sabor predominam as caracteristicas da origem do néctar, o mel
€ caracterizado como silvestre, de plantas nativas ou de flores de campos como plantas rasteiras
e arbustos, entre outros. (ALVIM, 2004).

A miricitina, tricetina, quercitina, luteolina e canferol geralmente séo os flavenoide
presentes no mel de eucalipto. Este € pertencente a classe dos méis monoflorais que sdo os mai
apreciados comercialmente, mantendo as mesmas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais,

muito atrativos e com um sabor agradavel (BARROS, 2011).

4.3 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo caracterizados como a defesa do corpo humano, posto que,
combatem e previnem o efeito dos radicais livres. O desequilibrio entre o excesso da producao
de radicais livres e a remocao destes pelos agentes antioxidantes € chamado de estresse
oxidativo.

A oxidagéo se faz presente no metabolismo dos organismos vivos. Desta maneira os
radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncdo biologica (OLIVEIRA,
2014). Os radicais livres podem ser gerados nas mitocondrias, na membrana, no citoplasma e
em outras organelas. Sdo moléculas altamente reativas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhado em sua camada orbital externa, explicando assim a sua instabilidade.

Quando os radicais livres sao gerados, procuram estabilizar-se capturando elétrons das
espécies quimicas préximas, gerando uma alteracdo na conformacao, estrutura e funcdo dos
componentes celulares do organismo, podendo atingir varias moléculas como DNA/RNA,

carboidratos, lipidios e proteinas. Ao atingi-las, ndo conseguem mais desempenhar suas funcdes
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bésicas impossibilitando o processo de regeneracdo e reproducdo celular. Deste modo, 0s
radicais livres contribuem para o processo de envelhecimento, também podendo desenvolver
diferentes tipos de céancer, doencas -cardiovasculares, diabetes, neoplasias e doencas
autoimunes. Todavia, nem todos os radicais livres sdo maléficos a saude, posto que, 0 sistema
imunitario os utiliza para matar bactérias e virus (MARTINELLI, 2014). Algumas espécies de

radicais livres serdo mostradas no Quadro 1.

Quadro 1- Algumas espécies reativas do oxigénio.

ESPECIES REATIVIDADE

Radical superoxido () Produzido na mitocondria, em sistel
cardiovascular, entre outros.

Radical peroxila (ROQ Reativo e formado de lipidios, proteinas, DN
acucares, etc, durante o dano oxidativo.

Radical hidroxila QH") Altamente reativo, produzido durante sobrecg
de ferro e situagdes semelhantes em nosso ¢

Perdxido de hidrogénio @-0») E produzido em nosso corpo pelo amplo ndn
de reacdes, formando radicais potentes cOiio

Oxigénio single(*Oy) Altamente reativo formado por fotosensibilidg
e reacles quimicas.

Fonte:Adaptado de GONCALVES, 2008.

Existem dois fatores que influenciam a formacao de radicais livres, tais como: os fatores
exdgenos (formacdo dos radicais livres por fatores externos) como a exposicdo a radiacdes
ionizantes, contaminacdo atmosférica, radiacées eletromagnéticas, consumo de farmacos e
alimentos. E os fatores enddgenos (formacdo dos radicais livres pelo organismo) como
exercicio fisico de alta intensidade, processos oxidativos metabdlicos, respiracado celular, acdo
de enzimas oxidativas, reacées inflamatorias, estresse e excesso de ions metélicos (AGUSTI,
2013.

Com o intuido de evitar os danos gerados pelos radicais livres, o organismo desenvolveu
diversos mecanismos de defesa, sendo estes os potenciais de neutralizacdo dos radicais livres
gue sdo chamados de antioxidantes. Estes tém como fungéo eliminar os radicais livres ou
impedir a sua transformacao em produtos mais agressivos para as células.

Segundo Bianchi (1999), os sistemas de defesa dos antioxidantes podem atuar em
diferentes formas na prote¢éo do organismo, tais como:

a) Impedir a formacéo de radicais livres;
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b) Interceptar os radicais livres, impedindo o ataque sobre os lipidios, os aminoacidos das
proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poli-insaturados e as bases do DNA,
evitando producédo de lesdes e perda da integridade celular;

c) Repara as lesdes causadas pelos radicais por meio da remocao de danos da molécula de
DNA e a reconstituicdo das membranas celulares danificadas.

Existem dois sistemas de defesa dos antioxidantes, como apresentado na Figura 1.

