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RESUMO

LIANDA, Regina Lucia Pelachim. Caracterizacdo de mel de Apis mellifera pelo seu
perfil em substancias fendlicas por cromatografia liquida de alta eficiéncia e avaliacdo
da atividade biologica. Seropédica. UFRRJ, 2004. 142p. Dissertacdo de Mestrado em
Quimica Organica, Quimica de Produtos Naturais.

Este trabalho descreve a idertificacdo de acidos fendlicos e flavondides em cinco
amostras de mel silvestre e seis amostras de mel laranjeira obtidas de diferentes regides
geograficas. As amostras de més foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos e UV-visivel. A andise do perfil
cromatografico associado ao estudo dos espectros de ultravioleta acumulados a | 250-380
nm, permitiu identificar os écidos fendlicos e flavondides em uma Unica corrida de 40
minutos. Para as amostras de mel silvestre foram identificados os acidos gdlico, vanilico,
para-cumarico, para- metoxi-benzdéico, para-metoxi-cindmico, para-hidroxi-benzoico,
protocatecuico e sindpico, e o flavondide morina, enquanto para as amostras de mel
laranjeira foram identificados os éacidos galico, vanilico, para-cumérico, para-metoxi-
cindmico, para-hidroxibenzéico, protocatecuico, siringico, sindpico e cindmico e 0s
flavondides quercetina e rutina. Além desses &cidos, para a amostra RLL 20 (mel laranjeira
de Taubaté-SP) foi isolado e identificado, pela primeira vez, o flavonol morina.

A técnica de cromatografia liquida de ata eficiéncia mostrou-se eficiente e
reprodutiva na caracterizacdo das substancias fendlicas encontradas nas onze amostras de

méis estudados.

O estudo perfil cromatogréfico para as substancias fendlicas permitiu estabelecer a
composicdo para os més monoflorais, oriundos de diferentes regides geogréficas, pois
estes ndo mostraram ateraces qualitativas drasticas. Estas substancias poderdo vir a ser
usadas como marcadores quimicos para a caracterizacdo da origem boténica e/ou
geograficado mel de Apis méllifera.

Dentre as diversas substancias contidas no mel destacam se as substancias fendlicas,
devido as importantes atividades bioldgicas, tais como atividades antimicrobianas,
antiinflamatdrias, antiproliferativas e antitumorais.

Os ensaios biol6gicos avaliaram a atividade antitumoral in vivo ein vitro da fracdo
rica em compostos fendlicos do mel silvestre proveniente da cidade de Itararé SP, sobre o
crescimento do carcinoma de Erlich em camundongos. A citotoxicidade mostrouse pouco
significativa para a atividade antitumora in vitro (25% de inibi¢do do crescimento), porém
os resultados in vivo mostraram significativa inibicdo do crescimento do tumor e aumento
da sobrevida dos animais (67% dos animais ficaram isentos de tumor apds 75 dias de
tratamento). Os estudos de atividade biolégica do extrato do mel sdo preliminares, mas
revelam-no como potente agente terapéutico.

Palavras chaves; Acidos fendlicos, Flawndides, Mel, CLAE, Atividade Antitumoral.
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ABSTRACT

LIANDA, Regina Lucia Pelachim.. Characterization of Apis mellifera honey by high-
performance liquid chromatography phenolics compounds profile and biological
activity evaluation. Seropédica. UFRRJ, 2004. 142p. Dissertacdo de Mestrado, Quimica
Organica, Quimica de Produtos Naturais.

This work describes the identification of phenolic acids and flavonoids present in
five samples of wild honeys and six of citrus honey from different geographical regions.
The honey samples were analyzed by high-performance liquid chromatography with a
diode-array detector and UV-Vis. The HPLC phenolic profiles and the UV spectra obtained
by diode-array detector at ? 250-380 nm, allowed to identify phenolic acids and flavonoids
in approximated 40 minutes. In the wild honey samples were identified the galic, vanillic,
para-coumaric, para-methoxy benzoic, para-methoxy-cinamic, para-hydroxy-benzoic,
protocatecuic and sinapic acids, and morin flavonoid, while the citrus honey samples were
identified mainly galic, vanillic, para-coumaric, para- methoxy-cinamic, para- hydroxy-
benzoic, protocatecuic, syringic, sinapic e cinamic acids, and quercetin and rutin
flavonoids. In the RLL 20 sample (citrus honey — Taubaté-SP) were identified and isolated,
in the first time, the morin flavonoid.

The HPLC technique has been showed to be efficient and reproductive in the
characterization of the phenolic compounds present in eleven honey samples.

The chromatographic profiles of the phenolic compounds allowed establishing the
composition from monofloral honeys from different regions geographical, because they did
not show any major qualitative differences. These compounds would be used as chemical
markers for the botanical and/or geographica origin of Apis mellifera honey.

Among several compounds contained in honey, the phenolic compounds, such as
phenolic acids and flavonoids have been described to contain biological activities,
including antibacterial, antioxidant and antitumor activities.

Despite of the identification of many phenolic compounds in honeys, the biological
activity was carried with the mainly fraction of the phenolic compounds from wild honey
from Itararé-SP. The antitumor activity was tested both in vitro and in vivo on Erlich
carcinoma in mouse. The citotoxicity showed moderate antitumor activity in vitro (25% of
increase inhibition), however in vivo the results showed significative inhibition of tumor
increase and advance of animals survival (67% of the animals didn’t showed tumor after 75
days of treatment). These studies of the biological activity of the extracts of honey were
only preliminary but they showed that phenolic compounds might have therapeutic
potential.

Keywords: Phenolic acids, Flavonoids, Honey, HPLC, Antitumor Activity
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1-INTRODUCAO

1.1-O Mel

O mel é o produto mais importante da abelha (no Brasil, Apis mellifera) do ponto de
vista quantitativo e econdmico, e foi, também, o primeiro usado pelo homem em épocas
antigas. A histéria do uso do mel esta paraela a histéria do lmmem, e em cada cultura a
evidéncia disto pode ser encontrada no seu uso como uma fonte de alimento e como um
simbolo empregado em cerimonias religiosas, magicas e terapéuticas (CARTLAND, 1970;
CRANE, 1980; ZWAENEPREL, 1984).

A utilizacdo do me na nutricdo humana ndo deveria limitar-se apenas a sua
caracteristica adogante, como excelente substituto do agUcar, mas, principamente, por ser
um alimento de alta qualidade, rico em energia e inlmeras outras substancias benéficas ao

equilibrio dos processos biol 6gicos de nosso corpo.

O mel é uma mistura de substancias naturais de sabor doce produzida pelas abel has,
a partir da coleta do néctar das flores ou de secregdes de partes de plantas ou de excrecfes
de insetos que sugam partes das plantas, e que se transformam e combinam com as
substancias especificas de seus proprios organismos, ficando armazenados nos favos das
colméias aé o amadurecimento. Esta € a definicio gerd do mel no CODEX
ALIMENTARIUS COMMISSION (1990) em que todas as caracteristicas comercialmente

requeridas do produto sdo descritas.

O néctar, por sua vez, advém do fluido circulante de plantas vasculares. Esse fluido
que distribui nutrientes para o tecido vegetal é oriundo de dois sistemas. floema (sistema
vascular que conduz matéria organica) e xilema (sistema vascular que conduz agua e
minerais, DE MARIA & MOREIRA, 2003). Ele € produzido pelas plantas com o intuito de
atrair insetos, para promover a polinizagdo. E polen é o elemento fecundante das flores das

plantas fanerdgamas.
A elaboracéo do mel resulta de duas modificagdes principais (reagdes) sofridas pelo
néctar, uma fisica pela desidratacdo (eliminacéo da égua), através da evaporacdo na colméia

e absor¢do no papo (vesicula melifera), a outra reacdo quimica que atua sobre o néctar,



transformando a sacarose, através da enzima invertase, em glicose e frutose. Ocorrem mais
duas reacOes, em escala menor, que consistem em transformar o amido do néctar, atraves
da enzima amilase, em maltose e a enzima glicose-oxidase transforma a glicose em écido
gliconico e perdxido de hidrogénio. Em outras palavras, o néctar sofre no trajeto da boca ao
papo (vesicula melifera) acdo definitiva das enzimas. invertase, amilase e glicose-oxidase
estando pronto assim para ser regorgitado nos avéolos do favo, continuando parte das
reacOes nestes alvéolos, assim ocorre a maturacdo do mel, culminando com a operculagdo
dosfavos (LENGLER, 2004).

O mel é basicamente uma mistura complexa de aglicares altamente concentrada. Sua
composicdo quimica dependente de muitos fatores tais como: espécies colhidas, natureza
do solo, raca de abelhas, estado fisiologico da colbnia, estado de maturagdo do mel,
condicBes meteoroldgicas, etc. Por detrés dessa aparente simplicidade, esconde-se um dos
produtos biolégicos mais complexos. Sendo assim, € considerado o produto mais
importante da abelha do ponto de vista quantitativo e econdmico. E 0 seu valor comercial
esta relacionado a sua origem floral, que € um dos principais parametros de qualidade.
Alguns méis monoflorais sdo mais apreciados do que outros devido as suas propriedades de
aroma e sabor, bem como atributos farmacol 6gicos. O aroma € um dos atributos sensoriais

mais atraentes do consumidor.

O sabor, a cor e 0 aroma variam de acordo com sua origem botanica, clima, solo,
umidade, altitude e até mesmo a manipulacdo pelo apicultor pode aterar as caracteristicas
do mel.

Como caracteristicas gerais ndo sdo permitidas substancias estranhas a sua
composicdo, nem adicdo de corretivos de acidez. E proibido a adicio de corantes,
aromatizantes, espessantes, conservadores e edulcorantes de qualquer natureza, sejam eles
naturais ou sintéticos (CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 1990).

O mel é origin&rio do néctar de mais de 2500 tipos de flores de plantas diferentes,

por isso possui caracteristicas extremamente variavels (LENGLER, 2004).
Quanto a origem floral o mel pode ser classificado:

a) Mel deflores, estes podem ser: i) méis uniflorais ou monoflorais - quando o mel é

produzido, principalmente, a partir do néctar de uma Unica espécie floral, por exemplo o



mel de angico, de eucdipto, de laranjeira, etc; ii) méis multiflorais, poliflorais ou
heteroflorais - quando o mel é produzido de néctar coletado de diversas flores de origens

florais diferentes, por exemplo, silvestre.

b) Méis de melato (“honeydew”) que sdo méis obtidos primordialmente a partir de
secrecOes de insetos sugadores de plantas, que se encontram sobre elas, mas também de
secregOes produzidas por algumas plantas, de néctar extrafloral, nas juntas das folhas
(SAWYER, 1975).

Para que 0 nome da planta apicola possa ser citado no rétulo € necessario que tenha
no minimo 45% de dominancia e segja colhido, igualmente, de uma regido com
predominanciafloral na area de visitaco das abelhas do apiario (BARTH, 1989).

Omel e 0 pdlen sdo dois produtos da colméia que resultam diretamente da
atividade de coleta das abelhas. Um terceiro € a propolis, algumas vezes chamado cola de
abelha, que sdo usados para impermeabilizar suas colméias ou as cavidades do ninho. O
nome propolis € derivado do grego pro (em defesa de); e polis (a cidade), o que quer dizer:

“em defesa da cidade ou da colméia”.

Outros trés produtos da colméia, comercialmente cultivados, ndo sdo materiais
vegetais processados, mas secrecOes das proprias abelhas. Esses produtos sdo as ceras de
abelha, produzidas nas glandulas abdominais e usadas para construcéo de favos; a geléia
real ou leite de abelhas, produzidas nas glandulas da cabeca e usada para aimentar as
larvas, e a apitoxina que € o veneno das abelhas operarias de Apis mellifera purificado.

Considerando-se 0 peso, 0 mel é o menos dispendioso destes seis materiais para o
apicultor produzir. Depois vem a cera de abelha, o pélen e, entdo, a propolis. A geléiareal e
aapitoxina- os mais dispendiosos de todos— sdo coletados em quantidades diminutas e sua

producdo envolve muito trabalho e cuidado.