Figura 1 - Sistema de defesa dos antioxidantes.

SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE

= g

ANTIOXIDANTE ANTIOXIDANTE
NAO ENZIMATICOS ENZIMATICOS

7 J

ENDOGENOS | EXOGENOS Superoxido dismutase (SOD)
Glutationa  Acido ascobico Catalase (CAT)
Proteinas o-tocoferol  Clutationa peroxidade (GPx)
Minerais Flavonoides  Glutationa redutase (GR)

Co-enzmas Carotenodes Glutationa transferase (GST)

Fonte: BERNAUD; FUNCHAI2011

O sistema de defesa antioxidante atua deixando a sua propria integridade molecular para
evitar possiveis alteracdes nas moléculas. O sistema enzimatico € composto pelas enzimas
superéxido dismutase, catalase, clutationa peroxidade, glutationa redutase e glutationa
transferase, que consistem na reducao ou até mesmo impedindo a formacao dos radicais livres
reagindo com os compostos oxidantes, protegendo os tecidos e as células do estresse oxidativc
(BARBOSA et al, 2010).

O sistema nao enzimatico protege as células da oxidacdo por desempenhar capacidade
de eliminacdo da formac&o dos radicais livres ou desativacio destes. E separado em enddgeno:
e exdgenos, nos quais as substancias presentes na classificacdo enddégena representa a produg
de alguns antioxidantes no préprio corpo, ja na classificacdo exdégena sdo substancias obtidas
por fatores externos, como exemplo, por meio de alimentos que contenham espécies

antioxidantes, em especial os que apresentam flavonoides.

4.4 FLAVONOIDES
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Os flavonoides foram descobertos em 1530 por Szent-Gyorgy. Ele extraiu a citrina da
casca do liméo, a substancia possuia a capacidade de regular a permeabilidade dos capilares
Assim, essa classe de produtos naturais ficou denominada como vitamina P e vitafona C
longo do tempo foi dada a confirmacao que tais substancias ndo eram vitaminas, logo essa
classificagéao foi abandonada em 1950 (SANTOS, 2010).

Os componentes podem ser definidos como uma classe de metabolismos secundarios de
plantas, que derivam da condensacao de uma molécula de acido cinamico participando da fase
dependente de luz da fotossintese, durante a qual, catalisam o transporte de elétrons.

O grupo dos fendis incluem os flavonoides, que sédo substancias de origem natural, onde
a sintese ndo ocorre na espécie humana e sdo encontrados em diversos alimentos.
Quimicamente, os flavonoides constituem substancias aromaticas com 15 atomos de carbono
no seu esqueleto basico, seu peso molecular € baixo, possui dois anéis benzénicos ligados
através de um anel pirano (LOPES, 2000), conforme mostra a figura 2.

Figura 2— Estrutura base dos flavonoides.

Fonte: TRUEBA 2003

Ha mais de 8000 diferentes flavonoides, que podem ser divididos em subdasses.
explicacdo para a existéncia de uma grande variedade estrutural de flavonoides se explica pelas
modificagcdes que o composto sofre, dependendo da substituicdo e do nivel de oxidagdo nos
anéis (AVELAR, 2015 Somente no anels®a quatorze subclassasde as principais sdo: 0s
flavonais, flavonas, flavanonas, flavanas, isoflavonoides e antocianinas.

As diferentes classes de flavonoides podem ser isoladas med@nieast
cromatograficas e identificados por espectrofotometria em massa, ao isolar cada flavonoide é

possivel comparar as diferentes caracteristicas do mel nas espécies botanicas em estudo.
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4.4.1 Flavonol

O flavonol é um fito quimico encontrado em altas concentracdes em uma variedade de
plantas, alimentos e bebidas. E uma das classificacdes dos flavonoides e incluem os
componentes quercetina, canferol, mircetina e rutina. Sendo a quercetina a principal
representante desta classe. A coloracdo desta € amarelo pélido.

A quercetina é um potente antioxidante, capaz de reduzir congestdo nasal, espirros e
irritacdo nos olhos ocasionado pelas alergias. Seu poder antioxidante ajuda na estabilidade da
membrana celular, também funciona como um eficaz anti-inflamatério natural (AGUSTI,
2013).

O consumo do flavonol tem sido associado com uma variedade de efeitos benéficos
incluindo o aumento da atividade de superoxidos dismutase de eritrécitos (uma enzima
antioxidante encontrado nas células sanguineas), uma diminuicdo no dano de DNA de linfécitos
e ha um aumento na capacidade antioxidativa (HENEMAN, 2008). A figura 3 mostra a estrutura

guimica do flavonol e o quadro 2 informa os radicais presentes.

Figura 3 - Estrutura quimica do flavonol.

Ry

Fonte: BHAGWATet al, 2011.

Quadro 2- Radicais presentes nos componentes do flavonol.

FLAVONOL R1 R2
Canferol H H

Miricetina OH OH
Quercetina OH H

Fonte: Adaptado de Bhagwettal, 2011.
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4.4.2 Flavonas

As flavonas séo protetores quimicos naturais, que absorvem luz em comprimentos de
ondas mais curtos, ultravioleta. Desta maneira protegem as células vegetais dos danos causado:
pela foto-oxidagéo, confere o pigmento amarelo em flores.

As flavonas séo essenciais na alimentacdo, podendo ser encontradas em frutas citricas,
cereais, vegetais e ervas. Possuem propriedades antioxidantes, anticarcinogénica, anti-
inflamatoria, antiestrogénica (SILVA, 2009). A figura 4 mostra a estrutura quimica da flavona
e o0 quadro 3 informa os radicais presentes.

Figura 4 — Estrutura quimica das flavonas.

HO f%ﬁf‘]m H“’M 5

Fonte: Bhagwaget al, 2011

Quadro 3- Radicais presentes nos componentes da flavona.
FLAVONA R1
Apigenina H

Luteolina OH
Fonte: Adaptado de Bhagwettal, 2011.

4.4.3 Flavanonas

Encontradas em frutas citricas como a laranja, € o principal agente causador do sabor
amargo. A flavanona é um flavonoide de coloracdo amarelo palido que desempenha um papel
muito importante no organismo humano.

A ingestédo diaria de flavanonas, de acordo com estudos epidemioldgicos, apresenta
propriedades antioxidantes, anti-inflamatoria, antialérgica, inibidores de enzimas, influéncia
sobre o sistema sensorial, efeito analgésico, anestésico local e atividade antiviral. A figura 5

mostra a estrutura quimica das flavanonas e o quadro 4 informa os radicais presentes.
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Figura 5- Estrutura quimica das flavanonas.
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Fonte: Bhagwagt al, 2011

Quadro 4- Radicais presentes nos componentes das flavanonas.

FLAVANONAS R1 R2
Hesperitina OMe OH
Naringenina OH H
Eriodictiol OH OH

Fonte: Adaptado de Bhagwettal, 2011.

4.4.4 Antocianinas

E um pigmento vegetal responsavel por uma grande variedade de cores observadas em

flores, frutos, algumas folhas, caules e raizes de plantas (CASTANEDA, 2009). A coloracéo

varia desde o vermelho (condicdo acida) até o azul ou amarelo (condi¢cdo alcalina). Podem ser

encontradas em uma variedade de frutas vermelhas como cereja, morango e amora.

Possui muitas fungdes, dentre elas est4 a atracédo de polinizadores de sementes, protecac

contra danos provocados pela luz UV na folha, atuando como filtro e melhorando e regulando

a fotossintese. Na dieta humana pode ser considerada uma importante aliada na prevencgéao e/ot

retardamento de doencas cardiovasculares, do cancer e doencgas neurodegenerativas, devido a

seu poder antioxidante. A figura 6 mostra a estrutura quimica das antoceaigasdro 5

informa os radicais presentes.
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Figura 6- Estrutura quimica das antocianinas.

Fonte: Bhagwagt al, 2011

Quadro 5- Radicais presentes nos componentes das antocianinas.

ANTOCIANINAS |R1 R2
Cianidina H OH
Delfinidina OH OH
Malvidina OMe OMe
Peonidina H OMe
Petunidina OH OMe

Fonte: Adaptado de Bhagwettal, 2011.

4.45 |soflavonas

Representam uma classe de compostos quimicos conhecidos como fito estrogenos.
Esses compostos sdo encontrados de forma natural em leguminosas e sao abundantes nos grac
de soja. Dentre as classificacdes das isoflavonas destacam-se a daidzina e a genisteina.