A composicdo exata de qualquer mel depende, principamente, das fontes vegetais
das quais ele € derivado, mas também do tempo, solo, e de outros fatores e dois méis nunca
sdo idénticos. Levando em conta a grande variedade do clima e da flora, extremamente rica

no Brasil, a producéo de mel e sua composi¢cdo merecem especial atencéo.



1.2 - Composicao e Caracteristicas Fisicasdo Mel

A composicdo quimica do mel depende de varios fatores, dos quais se sdlientam: a
especie de abelhas, tipo de solo e de flora e o estado fisiologico da colénia. Alguns dos
componentes sdo devido a maturacdo do mel, alguns sdo adicionados pela abelha e alguns
s80 derivados das plantas. O mel de uma mesma origem floral pode variar devido a
mudancas climaticas da estacdo ou devido a diferentes origens geograficas (ANKLAM,
1998). Pequenas alteracdes na composicao quimica do mel podem ser atribuidas aos efeitos

de processamento e estocagem do mel (TAN et al., 1989a).

O me é usudmente aguecido até 32-40°C com o intuito de diminuir sua
viscosidade, isso facilita a extracdo e filtracdo. Essa temperatura € similar a da colméia e
ndo afeta 0 mel durante um periodo de processamento relativamente curto (ANKLAM,
1998).

A variedade infinita € de fato, uma grande atracdo do mel, e pode ser uma fonte
inesgotavel de pesguisas e estudos. De um modo gera podemos dizer que o me é
congtituido por trés componentes essenciais. agua (17%), glicidios (80%) e substéncias
diversas (3%), como aminoé&cidos, proteinas, enzimas, &cidos organicos e matérias
minerais.

Os acUcares representam 95 a 99% da matéria seca do mel. Geramente, a frutose €
mais abundante do que a glicose (Tabela 1), e esta predominancia de aglcares simples, e
particularmente a porcentagem elevada da frutose, sdo responsdveis pela maioria das
caracteristicas fisicas e nutritivas do mel. Quantidades pequenas de outros aclcares também
estdo presentes, como dissacarideos (sacarose, maltose e isomaltose) e alguns trissacarideos
e oligossacarideos. Por se apresentarem em pequenas concentragcdes, sua presenca em
maiores quantidades pode ser indicativa de adulteracdo e qualquer variacdo de sua
concentracdo pode ser Util na determinacdo da origem botanica do mel. A Tabela 1 expde
as porcentagens médias e extremas dos constituintes principais de algumas amostras de

méis.



Tabela 1: Composicéo bésicado mel (WHITE, 1975).

Componentes Média Desvio padréo Variacao
Agua (%) 17,2 1,46 13,4 - 22,9
Frutose (%) 38,19 2,07 27,25 - 44,26
Glicose (%) 31,28 3,03 22,03 - 40,75
Sacarose (%) 131 0,95 0,25- 7,57
Maltose (%) 7,31 2,09 2,74 - 15,98
AcUcares totais (%) 1,50 1,03 0,13- 8,49
outros (%) 31 1,97 0,0- 13,2
pH 3,91 - 3,42- 6,10
Acidez livre (meg/kg) 22,03 8,22 6,75 - 47,19
Lactose (meg/kg) 7,11 3,52 0,00 - 18,76
Acidez total (meg/kg) 29,12 10,33 8,68 - 59,49
Lactose/Acidez livre 0,335 0,135 0,00 - 0,950
Cinzas (%) 0,169 0,15 0,020 - 1,028
Nitrogénio (%) 0,041 0,026 0,00- 0,133
Diastase 20,8 9,76 21-612

Além dos aglcares em solugdo, 0 mel também contém &cidos organicos, enzimas,
vitaminas, acetilcolina, flavondides, minerais e uma extensa variedade de compostos
organicos que contribuem para sua cor, aroma e sabor, e que até agora ainda ndo sao
totalmente conhecidos. Todos estes compostos menores somados, representam em massa,

uma pequena parcela do mel.

A cor do mel reflete a sua composicéo, acredita-se que tanto mais escuro quanto
maior € o teor de substéncias minerais presentes, apesar de ndo confirmado. O peso total
dos elementos minerais (teor de cinza total) varia de 0,02% a valores proximos de 1%

(WHITE, 1975); e o principal mineral constituinte do mel € o potassio. O contelldo muito



alto (1%) é bem provavel ser encontrado em mel de melato, podendo até ser usado como

indicador desses méis.

Muitos dos més distribuidos comercialmente tem sofrido agum grau de
processamento fisico, como filtragdo, centrifugacdo e decantacdo, com a finalidade de

remover partes de insetos, gréos de pdlen e particulas de cera.

O mel contém também, &cidos organicos (o pH médio é de cerca de 3,9) que
representam menos gque 0,5% dos sdlidos, podendo ser responsaveis, em parte pela
excelente estabilidade do mel frente a microorganismos, e também realcando o0 seu
sabor. Na literatura, pelo menos 19 &cidos orgéanicos de baixo peso molecular do mel ja
foram citados (CRANE, 1990). Sabe-se que 0 &cido glucdnico esta presente em maior
guantidade; ele é produzido pela acdo da enzima glicose-oxidase, proveniente das
glandulas hipofaringeanas das abelhas. Ja em menor quantidade, pode-se encontrar
outros é&cidos como: formico, acético, benzdico, butirico, lactico, oxdico, malico,
succinico, piravico, glicdlico, citrico, fenilacético, tartérico, maleico, piroglutamico,
valérico (STRINSON et al., 1960; WHITE, 1975, ANDRADE et al., 1997,
HUIDOBRO et al., 2002).

TAN et al. (1988) constataram aguns acidos arométicos no mel unifloral de
manuka (Leptopermum scoparium) gque ndo estavam presentes no néctar de suas flores.
Os méis de manuka e de viperina (Echium wvulgare), apresentam alta atividade
antimicrobiana, podendo essa atividade estar relacionada com a presenca de alguns tipos
de &cido (WILKINS et al., 1993).

Os derivados de acidos fendlicos também devem ser destacados, visto que muitos
deles sdo importantes por conferir aroma e sabor. Segundo AMIOT et al. (1989) os
compostos fendlicos de méis podem ser divididos em trés grupos: &cidos benzdicos e seus
ésteres; acidos cindmicos e seus ésteres e flavonoides agliconas. A proporgdo desses trés

grupos varia enormemente nos méis conforme as origens florais.

Assim como estes &cidos, o mel contém, também, aminoécidos. WOOTON et al.
(1976) constataram em seis amostras de méis australianos 0s seguintes aminoacidos livres:
leucina, isoleucing, histiding, metionina, alanina, fenilaanina, glicina, acido aspartico,

treonina, serina, acido glutamico, prolina, valina, cisteina, tirosina, lisina e arginina.



Dentre esses aminoacidos, a prolina, proveniente das secrecfes salivares das abelhas,

€ 0 gue apresenta 0s maiores valores, variando entre 0,2% e 2,8%.

Em geral, a maior importancia dos aminoécidos é que eles podem fornecer
“impressdes digitais’ que distinguem um tipo de mel de outros, e méis auténticos, de
substancias sintéticas disfarcadas em mel. Os aminoacidos sdo produtos da quebra de
proteinas que existem também em quantidades minimas em méis normais, provenientes das

abelhas mais do que das plantas.

Outros componentes menores do mel, como 0s materiais "flavorizantes' (aldeidos e
acoois), pigmentos, acidos e minerais, influenciam consideravelmente nas diferencas entre
tipos de mel.

AMIOT et al. (1992) detectaram alguns flavonoides presentes no mel de girassol
(conhecidamente rico em flavondides). Outros trabalhos também foram relatados na
literatura descrevendo os flavandides como marcadores da origem floral (TOMAS-
BARBERAN et al., 1993a; 1993b; 1994; 2001).

A composicdo quimica do mel, também, pode sofrer ateracbes devido a
adulteracOes. Essas alulteragOes sdo baseadas em dois principios diferentes: diluicdo do
mel com adicdo de agua e extensdo com aclicar e xarope; e outra adulteracdo devido a
abelha ser alimentada com acUcar e xarope ou mel artificial, com posterior rotulacéo de

acordo com a origem floral ou geografica (ANKLAM, 1998).

A &gua é o segundo componente em niveis quantitativos e o0 seu indice é critico,
pois afeta 0 armazenamento. Somente os méis com menos de 18% de &gua, podem ser
armazenados com pouco ou nenhum risco de fermentacdo STONOGA & FREITAS,
1991). O teor de &gua no mel depende de diversos fatores, tais como, condigdes do néctar e

umidade da colméia, bem como do tratamento durante a extracéo e armazenamento.

O contelido de &ua do mel pode variar de 15 a 21%, sendo normamerte
encontrados niveis de 17% (MENDES & COELHO, 1983). Apesar da legidacéo brasileira
permitir um valor méximo de 20%, valores acima de 18% ja podem comprometer sua
qualidade final. Entretanto, niveis bem acima desses valores ja foram encontrados por
diversos pesguisadores em diferentes tipos de mel (CORTOPASSI-LAURINO & GELLY,
1991; AZEREDO & AZEREDO, 1999; MARCHINI, 2001).



Em condicBes especiais de nivels elevados de umidade, o0 mel pode fermentar pela
acd de leveduras osmofiliticas (tolerantes a0 agUcar) presentes também em sua

composicdo. Segundo CRANE (1985), a maior possibilidade de fermentacdo do mel esta

ligada ao maior teor de umidade e leveduras.

Atividade enzimédtica poderia ser uma medida de exposicdo do mel ao aquecimento
em processamento ou estocagem do mesmo. Entretanto esse valor € menos exato do que o
contelido de HMF (hidroximetilfurfural), porque a atividade enzimética varia muito para
diversos méis. Isso é devido ao fato de que diferente quantidade de saliva contendo enzimas
pode ser adicionada pelas abelhas ao mel sob condigdes diferentes. A atividade da enzima
diastase em mel € relacionada ao tratamento de aquecimento (ANKLAM, 1998). De
gualquer forma o nimero diastase e o contelido de HMF sdo dois parémetros usados para
avaliar o frescor do mel. Algumas legislacBes usam somente o nimero diastase para avaliar
0 grau de frescor do mel (SANCHO et al., 1992). Segundo DE MARIA & MOREIRA
(2003) o furfura é altamente reativo e, portanto, niveis mais baixos de furfura poderiam

ndo refletir de maneira fidedigna o processamento inadequado do mel.

Apesar de um prazo méximo para consumo do mel, também deve ser observado
que, em alguns casos, sua comercidizacdo sO pode ser feita apds um periodo de
armazenamento. Um estudo foi feito com 15 amostras de méis Citrus espanhois, de
diferentes variedades de lim&o (Citrus limon Burm.), laranja Citrus sinensis Osbeck,
Citrus aurantium L.) e outro tipo de laranja Citrus deliciosa Ten.), com 0 objetivo de
estudar a variagdo de antranilato de metila (substarcia usada como marcador quimico),
HMF, nimero diastase e perfil de aglcares durante o periodo de transicdo para a
comercializagdo. Dessas quinze amostras, quatro foram selecionadas de acordo com valores
meédios obtidos para avdiacdo da quantidade de sacarose. Uma importante perda de
sacarose entre 63 e 81% do seu valor inicial foi observada apOs trés meses, engquanto
frutose, glicose, isomaltose e maltose aumentaram. Esse produto, quando fresco, ndo pode
ser comercializado, pois o valor inicia de sacarose supera excessivamente os limites legais.
De acordo com a legislagdo européia e brasileira (MOREIRA et al., 2002), esse valor ndo
deve exceder 5% e segundo a CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION (1990) néo deve
ultrapassar de 10%. Para todas as quatro amostras, esses valores foram atingidos apos trés



meses e um més, respectivamente. Em conseqiiéncia somente apds estes prazos cumpridos

esses més puderam ser comercializados (BONVEHI & COLL, 1995).

No contexto do nosso trabalho, énfase serd dada a cromatografia liquida de alta
eficiéncia como técnica cromatogréfica utilizada para andlise e separacdo das substancias
polifendlicas encontradas nas amostras de méis. Porém, antes de apresentar os resultados, é
importante abordar alguns aspectos béasicos da cromatografia.



2- ASPECTOS DA CROMATOGRAFIA

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo, que esta fundamentada
na migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interacbes entre duas fases imisciveis, a fase mével e a fase estacion&ria. A grande
variedade de combinagdo entre fases movels e estacionarias tornaa uma técnica
extremamente versatil e de grande aplicacéo (DEGANI et al., 1997)

Com o crescente interesse no descobrimento de novos metabdlitos presertes nos
produtos naturais, existe a necessidade de se separar misturas em quantidades pequenas ou
grandes, de maneira eficaz, rgpida e econdmica. Mesmo sabendo-se que é extremante
dificil satisfazer tais requisitos com as técnicas cromatograficas utilizadas comumente, € de

extrema importancia conhecer e escolher a técnica mais adequada ao problema.

O isolamento e caracterizacdo de metabdlitos especiais requerem cada vez mais a
utilizacdo de técnicas cromatogréficas modernas, que possam aumentar de forma
consideravel a sensibilidade e a seletividade da andlise dos compostos de interesse.
Atuamente, existe a possibilidade de se redizar esquemas rapidos e adequados de
separacdo e caracterizacdo, por meio de uma escolha acertada das diferentes técnicas
cromatograficas disponiveis (HOSTETTMANN et al., 2003).

A incansdvel busca de eficientes técnicas de andlise e separacdo, fez com que um
aperfeicoamento tecnol 6gico ocorresse, principalmente, com a cromatografia instrumental,

destacando- se a cromatografia em fase liquida e a em fase gasosa.

Comumente, a cromatografia convencional ndo € suficientemente eficaz para
separar substancias com estruturas quimicas muito préximas. Por outro lado, as técnicas de
cromatografia em fase liquida sob pressdo, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), com a fase estacionédria com particulas de baixa granulometria, podem realizar

separages dificeis gracas a melhores fatores de separacéo (SNYDER et al., 1988).

Os processos cléssicos baseados em cromatografia de papel (CP), cromatografia em
camada fina (CCF) e de coluna aberta convencional (CC) continuam a ser utilizados para a
separacdo e purificagdo de metabdlitos especiais, porém o avanco tecnol 6gico, fez com que
a cromatografia liquida de alta eficiéncia tomasse enorme impulso, facilitando em muito a
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andlise e o0 isolamento de substancias de baixa volatilidade, bem como aquelas termolabeis,

cuja andlise € bastante dificultada por cromatografia em fase gasosa.

Embora a cromatografia tenha sido originada como uma técnica preparativa,
desenvolvida por Tswett, para o isolamento de compostos puros de amostras complexas, 0s
avancos da cromatografia, nos Ultimos anos, tém sido maiores em sua aplicacdo como uma
técnica andlitica para a identificacéo e quantificacdo de compostos do que uma técnica de
isolamento. A principal diferenca entre a cromatografia em fase liquida classica e a
cromatografia liquida de dta eficiéncia € a utilizacdo de fases estacion&rias com
microparticulas (10, 5 ou 3 nmm). Essas fases, por serem muitos menos permeaveis,
tornaram necessaria a utilizacdo de bombas para a eluicdo da fase méve. A utilizacdo
dessas novas fases estacionarias, associada ao desenvolvimento da instrumentacéo, levou
esta técnica a um melhor aperfeicoamento em termos de resolugdo, quantificacdo e
deteccdo em um menor tempo de andlise (SNYDER & KIRKLAND, 1979).

A separacdo de uma mistura por CLAE se da por uma ou mais interacfes entre o
soluto, a fase estacionéria e a fase movel, as quais podem ser ligagbes de hidrogénio,
interacdes el etrostaticas e hidrofdbicas ou forcas de van der Waals, entre outras (SNYDER
& KIRKLAND, 1979). Os modos de separacéo podem ser classificados de acordo com a
natureza destas interacbes. S80 eles: cromatografia em fase reversa, em fase normal, por
pareamento de ions ou troca idnica e por exclusdo. Assim, a escolha do modo mais
adequado a separacdo de um soluto € baseada em sua natureza, peso molecular, polaridade
e carater idnico.

A fase estacionaria normal é compreendida por adsorventes (silica, alumina) ou
fases polares quimicamente ligadas (ciano, diol, amino), e os solventes utilizados sdo
normalmente uma mistura de solventes organicos sem a adicdo de agua, onde a fase
estacionaria é mais polar que a fase mével. As moléculas neutras menos polares sdo mais
bem separadas e menos retidas pela cromatografia em fase normal. Ja na fase estacionaria
reversa, ocorre a separacdo dos compostos polares. Enquanto na cromatografia em fase
normal a fase estacionaria € mais polar que a fase movel, na fase reversa a fase movel é
mais polar que a fase estacionéria, sendo estas fases estacionérias quimicamente ligadas. Os

grupos octadecil, octil e propil, na cadeia lateral, s8o usados na preparacdo de fases
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estacionarias a serem utilizadas em fase reversa, enquanto grupos aminoalquil, diol e
cianopropil sdo utilizados na imobilizacgo da silica, com aplicabilidade em fase normal e
reversa (MEYER, 1994).

Tanto as colunas de fase reversa quanto as de fase normal podem ser utilizados para
andlises por CLAE andlitica e semipreparativa. A diferenca entre a cromatografia
semipreparativa e analitica é que, enquanto a ultima (empregada na separacdo, identificacdo
e determinacdo das substancias usando coluna de didmetros internos de 3-5 mm e particulas
3 -5 mm) ndo se preocupa com a recuperacdo da amostra, a cromatografia semipreparativa
€ um processo de purificacéo e permite o isolamento de substéancias puras contidas em uma
mistura (AQUINO NETO & NUNES, 2003).

O uso da CLAE semipreparativa € um termo usado para incluir colunas de
didmetros internos maiores (d.i. = 810 mm), empacotadas com particulas de 510 nm, e
(teis para a separagcdo de mistura de 1 a 100 mg (SNYDER & KIRKLAND, 1979). Essa
técnica permite a separacéo de quantidades maiores por injecoes repetidas.

As condig¢des isocréticas sdo as mais adequadas para a CLAE semipreparativa, pois
os problemas de operacéo sdo reduzidos e a otimizagao da separacéo pode ser realizada em

colunas de CLAE analitica antes da transposi¢éo para a escala semipreparativa.

Na CLAE com fase reversa a fase mével mais comumente utilizada é &gua, metanol,
acetonitrila, tetraidrofurano, além de &cido formico e &cido acético, tanto em sistema
isocratico, como em gradiente. O uso de apenas esses solventes, deve-se a peguena
quantidade de solventes organicos misciveis com égua. O principio da retencdo em fase
reversa é hidrofébico, e a separacéo se deve, principamente, a interacfes entre a parte ndo-
polar do soluto (amostra) e a fase estacionaria, isto €, arepulsio desta parte da amostra pela
fase mével aguosa. A adicdo de é&cido acético e acido férmico a fase aguosa, que €
fregiientemente utilizada como modificadores de fase, deve-se a0 fato destes acidos
impedirem a ionizagdo dos grupos acidicos quando presentes na amostra, diminuirem os
tempos de retencdo e influenciarem na simetria dos picos (KARCH et al., 1976).

Na ultima década, a cromatografia liquida de ata eficiéncia (CLAE) tem sido uma
das técnicas mais utilizadas para a andlise e isolamento de substancias fendlicas,

principalmente, para os acidos fendlicos e flavondides, presentes em matrizes complexas,
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como por exemplo, alimentos, mel, polen, propolis, extratos de plantas e fluidos biol 6gicos
(HOSTETTMANN et al., 2003; MERKEN & GARY, 2000). A CLAE tem sido utilizada
de maneira rotineira como “piloto” para o isolamento em escala preparativa de polifendis
pela otimizagdo das condicdes experimentais, pelo controle de diferentes fragcbes obtidas

durante o isolamento e pelo controle da pureza final dos compostos isolados.

O progresso tecnoldgico para a CLAE tem-se refletido no desenvolvimento de
novas fases estacionarias, associadas a0 desenvolvimento da instrumentacdo e a evolucéo
das técnicas automatizadas. Efetivamente, o maior avanco verificouse no aumento da
seletividade e sensibilidade da deteccéo. O nivel de informagéo obtido € limitado pelo tipo
de detector acoplado a cromatografia liquida (CL). Detectores baseados em absor¢do de luz
ultravileta (UV), fluorescéncia, indice de refracdo, difracdo de luz e eletroquimica
proporcionam boa deteccdo e sensibilidade, porém pouca ou nenhuma informagdo
estrutural (MEYER, 1994).

A introducdo das técnicas de acoplamento, tais como CLAE/UV equipada com uma
rede de deteccdo de arranjo de fotodiodos (CLAE/UV-DAD) e o acoplamento com a
espectrometria de massa (CLAE/EM), proporcionou um real avango na identificagcdo
estrutural, em linha, de produtos naturais. O detector UV-Visivel € o mais utilizado em
CLAE, este detector possui 0 principio de absor¢do de luz ultravioleta ou visivel, por parte
da amostra, quando nela passa radiacdo eletromagnética, ou seja, € um detector seletivo

para moléculas que possuem croméforos.

A CLAE acoplada com deteccéo de arranjo de fotodiodos (DAD) tem sido utilizada
ha mais de uma década para o estudo da quimica de produtos naturais (HOSTETTMANN
et al., 1984). Atualmente, esta técnica € amplamente empregada nos laboratérios de
pesquisa.. Os espectros no UV dos produtos analisados podem dar informagdes Uteis sobre
a classe de substéncias e, no caso de polifendis, informagdes sobre a posicdo das
oxigenagdes.Os instrumentos mais modernos possuem bancos de dados com substancias de
referéncia, e uma pesquisa automatica pode comparar rapidamente estes dados com os

espectros obtidos, permitindo identificar-se compostos conhecidos (DUCREY et al., 1995).

De 1973 a 1982 houve um dramético aumento de interesse na aplicacdo de CLAE

para 0 estudo de &cidos fendlicos e flavondides em produtos naturais. As inovagoes
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tecnol 6gicas desenvolvidas em CLAE permitiram aos pesgui sadores rgpidos procedimentos
para andlises qualitativas e quantitativas dessas sustancias, com 0 uso de quantidades
extremamente pequenas de material (WULF & NAGEL, 1976; DAIGLE &
CONKERTON, 1988).

Nos ultimos anos a cromatografia liquida, principalmente CLAE com o uso de
coluna de fase reversa, tem sido aplicada para identificacdo de flavondides e é&cidos
fendlicos em alimentos, extratos de plantas e produtos apicolas MERKEN & GARY,
2000). E em gerad, o isolamento desses compostos fendlicos pode ser feito por
cromatografia em coluna aberta usando como adsorventes resinas Amberlite XAD-2, XAD-
8 e DEAE celulose (dietilaminoetilcelulose) (MAGGI et al., 1989). As forgas adsortivas
envolvidas no uso dessas resinas sdo, principalmente, interagdes de van der Waals, e os
compostos analisados contendo fendlicos e/ou grupos carboxilicos sdo influenciados pelo
pH.

Segundo os dados da literatura, separacdo e identificacdo de compostos fendlicos
por cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido apontada como uma técnica muito
promissora para estudar a origem floral e geogréfica de méis (BANKOVA et al., 1982;
AMIOT et al., 1989; FERRERES et al, 1992; SABATIER et al., 1992, TOMAS-
BARBERAN et al., 1993; ANDRADE et al., 1997), bem como, um bom método de
separacao e determinacdo de polifendis em vegetais, frutas e chas usando como detector o
arranjo de fotodiodos (SAKAKIBARA et al., 2003; MERKEN & GARY, 2000).

O grande desenvolvimento conseguido com as novas fases estacionarias,
principadmente, as fases quimicamente ligadas, fez com que estas sgjam as fases
preferencialmente usadas em CLAE analitico. Para este trabalho destacanmt se as colunas de
fase reversa octadecilsilano (C18), que séo as mais empregadas na cromatografia liquida de
alta eficiéncia em virtude, principamente, do menor custo quanto ao uso da agua como um

dos solventes na el uic¢ao.