Elas agem de trés diferentes formas: como estrégenos e antiestrégenos, como inibidores
de enzimas e como antioxidantes. Na presenca dos estrogénios elas funcionam como
antiestrégenos, competindo com eles pelos sitios de ligacdo nos receptores de estrogenos
presentes na célula, evitando que este hormonio exerca seus efeitos negativos, como aumentat
o risco de cancer de mama nas mulheres (EMBRAPA, 2006). A figura 7 mostra a estrutura

guimica das isoflavonas e o quadro 6 informa os radicais presentes.
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Figura 7— Estrutura quimica das isoflavonas.

Fonte: Bhagwagt al, 2011

Quadro 6- Radicais presentes nos componentes das isoflavonas.

ISOFLAVONOIDES| R1 R2 R3
Daidzina H H H
Genisteina H H OH

Fonte: Adaptado de Flambd, 2013.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 EQUIPAMENTOS, MATERIAIS E VIDRARIAS

e Cromatografo liquido S200 PUMP Perkin Elmer;
e Balanca analitica de precisao, modelo SV-200 (Shimadzu, Japéo);
e Sistema de purificacdo de agua Milli-Q® (Millipore, EUA);

e Agitador magnético;

e Manifold;
e Cartuchos de SPE (SPE, do ing&&sid Phase Extractigncom fase estacionaria CN
(ciano);

e Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha
Eppendorf, Canada);

e Copos plasticos descartaveis;

e Béquer,;

e Bastéo de vidro;

e Pipeta de Pasteur;

e Pipeta;

e Espatula;

e Frascos para amostras.
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5.2 REAGENTES

e Metanol, grau HPLC,;

e Acido Formico, p.a.;

e Padréo de Miricetina, com pureza entre 97 a 99%
e Padréo de Luteolina, com pureza entre 97 a 99%;
e Padréo de Canferol, com pureza entre 97 %;
e Padréo de Crisina, com pureza entre 97 a 99%;

e Agua Milli-Q.

5.3 AMOSTRAS DE MEIS

As amostras utilizadas neste trabalho serdo obtidas de apicultores da regido de Passo
Fundo de diversas esta¢fes do ano de 2015/2016. Relacionando as amostras com 0s extrato:

das espécies botanicas através de flavonoides presentes em cada amostra.
5.4 PADROES DOS FLAVONOIDES

Os padrdes de flavonoides que serdo analisado = - canferc’ " a, crisina,

Np— .
5.5 PROCEDIMENTO ANALITICO

Primeiramente ser4d medida a massa de ii g de amostra em copinhos plasticos,
enumerando de acordo com o numero da amostra—Josteriormente a amostra sera solubilizada
em 10 mL de agua de Milli-Q (pH=3, ajustado com &cido fosférico) aquecida a

aproximadamente 40 °C. Apés segue para o procedimento analitico.
5.5.repara(;z§o dos cartuchos de SPE com fase estacionaria ciano
a) Enumerar cada cartucho de acordo com o numero da amostra e colocar no Manifold

(equipamento para movimentacao de fluidos).

b) Acoplar, o Manifold, a bomba a vacuo.


Hespiridina e Quercitina 


etanol P.A



Mel 


5.5.1 Preparo das amostra de mel
5.5.2 Preparo das amostras das espécies botânicas


5.6 
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c) Checar se todas as valvulas de saida, do Manifold, estéo fechadas.

d) Para ativar a fase estacionaria dos cartuchos, adicionar 3 mL de metanol.

e) Ligar a bomba a vacuo e abrir aos poucos as valvulas de saida do Manifold. Cuidando
sempre para que a fase estacionéria do cartucho nao fique seca. Deve-se fechar a valvula
antes que todo o metanol passe pela fase estacionéria.

f) Adicionar 3 mL de agua de Mill®.

g) Ligar a bomba a vacuo e abrir aos poucos as valvulas de saida do Manifold. Cuidando
sempre para que a fase estacionéria do cartucho nao fique seca. Deve-se fechar a valvula
antes que toda a 4gua passe pela fase estacionéria.

h) Apos todos os cartuchos terem sido ativados com metanol e agua de Milli-Q, adicionar
aos poucos as amostras em estudo nos seus respectivos cartuchos, cuidando sempre par
ndo deixar secar a fase estacionaria do cartucho.

i) Quando toda a amostra for transferida do copinho plastico para o cartucho de SPE,
deixar que toda a amostra passe pela fase estacionaria e apoés isso, deixar sob vacuo, pot
aproximadamente 1 minuto. Fechar a valvula de saida do Manifold.

j) Lavar o cartucho de SPE adicionando 3 mL de aguaillie® abrir as valvulas de
saida e deixar que toda a 4gua passe pela fase estacionaria. Apés isso, deixar sob vacuc
por aproximadamente 1 minuto. Fechar a valvula de saida do Manifold.

k) Desligar a bomba a vacuo e tirar o vacuo do Manifold.