Gragas a esse interesse, a cromatografia liquida vem se destacando como importante
técnica na andlise e identificacdo de derivados fendlicos como marcadores quimicos para a

caracterizacdo da origem floral e geografica de produtos apicolas.
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3-ASSUBSTANCIASFENOLICAS

3.1 - Rota Biossintética

Um dos aspectos fundamentais da quimica de produtos naturais € a biossintese, que
sugere 0s processos pelos quais as substéncias sGo sintetizadas nos organismos Vvivos
vegetais. Os produtos do metabolismo especia de uma planta se dividem em grupos de
substéncias que possuam semel hancas entre seus esquel etos béasi cos; cada um desses grupos
tem origem de um precursor proprio, 0 que caracteriza a biogénese das dos seus

representantes.

O conhecimento do perfil quimico aliado as propostas biossintéticas das diferentes
classes de metabdlitos da familia vegetal em estudo é muito importante no processo de
elucidacdo estrutural das substéncias. Assim, através deste conhecimento associado aos
dados fisicos obtidos de andlises espectroscopicas, pode-se propor uma estrutura preliminar

que auxilie na caracterizagdo completa dos produtos naturais isolados.

Devido as consideractes acima, foi considerado importante descrever um pouco da
rota biossintética dos derivados fendlicos, com enfoque especial para os derivados do &cido
benzéico, do &cido cindmico e, inclusive os flavondides uma vez que estes sdo
considerados possiveis marcadores biolégicos presentes nos més monoflorais e/ou
heteroflorais, podendo entdo, auxiliar na determinagdo da origem botanica e/ou geogréfica
desses produtos apicolas.

Os &cidos fendlicos naturais sgjam eles derivados do acido benzdéico ou do écido

cindmico, tém a sua origem derivada da rota do &cido chiquimico.

O &cido chiquimico é o precursor de muitos constituintes quimicos das plantas que
contenham anel aromatico em sua estrutura. As substéncias arométicas derivadas do acido
chiguimico apresentam um padréo de hidroxilacdo do anel aromético que sdo semelhantes
com as estruturas do catecol 1 (HO-1,2) ou do pirogalol 2 (OH-1,2,3) (Figura l).
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Figura 1: Estruturas do catecol 1 e do pirogalol 2.

A formac&o do &cido chiquimico procede dos precursores de trés e quatro &omos de
carbono, o fosfoenolpiruvato (PEP) e a eritrose-3-fosfato, respectivamente, através de uma
serie de etapas como ilustrado na Figura 2.

A reacdo do &cido chiquimico com fosfoenolpiruvato conduz a formagéo do
chiquimato 3-fosfato, que sob a influéncia da enzima corismato sintase, sofre a perda de
&cido fosforico produzindo o corismato. O corismato através da agdo da enzima corismato
mutase, sofre um rearranjo de Claisen para gerar o prefenato. Finalmente, a aminagdo
redutiva do prefenato forma a fenilalanina, que € um aminoacido importante na construgao
de outras substancias naturais, tais como as proteinas, acadidese o acido cindmico 3
(substancia com esgueleto Cs-C3). O acido cindmico 3 é formado a partir da fenilalanina,
pela acéo da enzima L- fenilaanina ambnia liase (PAL), que é capaz de catalisar a remocao

da amobnia (Figura 2).
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Figura 2. Propostabiossintética para o &cido cindmico (MANN, 1987).

A importancia do &cido cinamico 3, e de seus derivados &cido 4-hidroxicindmico 4
(&cido para-cumérico), acido 3,4-diidroxi-cindmico 5 (acido cafeico), acido 4 hidroxi,3-
metoxi-cinamico 6 (&cido ferdlico), &cido 4-hidroxi, 3,5-dimetoxi-cindmico 7 (&cido
sindpico) e acido 4- metoxi-cindmico 8 (&cido para-metoxi-cindmico) como constituintes
naturais e como provaveis progenitores para a formagdo de outras substéncias contendo
esqueleto do tipo Cs-Cs tem sido descrita na literatura (GEISSMAN & CROUT, 1969). A

maioria desses derivados é formado a partir de processos oxidativos e/ou de reacdes de
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metilacdo (sendo estes derivados formados pela acdo do cofator enzimético S-adenosil
metionina SAM) sobre o0 acido cindmico 3 (Figura 3).

/'O/\/COOH coon : a_-COOH
o1 A HO : ACIdO cafeico 5

Acido cindmico 3 Acido p-cumérico 4

/ SAM SAM
SAM
OCHj

/O/\/COOH ;\/@NCOOH cHgoji)/\/COOH

Acido p-metoxicinamico 8 Acido sinapico 7 Acidoferdlico 6

Figura 3. Proposta biossintética para derivados do acido cinamico (MANN, 1987).

O &cido cafeico 5 é largamente distribuido nas plantas superiores na forma de seu
éster com o0 &cido quinico; e é conhecido como &cido clorogénico 9 (acido 3-O-
cafeiolquinico; Figura 4). A formagéo do &cido clorogénico nas plantas superiores a partir
da fenilalanina (ou &cido cindmico) foi estabelecida através de experimentos de marcacdo
isotpica dos precursores com carbono quatorze (**C). Nao existe divida que a

hidroxilac&o do anel aromético é um processo metabdlico comum nas rotas biossintéticas.
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Figura 4: Estrutura do Acido Clorogénico 9.

Evidentemente, os &cidos cinamoilquinico sdo produtos finais, eles se acumulam
nas plantas, e embora exista alguma raz8 para acreditar que eles sofram alteracOes
metabdlicas, sdo colocados na rota principal de formagdo das substancias com esqueleto
Ce-Gs. Deve-se assumir que a reagdo de esterificagcdo pela qual o residuo cinamoil € ligado
a0 grupo hidroxila do &cido quinico envolve o éster do écido cinamico-CoA. Este éster
representa o0 ponto de partida para muitos tipos de metabolismos do acido cinamico:
formacéo de éster, b-oxidacdo, reducédo de aldeidos e extensdo de cadeia pela reacdo com
unidades de malonil-CoA para formar classes de substancias que possam ser representadas
por Cg-C3(Co)n.

O &cido benzoico 10 e os seus derivados &cido para-hidroxi-benzéico 11, acido
vanilico 12, &cido siringico 13, &cido protocatecuico 14, &cido gdlico 15 e &cido gentisico
16 sdo também largamente distribuidos nas plantas superiores, e ocorrem usua mente, cono
ésteres aquilicos (-COOR) ou glicosidicos (-COO-gli: agUcares ligados a hidroxila
fendlica). Na Figura 5 sdo mostrados alguns desses écidos de ocorréncia natural .
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Figura5: Derivados de acidos benzdicos de ocorréncia natural .

Dos écidos mostrados na Figura 5, o acido gdlico ((5) é derivado do &cido 3
deidrochiquimato (intermediario do &cido chiquimico, Figura 6). O &cido protocatecuico
(14) pode ser formado pela degradacéo da fenilalanina e pela hidroxilagdo do acido p-
hidroxi-benzoico (11). A hidroxilac8o direta do &cido protocatecuico (14) para formar o
&cido gdlico (15), embora rara, também é conhecida (Figura 6).
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Figura 6: Biossintese do Acido Gélico 15 (MANN, 1987).

Pela rota biossintética observa-se que pequenas alteragtes metabdlicas no acido 3-
deidrochiquimico sdo necessarias para produzir os &cidos aromaticos, derivados do écido
benzaéico.

Os é&cidos p-hidroxibenzoico 11, vanilico 12, siringico 13, protocatecuico 14 e
gentisico 16 sdo originados de fenilalanina ou &cido cindmico. Similarmente, os &cidos
ferdlico 6 e sindpico 7 podem ser convertidos ao &cido vanilico 12 pela perda de dois

atomos de carbono.

O esqueleto basico dos flavondides, dois anéis arométicos conectados por uma
ponte de trés atomos de carbono (Ce-Cs-Cs), resulta de rotas biossintéticas separadas: a do
acido chiguimico e a do acetato, via acido malénico. A via do &cido chiquimico origina a
fenilalanina, precursor do &cido cindmico, sendo este responsavel pelo anel aromatico B e a
ponte de trés carbonos. O outro anel aromatico, anel A do esqueleto béasico dos flavonoides

é formado pela rota do acetato (Figura 7).
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Figura 7. Esgueleto basico dos flavonoides.

O primeiro flavondide formado na biossintese é a chalcona e todas as outras formas
s80 derivadas desta através de varias outras rotas (MARKHAN, 1982). A chalcona é
formada pela condensacdo de 4-cumaril CoA com trés moléculas de maonil CoA, através
da acdo da chalcona sintase, enzima limitrofe da sintese de flavondides, pois cataisa a
formacdo do esqueleto Ci5 e deste modo a entrada de hidroxicinamatos dentro da
biossintese. A ciclizacdo da chalcona durante a sintese da flavanona € catalisada pela
chalcona isomerase encontrada fortemente complexada com a chalcona sintase. A
flavanona € precursora de trés diferentes classes de flavondides, isto € flavonas,
isoflavonas e diidroflavondis. Na formagéo das flavonas e flavondis ocorre a introducéo de
uma dupla ligagdo entre C, e Cs. Dois passos s80 necessarios para esta conversdo onde sdo
descritas duas flavonas sintase: flavona sintase | (dioxigenase) e flavona sintase Il
(monoxigenase). A monoxigenase dependente da citocromo P-450, que também catalisa a
epoxidacdo para a formagdo das isoflavonas. Os diidroflavondis sdo formados pela agdo de
uma flavanona-3-hidroxilase (DEY & HARBONE, 1997; HELDT, 1997). A Figura 8

indica as reagfes enziméticas envolvidas na producdo de algumas classes de flavondides.
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Figura 8. Biossintese dos flavonoides (E-1: Chalconasintase, E-2: Chalcona isomerase, E-
3: Flavona sintase | (2-hidroxiflavanona sintase), E-4: Flavona sintase |1 (2-hidroxiflanona
sintase), E-5: Isoflavona sintase (2-hidroxiisoflavona sintase), E-6: Flavanona 3-

hidroxilase e E-7: Flavonol sintase).
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Outras modificagdes podem ocorrer em varios estagios, resultando em hidroxilacéo
adicional (ou reducdo); metilacéo de grupos hidroxila ou do nucleo flavdnico; isoprenilagdo
de grupos hidroxila ou do nucleo flavénico; metilacdo de grupos diidroxilicos em posicéo
orto; dimerizacdo (para produzir bisflavondides); formacdo de bissulfatos;, e também,
glicosilagéo de grupos hidroxila (para formar os flavondides O-glucosidicos) ou do nicleo
flavénico (para formar flavondides C-glucosidicos) (MARCANO et al., 1991; DEWICK,
1998).

3.2-Tiposea Distribui¢cdo de Substancias Fendlicas nos Alimentos

Diversas moléculas tendo a estrutura de um polifenol (substancias com diversos
grupos hidroxila em anel aromético) tém sido identificadas em plantas superiores, sendo
centenas delas encontradas em aimentos (mel, frutas, legumes, vegetais, etc). Essas
substancias sdo metabdlitos especiais de plantas e estdo, geramente, envolvidos na defesa
contra radiacdo UV ou agressdo por patdgenos. As substancias fendlicas podem ser
classificadas em diferentes grupos em funcdo do nimero de anéis fendlicos que eles contém
ou de elementos estruturais que ligam esses anéis uns aos outros. Distingdes devem ser
feitas entre os acidos fendlicos, flavondides, estilbenos e lignanas (Figura 9). O grupo dos
flavondides compartilha uma estrutura comum, consistindo de dois anéis aromaticos (A e
B) que sdo ligados entre si por trés atomos de carbono que formam um heterociclo
oxigenado (anel C), que podem ser divididos em seis classes em fungdo do tipo de
heterociclo envolvido: flavonol, flavona, flavanol, isoflavona, flavanona e antocianidina
(Figura 10, p. 26). Além dessa diversidade, os polifendis podem estar associados com

carboidratos e &cidos orgéanicos e com outros fendis (MANACH et al., 2004).
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Figura 9. Estruturas quimicas de polifendis.

25



FLAVONOIS R
1
R
oo S
SO
OH
OH O

R,=0OH; R,=R3=H: Canferol
R1=R>=0H; R3=H: Quercetina
R;=R,=R3=0OH: Miricetina

ISOFLAVONAS

R,=H: Daidzeina
R 1= OH: Genisteina

ANTOCIANIDINAS

Ri

OH

R1=R2=H: Pelargonidina
R,=0OH; R,=H: Cianidina

OH

s 1
@)

N R
=

2

OH

FLAVONAS

OH O
R;=R3=H; R,=OH: Apigenina
R1=R>=0H; R3=H: Luteolina
R1=R,=R5=H: Crisina

FLAVANONAS Ry

OH O

R,=H; R,=OH: Naringenina
R1=R,=0H: Eriodictiol
R1=OH; R,= OCH3: Hesperetina

FLAVANOIS
R1

Ro
. I

R3

OH
OH
R1=R,=0OH; Rs=H: Catequina
R1=R>=R30H: Galocatequina

Figura 10: Exemplos de algumas classes de flavondides.
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Os acidos fendlicos compreendem, como visto na Figura 5, p. 20, os derivados do
&cido benzaico e do &cido cindmico. O contetido dos acidos hidroxibenzdicos nos alimentos
€, geramente, muito baixo, com excegdo de certas frutas vermelhas, rabanete e cebola, que
podem ter concentragbes de algumas dezenas de mg/kg de peso fresco. Cha é uma
importante fonte de &cido gdlico, folhas de cha podem conter até 4,5 g/kg de peso fresco.
Geralmente, esses &cidos aparecem esterificados ou fazendo parte de estruturas mais

complexas como a dos taninos.

Os é&cidos hidroxicinamicos sdo mais comuns do que os acidos hidroxibenzdicos e
consistem, principalmente, dos acidos para-cumérico, cafeico, ferdlico e sinapico. Também
podem ser encontrados livres ou esterificados nos aimentos. O acido cafeico e o &cido
quinico se combinam para formar o &cido clorogénico (Figura 4, p. 19), o qual é encontrado
em muitos tipos de frutas e em atas concentragdes no café (uma Xicara contém 70-350mg).
O &cido cafeico, livre ou esterificado, € geralmente, o acido fendlico mais abundante e
representa entre 75 e 100% do total do contetido de &cidos hidroxicinamicos da maioria das
frutas. Esses &cidos sdo encontrados em todas as partes da fruta, embora estejam em
maiores concentragdes nas partes menos maduras do fruto. As concentragOes geralmente
diminuem durante o processo de amadurecimento, porém as quantidades totais aumentam
com o aumento do tamanho do fruto. O &cido ferdlico € o mais abundante encontrado em
gréos cereais. O seu contetido em gréo de trigo é aproximadamente 0,8-2 g/kg de peso seco,
gue pode representar até 90% do total de polifendis. As farinhas de arroz e aveia contém
aproximadamente a mesma quantidade de &cidos fendlicos que a farinha de trigo, enquanto

o contetido na farinha de milho é cerca de trés vezes maior (MANACH et al., 2004).

A Tabela 2 a seguir contém informacOes sobre fontes alimentares de aguns

polifendis e sua concentracdo nos alimentos.
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Tabeda 2: Polifendis em alimentos (MANACH et al., 2004). (Continua)

Polifendis

Fonte alimentar

Contetdo de Fendlicos
(mg/kg de peso fresco ou mg/L)

Acidoshidroxibenzdicos

Acido protocatecuico Framboesa (100g) 60-100
Acido gdlico Amora (100g) 80-270
Acido p-hidroxibenzoico Morango (200g) 20-90
Acidoshidroxicinamicos
Acido cafeico Kiwi (100g) 600-1000
Acido clorogénico Cergja (200g) 180-1150
Acido cuméarico Ameixa (200g) 140-1150
Acido fertlico Pera (200g) 15-600
Acido sinépico Chicéria (200g) 200-500
Alcachofra (100g) 450
Batata (200g) 100-190
Farinha milho (75g) 310
Café (200 mL) 350-1750
Antocianinas
Cianidina Amora preta (100gQ) 1000-4000
Pelargonidina Cergja (200g) 350-4500
Flavonois
Quercetina Cebola (100g) 350-1200
Canferol Alho por6 (200g) 30-225
Miricetina Tomate cergja (200g) 15-200
Brécoli (200g) 40-100
Flavonas
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Tabela 2. Continuagéo.

Apigenina Sasa (59) 240-1850
Luteolina Aipo (2009g) 20-140
Flavanonas
Hesperetina Suco laranja (200mL) 215-685
Naringenina Suco liméo (200mL) 50-300
| soflavonas
Daidzeina Farinha soja (75Q) 800-1800
Genisteina Tofu (100g) 80-700
Leite soja (200mL) 30-175
Flavanois
Catequina Chocolate (509) 460-610
Feijéo (200g) 350-550
Epicatequina Damasco (200g) 100-250
Cergja (2009) 50-220
Uva (200g) 30-175
Cha verde (200mL) 100-800
Ché& preto (200mL) 60-500
Vinho tinto (100mL) 80-300

Apesar de se saber que muitos alimentos apresentam flavondides e/ou acidos
fendlicos, e que estes sdo ingeridos na dieta didria dos seres vivos, 0 mecanismo de
absor¢cdo digestiva e a biodisponibilidade dessas substancias ndo estdo ainda
completamente explicados. Teoricamente, estas substancias sdo pouco absorvidas na parte
superior do trato digestivo e a sua digestédo depende da presenca de enzimas que podem
quebrar as moléculas de flavondides e transforma-los em é&cidos fendlicos (MANACH et
al., 1995; WINTER, 1989).

29



Os flavondides constituem uma larga familia de pigmentos fendlicos encontradas
nas plantas e alimentos. Eles estdo geralmente presentes em baixas concentragdes (~15-30
mg/kg de peso fresco). Estes grupos de fendlicos sdo responsaveis pelas cores de muitas
frutas e vegetais e sdo encontrados também em gréos, nozes, folhas e flores (COOK &
SAMMAN, 1996). Portanto, sdo congtituintes importantes na dieta humana, e embora néo
sgam considerados nutritivos, o interesse nessas substéncias nasceu por causa dos
possiveis efeitos sobre a salide humana, principalmente, as atividades antimicrobianas e
anticancer (HERTOG et al., 1992).

A quimica dos flavondides naturais € complexa devido ao fato de na sua maioria
corresponderem a formas conjugadas, ligando-se a aglcares ou mais grupos fendlicos. Os
flavondis e as flavonas ocorrem usualmente como glicosideos, principalmente, nas folhas e
outras partes das plantas acima da superficie do solo, pois sua biossintese é estimulada pela
luz (HERTOG et al., 1992). Os flavondis sdo 0s que mais se destacam nos alimentos, sendo
0S principais representantes a quercetina e o canferol (Figura 10, p. 26). As flavonas sdo
menos comuns em frutas e vegetais e consistem, principalmente, dos glicosideos de
luteolina e apigenina (MANACH et al., 2004).

As antocianinas sdo pigmentos dissolvidos na seiva dos tecidos das flores e frutas,
gue ddo a coloragdo rosa, vermelho, azul ou violeta. Elas existem em dversas formas
quimicas, ambas coloridas e ndo coloridas, de acordo com o pH. Embora sgjam altamente
instaveis na forma aglicona (antocianidinas), enquanto presentes nas plantas, so resistentes
a luz, pH e condi¢des de oxidacdo, que sdo suficientes para degrada-las. A degradacéo é
diminuida pela glicosilacdo e pela esterificagcd com varios acidos organicos (citrico e
malico) e acidos fendlicos. Na dieta humana, as antocianidinas sdo encontradas nos vinhos
vermelhos, em certas variedades de cereais e vegetais (rabanete, beterraba, cebola, etc), e
muito abundante nas frutas. O conteldo nos aimentos é, geralmente, proporciona a
intensidade da cor e alcanca valores de 2-4 g/kg de peso fresco. A cianidina (Figura 10, p.
26) tem sido descrita como a mais comum antocianidina em aimentos (MANACH et al.,
2004).

As frutas e as bebidas, tais como cha e os vinhos vermelhos, constituem a principal
fonte de polifendis. Certos polifendis tais como a quercetina, séo encontrados em varios
tipos de matrizes (frutas, vegetais, cereais, leguminosas, sucos, chd, vinhos, mel, propalis,
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polens, etc), enquanto outros sdo especificos de um tipo de alimento (flavanonas em frutas
citricas, isoflavonas em soja). Em muitos casos, os alimentos contém misturas complexas
de polifendis de dificil caracterizacdo. A macgd, por exemplo, contém mondmero de
flavonol (epicatequina) ou oligbmeros (procianidina B2), acido clorogénico e quantidades
pequenas de outros é&cidos hidroxicindmicos, quercetina glicosilada e antocianidinas
(MANACH et al., 2004).

Ha numerosos fatores que podem afetar o contelido de polifendis nas plantas, que
incluem amadurecimento no tempo de colheita, fatores ambientais, processamento e
estocagem. Os fatores ambientais sd0 0os de maior efeito; esses fatores podem ser climaticos
(tipo de solo, exposicado ao sol, umidade, etc) ou agrondmicos (cultura em estufas ou
campo, cultura bioldgica, cultura hidropbnica, rendimento de frutas por arvore etc.).
Exposicdo a luz tem um notével efeito sobre a maioria dos flavondides. O grau de
amadurecimento afeta consideravelmente as concentragdes e proporcdes de varios
polifendis. Em geral, as concentracbes dos &cidos fendlicos diminuem durante o
amadurecimento, enquanto as concentragcdes de antocianinas aumentam (MANACH et al.,
2004).

Muitos polifendis, especialmente os acidos fendlicos, estdo diretamente envolvidos
na resposta de plantas a diferentes tipos de estresse, eles possuem propriedades
antimicrobianas, e suas concentracbes podem aumentar apds infeccdo (PARR &
BOLWELL, 2000). Embora muito poucos estudos estejam diretamente dirigidos para esse
fim, o conteldo de polifendis de vegetais produzidos por agricultura organica ou
sustentavel € certamente maior do que daqueles vegetais cultivados sem estresse, tais como
agueles crescidos em cordigbes hidropdnicas ou convencionais. Isso foi mostrado
recentemente em trabalhos realizados com morangos, amoras e milho (ASAMI et al.,
2003).

Estocagem pode também afetar o conteldo de polifendis que sdo facilmente
oxidados. As reacOes de oxidagdo resultam na formagdo de mais ou menos substéncias
polimerizadas, que levam a mudancas na qualidade dos alimentos, particularmente, na cor e
caracteristicas organolépticas (MANACH et al., 2004).
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3.3 —AsSubstancias Fendlicas e as Atividades Biol 6gicas

A atividade farmacol égica das substancias fendlicas € menos pronunciada do que a
de outros grupos de substancias naturais como, por exemplo, os acal dides ou os esteroides.
Por esta razéo talvez, o valor terapéutico dos polifendis foi durante algum tempo rodeado

de dlvidas e controvérsias.

Entretanto, nos dltimos anos, o desenvolvimento nos métodos biogquimicos e na érea
de farmacologia permitiu um aperfeicoamento cientifico mais aprofundado da atividade
biolégica atribuida a essas substéncias (NARAYANA et al,, 2001; NIJVELDT et al.,
2001).

As substancias fendlicas, destacando-se os flavondides e os écidos fendlicos sdo
metabolitos especiais largamente distribuidos no reino vegeta e sdo encontrados em
guantidades substanciais em frutas, vegetais, graos e bebidas. Essas substancias tém uma
acao suave e benéfica em numerosos processos fisiologicos no corpo e podem beneficiar o
coracdo, veias, figado, sistema imunoldgico, rins, musculatura e sistema nervoso. Das
vérias propriedades terapéuticas atribuidas a essa substéncias, podem se destacar os efeitos
antioxidantes, anti-bacterianos, anti-alérgicos, anti-inflamatorios, anti- hepatotoxicos, anti-
neoplasicos e anti-virai s(http:www.geocities.com/ nutriflip/ Supplements Flavonoids.itml;
NIJVELDT et al., 2001).