[) Abrir o Manifold e colocar dentro o rack com os tubos de ensaio.

m) Fechar o Manifold cuidando para que cada agulha deste fique dentro do seu respectivo
tubo de ensaio.

n) Acoplar novamente a bomba a vacuo ao Manifold.

0) Adicionar em cada cartucho de SPE 2 mL de metanol

p) Ligar a bomba a vacuo e abrir aos poucos as valvulas de saida do Manifold.

g) Apos todo o metanol passar pelo cartucho, fechar as valvulas e desligar a bomba a
Vacuo.

r) Transferir as amostras dos tubos ensaio para 0s seus respectivos frascos.

s) Injetar no cromatografo.

5.6 CONDICOES CROMATOGRAFICAS


Olhar procedimento da Caren e deixar em texto corrido



5.6.1

27

Condi¢bes cromatogréficas para flavonoides em estudo

As condi¢des cromatograficas serdo as seguintes:

Coluna cromatogréfica: C18, devido sua compatibilidade para andlise de diversos
COMpostos;

Volume de injecdo da amostra na coluna serf0dé.;

Fase movel: Solucdo de 4gua 0,3% &acido férmico (Canal A) e solugédo de metanol 0,3%
acido formico (Canal B);

Vazao da fase mével sera de 0,8 mL min-1;

Comprimento de ond&60 nm;

O gradiente da fase movel que sera utilizado se encontra na Tabela 3:

Tabela 3- Gradiente da fase movel que sera utilizado.
Tempo (min) Agua 0,3 % Ac. Formicc Metanol 0,3% Ac. Formicc

0,5 25 75
15 35 65

3 45 55
3,5 25 75

Fonte: autoria propria



6 CRONOGRAMA

Quadro 7- Cronograma de atividades.

2016

2017

Etapas

Ago |5et

Cut

MNowv

Dez

lan

Mar

Abr

Mai

Escolha do tema

Revisdo de literatura

Entrega a orientadora

Ajustes finais

Entrega do projeto

Defesa do projeto

selecionar amostras de meis da regido
de Passo Fundo

Preparar os extratos de espécies
botdnicas para analise cromatografica

Preparo das amostras de méis para
analise cromatografica

Andlise cromatografica dos extratos das
espécies botdnicas

Andlise cromatografica das amostras de
meis

Resultados obtidos

Conclusdo do projeto

Defesa do projeto final

Fonte: autoria propria
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7 ORCAMENTO

7.1 RECURSOS HUMANOS

Orientadora: Dr. Maria Tereza FriedricRProfessora do curso de Quimica do ICEG-

UPF.

Executoras: Luana Luviza Bombardelli e Thanise Teston Pagardnadémicas de

Engenharia Quimica FEAR-UPF.

7.2 RECURSOS FisICOS

Laboratério Cromatografia do Centro de Pesquisa em Alimentacdo (CEPA)-UPF e

Laboratério de Aulas Praticas do Curso de Engenharia de Alimentos e Engenharia Quimica.

7.3 MATERIAIS PERMANENTES
N&o a nada hé& adquirir.

Tabela 4 - Materiais de uso permanente

29

ITEM

CUSTO (R$)

01 Computador
01 Impressora
01 Mesa tipo escrivaninha
01 Cadeira
01 Balanca analitica
01 Agitador magnético
01 Cromatografo liquido com detector UV
01 Capela de exaustao de gases
05 Pipetas Volumétricas
05 Micropipetas
Ponteiras para micropipetas
Vidraria Basica
Estufa
TOTAL

1.800,00
300

200

150
5.000,00
450
100.000,0(
6.000,00
250
1.000,00
100

400
3.000,00
120.650,0(

Fonte: autoria propria



7.4 RECURSOS E MATERIAIS DE CONSUMO

N&o a nada hé& adquirir.

Tabela 5 - Recursos e materiais de consumo

ITEM CUSTO (R$)

01 Pacote de folhas A4 para impressao
01 Cartucho de tinta preto para impressora
01 Cartucho de tinta colorido para impresso
01 Caneta azul ou preta
01 Avental de algodéao
01 Caixa de luvas de procedimento
Reagentes

TOTAL

16
90
120

60
16
500
805

Fonte: autoria propria.
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