Na sequéncia serdo apresentadas algumas das principais atividades bioldgicas dos
flavondides e &cidas fendlicos que normalmente sdo descritas na literatura.

a) Atividades antioxidante e anti-neoplésicas

Ha um grande nimero de relatos nos Ultimos anos sobre agentes antioxidantes e sua
acao sobre proliferacdo de célula cancerigena. A grande maioria desses estudos tem se
referido aos antioxidantes polifendlicos, por serem estes ativos em doencgas cronicas
degenerativas, incluindo doengas cardiovasculares e cancer. O uso de antioxidantes
polifendlicos derivados de alimentos tem sido descrito, porém os mecanismos envolvidos

Nesses processos ainda ndo séo muito claros.

O papel de radicais livres, tais como radical superdxido, radical hidroxila e outros,
tém sido enfatizado em um nimero de doencas, incluindo cancer, doengas cardiovasculares,
catarata, doencas inflamatdrias gastrintestinais e outros processos inflamatérios.
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Alimentos usualmente contém antioxidantes naturais que podem sequiestrar radicais
livres. Moléculas pequenas antioxidantes, tais como vitamina C, vitamina E, e carotendides
tém gerado particular interesse como defensores contra doencas degenerativas. Entretanto,
alguns estudos tém indicado que substancias fendlicas, tais como flavondides e &cidos
fendlicos, séo consideravelmente mais potentes antioxidantes que a vitamina C e a vitamina
E. Outros estudos tém mostrado a ata correlaco entre a atividade antioxidante total de

algumas frutas e seu contetido fendlico (PRIOR, 2003).

Agentes antioxidantes que podem inibir a producéo de espécies reativas oxigenadas
(ROS) podem prevenir apoptose endotelial. Apoptose € uma forma distinta, morfoldgica e
bioquimicamente, de morte da célula caracterizada por encolhimento celular sem rupturas
na membrana. E um modo de morte da célula diferente da necrose. Consistente com os
dados de agentes inibidores de producdo de ROS, flavandis e flavondis, em particular
(-)-epigalocatequina e quercetinag, qualificados como potentes antioxidantes, tiveram alta
atividade antiapoptotica em células endoteliais vasculares humanas tratadas com peréxido
de hidrogénio (CHOI et al., 2003).

Espécies reativas oxigenadas (ROS) podem interferir diretamente no crescimento
celular. Os danos causados por espécies reativas oxigenadas podem induzir mitose,
aumentando o risco de danificar DNA, e a divisdo de células com danos irreparavels ou
mal-reparados levando a mutagtes (NIJVELDT et al., 2001).

Nutricionistas tém se interessado por essas substéncias e 0 seu papel na dieta
humana. Além das frutas e vegetais, 0 mel, pdlen e a prépolis podem ser uma boa fonte de

antioxidantes naturais de interesse farmacol 6gico (BERAHIA et al., 1993).

As propriedades oncoprotetoras de antioxidantes endogenos tém sido documentadas
em um nimero de estudos epidemioldgicos e estudos in vitro. Antioxidantes enddgenos
s80 exclusivamente produzidos por plantas; eles sdo divididos em antioxidantes solUveis
em &gua (exemplo vitamina C) e os liposssollveis (exemplos. vitamina A, vitamina E e b-
caroteno). Adicionalmente, uma rica classe de substéncias, porém heterogénea, sdo 0s
polifendis, caracterizados pela presenca de um ou mais anéis fendlicos em sua estrutura, e

gue esta presente também nas plantas. Exemplos dessas substancias séo os &cidos fendlicos
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simples (&cido cafeico, &cido clorogénico, écido ferdlico, &cido sindpico, etc) ou os

flavondides (catequinas, querceting, miriceting, etc; KAMPA et al., 2004).

Tem sido indicado que os flavondides, como antioxidantes, podem inibir a
carcinogénese. Alguns flavondides tais como quercetina, apigenina e luteolina foram
indicados como potentes inibidores de proliferacdo de células. NIJVELDT e colaboradores
(2001) relataram em seus trabalhos que a quercetina e apigenina inibiram o crescimento de
melanoma e influenciaram enormemente o0 potencia invasvo e metastatico em

camundongos.

Em um estudo recente redlizado por KAMPA e colaboradores (2004) foi
investigada a acdo antiproliferativa e os efeitos apoptoticos de seis &cidos fendlicos
(cafeico, siringico, sinapico, protocatecuico, ferdlico e 3,4-diidroxifenilacético [PAA])
sobre células de cancer de mama. As substéncias testadas mostraram efeito inibitério
(tempo-dependente e dose-dependente) sobre o crescimento da célula, com a seguinte
poténcia: acidos cafeico > fertlico = protocatecuico = PAA > sinagpico = siringico.
Comparando as estruturas dos diferentes acidos fendlicos, os dados sugeriram que dois
grupos hidroxila no anel fendlico e trés carbonos na cadeia lateral eram ambos essenciais
para a atividade antiproliferativa. A diminui¢cdo da cadeia lateral e/ou metilacdo de grupo(s)
hidroxila produziram uma perda da atividade antiproliferativa. Foi observado nesse
trabalho, que os &cidos fendlicos exerciam uma acdo antiproliferativa em baixas
concentracdes comparaveis com aqueles encontrados nos fluidos bioldgicos ap6s ingestao

de alimentos ricos em é&cidos fendlicos.

O uso de mel no tratamento de lesdes cronicas e Ulceras diabéticas, cataratas e
outras doencas da visdo, e indisposicOes géstricas tem sido documentado também. Esse
papel benéfico do mel foi parciamente atribuido a sua atividade antibacteriana. Entretanto,
desde que algumas doencas tém sido consideradas como consequéncia da presenca de
radicais livres, foi visto que parte do papel terapéutico do mel é devido a sua atividade
sequiestradora (antioxidante). O mel contém um ndimero de componentes conhecidos como
antioxidantes, incluindo vitaminas C e E, enzimas, tais como catalase e peroxidase, e
compostos fendlicos. Prévios trabalhos tém indicado que a atividade antioxidante do mel
varia muito, dependendo da origem flora (ALJADI & KAMARUDDIN, 2004).
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Dois méis malasianos mais comuns de Apis mellifera de origens florais diferentes
(Cocos mucifera e Melaluca spp.) foram estudados com o objetivo de avaliar a capacidade
antioxidante e determinar a relacéo entre o contelido fendlico e atividade. A atividade
antioxidante foi determinada em termos de seu poder anti-radical (ARP) avaliado pela
andlise seqUestradora de radical, usando 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) como
antioxidante. Essa atividade foi determinada espectrofotometricamente a 517 nm, onde a
mudanca de absorvancia do DPPH de cor purpura foi avaliada. A alta correlacéo foi
encontrada entre a atividade antioxidante total dos méis e seus contetidos fendlicos,
indicando que estes sd0 0s componentes responsavels pelos efeitos antioxidantes do mel,
apesar de, obviamente, outros fatores estarem envolvidos. Nesse trabalho o mel Melaluca
apresentou ter uma atividade antioxidante significantemente maior do que o de Cocos
mucifera.. O md Melaluca mostrou conter alguns acidos fendlicos, tais como acidos
gdlico, ferdlico, cafeico, benzdico e cindmico, enquanto o mel de coco apresentou os acidos
gdlico, cafeico e benzdico, mais alguns outros compostos fendlicos desconhecidos. O valor
terapéutico do mel é devido, em parte, a sua aividade antioxidante (ALJADI &
KAMARUDDIN, 2004).

Pouco se conhece sobre a absor¢do e metabolismo dos flavondides. Acreditase ndo
serem toxicos e, se absorvidos e ativos biologicamente in vivo podem prevenir radicais
livres e peroxidacdo lipidica (LPO), que esta associado com envelhecimento de células e
doencas crénicas, tais como arteriosclerose e cancer. A LPO procede em trés estagios:
iniciacdo, propagacdo e terminacdo. Na iniciagdo, o radical livre abstrai hidrogénio de
&cidos graxos poliinsaturados (PUFA) para formar o radica lipidico. Na propagacéo, o
radical lipidico reage com oxigénio para formar o radical peroxi-lipidico que irdo gerar
mais radicais livres, entdo mantendo as reacOes em cadeia. No estagio de terminagdo, as
espécies de radicais livres reagem entre si ou com antioxidantes para formar produtos
inertes. A LPO pode ser suprimida por inativagdo enziméica de radicais livres e
antioxidantes que inibem o estagio de iniciagdo e/ou aceleram o0 estagio de terminacdo. Os
flavondides inibem a LPO in vitro no estagio de iniciacdo agindo como sequiestradores de
anions superoxidos e radicais hidroxilas, terminando as reagdes radicalares em cadeia por
doacdo de &omos de hidrogénio para o radical peroxido, formando o radical flavondide

(menos reativo e mais estavel). Este Ultimo desvia as reacbes com radicais livres
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terminando, ent&o, a propagacdo em cadeia (COOK & SAMMAN, 1996; NIJVELDT et al.,
2001). Em seu trabalho COOK & SAMMAN (1996) destacaram que ainibicéo de LPO era

influenciada por diversos fatores estruturais dos flavondides (Figura 11), tais como:

(1) apresenca do grupo hidroxila na posicéo trés do anel C. Exemplos de flavondides
agliconas nessas condi¢des. canferol, quercetina, miricetina e morina (flavonaois);
(2) aligagdo dupla entre os carbonos dois etrés do anel C. A hidrogenagéo desta ligacéo
diminui o efeito antiperoxidativo;
(3) o nimero de grupos hidroxilas, quanto maior 0 nimero de grupos hidroxila nos anéis A
e B, maior a atividade sequiestradora de radicais livres,
(4) apresenca de uma porcdo aclicar. A eficiéncia antiperoxidativa € diminuida nos grupos
hidroxilas adjacentes ao grupo glicosideo devido ao impedimento estérico;
(5) grupos metoxilicos também diminuem a eficiéncia antiperoxidativa de flavondides in
vitro devido ao impedimento estérico; e
(6) flavondides contendo grupo carbonila na posi¢éo quatro, e grupos hidroxilas nas
posi¢des trés ou cinco, tais como querceting, rutina, canferol, miricetinae morina,
formam quelatos com ions metadlicos. A habilidade dos flavondides para sequiestrar ions
metalicos pode contribuir para suas propriedades antiperoxidativas por prevenir a
formac&o de radicais livres. Essa formagdo de quelatos € um mecanismo antioxidante
dos flavondides (COOK & SAMMAN, 1996).

Figura 11: O esqueleto basico de um flavondide.

Quercetina, canferol, morina, miricetina e rutina, por agirem como antioxidantes,
exibem diversos efeitos benéficos, tais como antiinflamatério, antialérgico, antiviral bem
como atividade anticancer. Eles também tém sido sugeridos atuarem no papel protetor das
doencas do figado, catarata e doencas cardiovasculares (NARAYANA et al., 2001).
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b) Efeitos cardiopr otetivo e cardioténico

Um estudo realizado para examinar a relacdo entre as dietas contendo flavonGides e
o risco de doengas coronérias (incluindo 805 homens entre 65 e 84 anos), demonstrou una
associacao inversa significante entre esse consumo e a mortalidade por doencas coronarias
(CHD), e uma relacéo inversa, porém menos significativa, com a incidéncia de infarto do
miocardio (COOK & SAMMAN, 1996).

Um outro estudo demonstrou que a substancia 3- metil-quercetina teve efeito
cronotropico positivo no atrio (auricula do coracao) direito e efeito antiarritmico no étrio
esquerdo de porcos da india. Os glicosideos de luteolina, apigenina e genisteina produziram
maior atividade anti- hipertensiva que a droga de referéncia papaverina. Trés flavonoides
apresentaram efeito vasorelaxante em ordem de poténcia, luteolina > erodictiol >
naringenina na aorta torécica de ratos (NARAY ANA et al., 2001).

c) Atividade antiulcer ogénica e hepatoprotetora

Alguns recentes relatos tém indicado que muitos flavondides possuem atividades
antiulcerogénicas. Tratamento oral com fracdo etérea de extratos de flavonoGides
demonstrou um bom nivel de protegdo géstrica. A querceting, o canferol e a rutina
produziram um efeito inibitério sobre funcbes intestinais (diarréias e outras secregdes
intestinais, NARAYANA et al., 2001). Nesse mesmo trabalho foi avaliado a quercetina,
apigenina e naringenina como supostos agentes terapéuticos contra substancias indutoras de
hepatotoxicidade. Rutina e apigenina mostraram efeitos regenerativos e hepatoprotetores
em cirrose experimental. Os resultados de diversas investigacfes clinicas mostraram a
efickcia e seguranca de flavondides no tratamento de disfungdes hepato-biliar e
complicacles digestivas, tais como constipacéo, perda de apetite, nausea e dor abdominal
(NARAYANA et al., 2001).

d) Atividade antiinflamatéria

Alguns flavondides sdo relatados possuirem atividade antiinflamatoria. A
hesperidina possui significativos efeitos antiinflamatério e analgésico. Recentemente,
apigenina, luteolina e quercetina foram relatadas apresentarem também atividade
antiinflamatoria (NARAY ANA et al., 2001).
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A ciclooxigenase e lipoxigenase tém um importante papel como mediadores
inflamatorios. Eles estdo envolvidos na liberacdo de &acido araquidbénico, o qua é
importante para a resposta geral da inflamagdo. Substancias fendlicas selecionadas
mostraram inibir ambos as rotas da ciclooxigenase e 5- lipoxigenase. Essa inibicéo reduz a
liberag&o do écido araquiddnico. O exato mecanismo pelo qual os flavondides inibem essas
enzimas ndo é claro. A quercetina, em particular, inibiu ambas as atividades da
ciclooxigenase e lipoxigenase, diminuindo assim, a formacdo desses metabdlitos
inflamatorios (NIJVELDT et al., 2001).

e) Efeitos sobr e vasos sangliineos

Quercetina e rutina tém sido usadas como constituintes efetivos de diversos
produtos farmacéuticos para tratamento de fragilidade capilar e flebosclerose. As atividades
de certos flavondides para regular a permeabilidade capilar foram encontradas na seguinte
ordem, hesperetina > rutina > quercetina > naringenina > canferol > isoquercitol. Tem sido
sugerido que os flavondides que contém grupos hidroxila livres nas posices 3, 3' e 4
exercem efeitos fisiologicos benéficos bre os capilares. A diminuicdo da agregacéo de
plaquetas no sangue produzidas pela maioria dos flavondides deve explicar os efeitos
benéficos dessas substéncias relatados sobre fragilidade e permeabilidade capilar,
conduzindo a reducdo de sintomas de doencas e sua protegdo contra varios traumas e
estresses.  Administrados oramente em ratos, os flavonoides inibiram fracamente a

permeabilidade vascular e previniram a hemorragia pulmonar (NARAY ANA et al., 2001).
f) Atividade antimicrobiana

Alguns flavondides e ésteres de acidos fendlicos foram investigados por suas
atividades antibacteriana, antifingica e antiviral (Tabela 3, p. 41; NARAYANA et al.,
2001).

i) Atividade antibacteriana: a maioria das flavanonas, na forma aglicona,

mostrou atividades antimicrobiara e inibitdria contra microorganismos.

i) Atividade antifungica: alguns flavondides isolados da casca de tangerina
foram testados frente Deuterophoma tracheiphila mostrando-se

ppromissores.
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i)

Atividade antiviral: flavondides também indicaram atividade antiviral,
incluindo atividade anti-HIV. Os flavondis mostraram ser mais ativos
gue as flavonas contra virus tipo 1 de herpes smplex e a ordem de
atividade foi galangina > canferol > quercetina. Os flavandis foram mais
eficientes do que as flavonas e flavanonas na inibigéo seletiva de HIV-
1, HIV-2 e em infecgbes similares de imunodeficiéncias causadas por

virus.
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Tabela 3. Atividades antibacteriana, antiviral e antifngica de vérios flavonbides

(NARAYANA et al., 2001).

Organismo

Flavonéides

Atividade antibacteriana

Staphylococcus aureus

Streptococcus pyogenes e viridans
Sreptococcus jaccalis, baris e pneumoniae

Shigella boydii

Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli e Bacillus subtilis

Bacillus anthracis

Querceting, hesperetina, naringina + rutina,
naringina + hesperetina

Apigenina

Crisina

Hesperetina, naringina + rutina, naringenina
+ hesperetina

Rutina, naringina

Quercetina

Rutina

Atividade antiviral

Rabies virus

Herpes virus e Pseudorabies virus
Para influenza virus

Herpes smplex virus tipo 2
Potato virus

Influenza virus

Quercetina, quercetrina, rutina
Quercetina

Querceting, rutina

Quercetina

Morina, rutina + quercetina

Rutina+ quercetina

Immuno-deficiency virus infection Apigenina
Atividade antifingica
Candidatropicalis Quercetina

Azotobacter vinelandii

Quercetina, rutina, epicatenina

Recentemente, MIORIN e colaboradores (2003) relataram em seus trabalhos a

atividade antibacteriana de extratos etandlicos de propolis e mel contra 118 variedades de

Staphylococcus aureus isolados de infecgdes humanas.
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Esses estudos revelaram que o extrato de prépolis potencializou a acdo de vérios
antibidticos. O efeito de biomicina, tetraciclina, neomicina, polimixina, penicilina e
estreptomicina contra Saphylococcus aureus e Escherichia coli foi aumentado pela adicéo
de propolis ao meio nutriente (MARCUCCI, 1996).

Foi feito também um trabalho com a propolis obtida de apiarios comerciais da
regido de Santa Maria-RS. O extrato alcodlico a 50% de propolis apresentou atividade
antibacteriana in vitro, inibindo o crescimento de 67,7% das amostras de Nocardia
asteréides, Saphylococcus sp., Sreptococcus sp., Rhodococcus equi, Salmonella sp.,
Escherichia coli, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa avaliadas (VARGAS et al.,
2004).

g) Efeitos bioquimicos dos flavondides

Os flavondides sdo conhecidos por inibir um nimero de enzimas, tais como aldose
redutase, xantina oxidase, fosfodiesterase, Ca?* ATpase, lipo-oxigenase e cicloxigenase. Os
flavondides, tais como quercetina, miricetina e canferol inibem a atividade da adenosina
deaminase das células endoteliais, enquanto, as flavonas sdo inativas. Os flavondides
inibem elevacdo intracelular C&* por reducéo da atividade fosfolipase-C e eles possuem
potenciais efeitos inibitorios sobre diversos sistemas enzimaticos, tais como proteina
quinase-C, proteina tirosina quinase, fosfolipase A2 e outras. Alguns flavondides sdo,
predominantemente, inibidores de cada cicloxigenase ou lipoxigenase, outros sdo
igualmente efetivos contra ambas enzimas (NARAY ANA et al., 2001).

Também tem sido descrito, que os flavondides tém atividade regulatéria de
hormbnios, onde a quercetina, miriceting, rutina, canferol afetaram o transporte,
metabolismo e acdo de horménios datiredide (NARAYANA et al., 2001).

Algumas doencas tratadas com flavondides estéo relacionadas na Tabela 4 a seguir.
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Tabeda 4: Doengas tratadas com flavondides (NARAYANA et al., 2001).

Flavonoides Alvo Doencas

Quercetina, Sintese de PG Dores e inflamagéo, fadiga, caimbra,

silimarina (prostagladinas) inchaco de membros

Quercetina Aldose redutase Diabetes mellitus

Rutina/citrina Parede capilar Alergia

Quercetina Céula mestre Alergia

Quercetina Na'/K* ATPase Cancer

Quercetina H*ATPase de membrana Infeccdo por virus, resfriados
lisossomal

Quercetina Arilidroxilase,epdxido oncogénese quimica
hidroxilase

Quercetina Sintese de PG Cirurgiaoral, estdmago, dor de cabeca,

(prostaglandinas) Ulcera duodenal
Rutina, quercetina,  PAF (fator de agregacdo Antitlcera
canferol plaquetaria)

3.4- Biodisponibilidade dos Palifendis no Corpo

E importante ter consciéncia de que os polifendis que sio mais comuns na dieta
humana, ndo so necessariamente, 0s mais ativos dentro do corpo, seja porque eles tém
menor atividade intrinseca ou porgque sdo pouco absorvidos no intestino, sdo altamente
metabolizados ou rapidamente eliminados. Adicionalmente, os metabdlitos que sdo
encontrados no sangue e nos 6rgaos alvos resultam da atividade digestiva ou hepdtica e
deve ser muito diferente da substancia origina em termos de atividade biologica O
conhecimento extensivo da absorcdo e da biodisponibilidade dos polifendis €, assim,

essencial para se entender os efeitos sobre adoenca (MANACH et al., 2004).

Nas plantas e aimentos, os flavonGides estdo presentes amplamente como
conjugados, geralmente ligados a grupos glicosideos, e a glicosilagdo influencia a absorcéo
(CERMAK et al., 2003; MANACH et al., 2004).
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O metabolismo dos polifendis ocorre via uma rota comum (SCALBERT &
WILLIAMSON, 2000). As agliconas podem ser absorvidas no intestino delgado. Contudo
amaioria dos polifendis que estéo presentes nos alimentos, e que estdo na forma de ésteres,
glicosideos ou polimeros, ndo podem ser absorvidos na sua forma original. Essas
substéncias devem ser hidrolisadas pelas enzimas intestinais ou pela microflora do colon
antes que elas possam ser absorvidas. Quando a flora estd envolvida, a eficiéncia da
absorcéo é freqlientemente reduzida porgue a flora também degrada as agliconas que
liberam e produzem vérios é&cidos arométicos simples no processo. Durante 0 processo da
absorcdo, polifendis sdo conjugados no intestino delgado e depois no figado. Este processo
inclui, principalmente, metilagdo, sulfonacéo e glicuronizagdo. Este € um processo comum
de desintoxicacdo e que facilita a eliminagdo de substéancias téxicas seja pela bile ou urina
por aumentar sua hidrofilicidade. Os polifen6is também s3o capazes de penetrar nos
tecidos, particularmente naqueles nos quais eles sdo metabolizados. Os polifendis e seus
derivados sdo eliminados, principamente pela urina e pela bile. Eles sdo secretados via a
rota biliar dentro do duodeno, onde eles estdo sujeitos a acdo de enzimas bacterianas,
especialmente b-glicoronidase, no segmento distal do intestino, depois 0s quais eles sao

reabsorvidos.

A guercetina € um dos flavondides mais abundantes na dieta e tem sido um dos mais
estudados, no que diz respeito a absor¢do e metabolismo. Estudos relatam que a quercetina
deve ser absorvida no intestino delgado apos clivagem da ligacdo b-glicosidica pelas
enzimas bacterianas encontradas na flora intestinal. Nesse trabalho, PRIOR (2003) relatou
que humanos absorvem quercetina, mas concluiu que a absorgdo € aumentada pela ligaco

com glicose (Figura 12).
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Figura 12. Propoda de rota para absorcao/metabolismo da quercetina (PRIOR, 2003).

Experimentos usando ratos tratados cirurgicamente nos quais a absorgdo foi restrita
a0 estbmago, mostrou gque a absor¢do no nivel gastrico € possivel para aguns flavondides,
tais como quercetina e daidzeina, mas ndo para seus glicosideos. A maioria dos glicosideos
provavelmente resiste a hidrdlise acida no estbmago e assim, chegam intactos no duodeno.
Somente agliconas e alguns glicosideos podem ser absorvidos no intestino delgado,

enquanto polifendis ligados a ramnose devem atingir o colon (no intestino grosso) e serem



hidrolisados por ramnosidases da microflora antes de serem absorvidos (MANACH et al.,
2004).

Apesar da escassez de estudos relatando a biodisponibilidade de écidos
hidroxicinamicos, quando ingeridos na forma livre, esses compostos sdo rapidamente
absorvidos no intestino delgado. Tecidos humanos (mucosa intestinal, figado) e fluidos
biolégicos (plasma, suco gastrico, fluido duodenal) ndo possuem esterases capazes de
hidrolisar &cido clorogénico para liberar &cido cafeico, por exemplo. Isso tem sido
observado em ratos. Somente a microflora intestinal poderia ser capaz de redlizar essa
hidrdlise. Consequientemente, como foi observado para flavonoides glicosilados, que devem
ser hidrolisados pela microflora, a eficiéncia da absorcdo dos &cidos fendlicos é
notavelmente, um tanto reduzido quando eles estdo presentes na forma esterificada
comparada a formalivre (MANACH et al., 2004).

Enfim, interacBes diretas entre polifendis e alguns componentes do alimento, tais
como as ligacdes com as proteinas e polissacarideos, podem ocorrer, e essas interagoes
podem afetar a absor¢cdo. Além do mais, outros efeitos indiretos da dieta, sobre varios
paréametros da fisiologia do intestino (pH, fermentagbes intestinais, excrecdo hiliar, etc.)
podem ter consequiéncias na absorcdo de polifendis; até as enzimas envolvidas na absorcao
e metabolismo podem também ser induzidas ou inibidas na presenca de aguns
micronutrientes (MANACH et al., 2004).
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4 —PRINCIPAISMETODOL OGIASUSADAS NA CARACTERIZACAO DO MEL

4.1 - Analise do Pdlen Apicola

Sabe-se que as abelhas visitam apenas uma pequena parte da flora. A colheita do
polen pelos insetos em geral, ndo est4 condicionada pela quantidade de polen produzido,

mas pelas caracteristicas dos seus constituintes.

As razdes pelas quais as abelhas se orientam para as colheitas polinicas ndo sdo
ainda completamente conhecidas, embora, LINDSTED (1971) tenha apresentado um
trabalho sobre compostos que as atraem e orientam, assim como, compostos que as

“prendem” impedindo-as de se moverem e procurarem outro tipo de alimento.

Alguns autores verificaram que substancias, como os flavonoides e as antocianinas,
existem nas flores para servir de “guias’, atraindo os insetos polinizadores até as fontes de
néctar e/ou pdlen. Os pigmentos amarelos mais comuns sdo 0S carotendides, e 0s
flavonadides (chalconas, auronas, 6- e 8-hidroxiflavonois), que sGo muito importantes, como
matéria corante num significante nimero de plantas com flores amarelas (HARBONE &
GREYER, 1993).

Segundo PERIS (1984) o “polen apicola’ € o resultado da aglutinacdo do pdlen das
flores com néctar e sustancias saivares das abelhas, Apis mellifera, que acumulam em
cargas polinicas (semelhantes a pequenas bolas) e que 0 homem utiliza apds a sua colheita

nos caga-polen, apds secagem, limpeza e empacotamento.

As abelhas alimentamse do néctar e de pdlen das flores, levando-os para as
colméias. A armadura bucal estd adaptada a succéo do néctar e as patas especializadas para
a recolha de gréos de pdlen, que sdo compactados em cargas polinicas transportaveis. Ao
coletarem o néctar das flores, que é regorgitado nos alvéolos, chamados meliferos, parte do
polen &, entdo, misturado com o néctar e aparece no mel, sendo importante demonstrativo
de sua origem boténica. O espectro polinico de mel é determinado pelas condicdes
climaticas, fitogeogréficas, agrondmicas e florestais da regido na qual esses produtos foram
coletados (BARTH, 1989; DUTRA & BARTH, 1997).
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O estudo da morfologia do gréo de pdlen é conhecido como palinologia e, por isso,
0 estudo de gréos de pdlen no mel como melissopalinologia (PERSANO ODDO &
RICCIARDELLI D’ALBORE, 1989; BARTH, 1989; BARTH & DUTRA, 2000; TERRAB
et al.,, 2003). A andlise polinica € uma écnica laboratorial que permite caracterizar a
origem floral, ou ndo-floral, de amostras de mel. O pdlen introduzido no mel pelas abelhas
reflete a vegetagcdo da area de coleta de néctar, bem como o seu potencial apicola. Havendo
dominancia de florada de determinada espécie apicola, o0 mel produzido possui qualidades
organol épticas, aspecto e consisténcia constantes, repetidas ano por ano na ocasido dessa
florada. Através do espectro polinico do sedimento de mel € possivel identificar a espécie
botanica apicola da qual foi obtido o mel e a proporcédo de participacdo de cada uma das
espécies botanicas visitadas pelas abelhas durante a coleta de néctar. Esta anadlise congtitui-

se nas classes de frequiéncia aceitas internacionalmente.

Alguns méis podem ser identificados com mais ou menos certeza por seu aroma,
cor, cristalizag8o répida, sabor ou por uma combinacdo dessas e de outras caracteristicas.
Alguns méis podem ser especificados porque sdo produzidos em colméias situadas dentro
de grandes &reas com uma espécie de planta, durante o seu periodo de florescimento. Em
&reas onde se pratica agricultura em grande escala e em formagdes geoldgicas de grande
porte, com grandes areas homogéneas de vegetacdo natural, pode existir pouca divida com
relacdo a fonte de mel obtido. Isto é especialmente valido se o apicultor for um bom

observador de abelhas e das plantas ao alcance de coleta delas.

Varios parametros fisicos tém sido utilizados nas andlises de méis, como uma das
maneiras de identifici los e classificalos segundo sua origem botanica. A andlise polinica
também é um método para identificacdo de origem floral e/ou geografica de méis. As
analises microscopicas, que visam, principalmente, oreconhecimento do gréo de pdlen,
indicam as plantas que as abelhas visitaram, correlacionando assim a sua origem botanica.
O pdlen é coletado pelas abelhas e é transportado para a colméia nas suas patas traseiras.
Assim, o mel contém, geramente, gréos de pdlen de flores que contribuiram com seu
néctar para a sua confec¢do. Graos de pdlen de diferentes plantas podem ser distinguidos
sob um microscopio por seu tamanho e forma, e por seus padrdes de superficie de sulco,
poros, espinhos etc.
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Dificilmente h&d a ocorréncia de mel “puro”, isto €, cujo néctar seja proveniente de
uma so espéecie vegetal, e de acordo com essa composi¢do classifica-se o polen presente no
mel como: dominante (PD), acessdrio (PA) eisolado (P, sendo, ainda, isolado importante -
Pli e isolado ocasional - Plo). Os méis que contém mais de 45% do total de gréos de pdlen
de uma mesma espécie serdo considerados como PD, e sob a denominagdo de PA sdo
compreendidas as espécies cujos gréos ocorrem na quantidade de 16 a 45% do total de
grédos de uma amostra de mel. Deve-se considerar no caso de pdlen acessorio, duas
categorias de amostras de mel. Uma é aguela que, além de pdlen acessorio, apresenta
também pdlen dominante, sendo, portanto, constituida de s duas espécies em quantidades
diferentes. O outro caso € o da amostra desprovida de polen dominante, apresentando
somente uma ou mais espécies de pdlen acessorio. A grande maioria das espécies dadas
como meliferas (plantas que possuem nectérios funcionais) e poliniferas no Brasil ocorre
nas amostras em quantidade reduzida como pélen isolado (PI), ndo ultrapassando 15% do
total de gréos de pdlen. Quando presentes na quantidade de 3 a 15% sdo chamados de pdlen
isolado importante (Pli), e até 3% de pdlen isolado ocasiona (Pio). Quanto a origem
geografica da amostra, o pdlen de algumas espécies desta categoria pode ser significativo
(BARTH, 1989).

Pode-se considerar que a abelha explora para a sua alimentagcéo (néctar, melaco e
polen) uma flora variada, mas que representa, normalmente, so cerca de 10% das espécies
existentes na sua area de colheita. Embora este valor parega baixo, é suficiente para que, na
composicdo dos més e dos polens apicolas, se verifigue uma grande diversidade (BARTH,
1989).

Alguns estudos de caracterizacdo polinica foram feitos com 20 amostras de méis de
laranjeira, procedentes dos estados do Rio de Janeiro e S&o Paulo. Todas as amostras
apresentaram o polen de Citrus em porcentagem dominante ou acessoria. Nas amostras
provenientes do Rio de Janeiro foram encontrados como principais tipos polinicos
acessorios, 0 polen de Eucalyptus e Anadenanthera, e para S&o Paulo os de Eucalyptus,
Myrcia e Coffea (BARTH & CORE-GUEDES, 1999).

Outro trabalho feito no Brasil, na regido de Bananal-SP, &rea que faz limite com o
municipio de Barra Mansa-RJ, DUTRA & BARTH (1997) analisaram 22 amostras de méis,
onde 15 eram de origem extrafloral, 4 eram heterofloral, somente 2 uniflorais (Eupatorium
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sp. - erva de santa cruz e Vernonia sp. - assa-peixe) e um mel de melato. Este Ultimo
apresentou na andlise microscopica grande quantidade de massa granulosa, o que é
caracteristico dessetipo de mel (DUTRA & BARTH, 1997).

Alguns cuidados, porém, devem ser tomados com relacdo a metodologia. Por
exemplo, como no caso do mel de melato, que contém relaivamente poucos graos de pélen
(SAWYER, 1975), lembrando que ele ndo é produzido a partir do néctar das flores.
Diferentes espécies de plantas produzem diferentes proporcoes de pdlen, a quantidade de
pélen pode variar de estacdo para estacdo, o néctar colhido pode ser diferente em flores
macho e fémea, abelhas tomam o pdlen sem colher 0 néctar. Outra limitacdo para este
método é que o pdlen pode ser adicionado fraudulentamente. E, ainda, no caso de mel
Citrus, aanalise de pdlen ndo é (til como em algumas outras origens florais, devido ao fato
de que a quantidade de polen é geramente pequena e muito varidvel (ANKLAM, 1998;
FERRERES et al., 1994). A origem boténica do mel, a qual influencia enormemente a
preferéncia do consumidor, permanece ainda, dificil de ser determinada. Em alguns casos,

contudo, a andlise de pdlen ndo é possivel, como nos casos de méis de plantas estéreis.

A qualidade do mel é julgada pela sua origem boténica e pela sua composi¢éo
quimica e 0 seu preco esta baseado na sua qualidade e, sendo assim, na sua origem floral
(DATTA et al., 2003). Tradicionamente, a fonte flora de um mel tem sido identificada
pela andlise do pdlen apicola presente. Contudo, TAN e colaboradores (1989) sugeriram
gue uma abordagem quimica deveria ser mais precisa e de mais fécil entendimento na
caracterizacdo da origem floral do mel.

O emprego da melissopalinologia, apesar de trazer grandes beneficios a apiculturae
a0 estudo da biologia das abelhas, tem também suas limitagdes. Algumas delas sdo de
ordem metodolégca. Por exemplo, antes que métodos quantitativos possam ser
empregados na andlise de méis de uma determinada regido, é necessario que se estude a
guantidade de residuo polinico presente, normalmente, em méis extraidos de formas
diferentes e originados de plantas distintas na regiéo.

Outra limitacdo € de ordem econbmica, onde 0 emprego de equipamento
relativamente caro e de pessoal especializado faz com que as técnicas palinoldgicas ndo
estgjam ao acance da maioria dos produtores individuais. Entretanto, todas estas limitacOes

poderiam ser suplantadas, caso as cooperativas apicolas mantivessem laboratérios
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especializados ou convénios com ingtituicdes de pesquisa, como as universidades ou as

empresas estaduais e federais de pesquisa agropecuaria, 0 que ainda ndo acontece.

Nos ultimos anos tem havido um interesse crescente em se desenvolver métodos
analiticos que possam vir a complementar a andlise do pdlen, auxiliando na determinacéo
da origem floral do mel. Abordagens quimicas tém sido sugeridas, onde a dentificacdo de
substéncias caracteristicas do néctar de certos tipos de plantas, as quais podem ou ndo ser
modificadas bioquimicamente pelas enzimas das abelhas, para que possam auxiliar na
caracterizacéo da fonte floral do me (D’ARCY et al., 1997, TAN e al., 1989). Em
particular, a combinagdo de métodos fisicos e quimicos poderia ser uma abordagem
promissora para demonstrar autenticidade dos diferentes méis (ANKLAM, 1998). As
andlises das substéncias fendlicas, incluindo os flavonoides, tém sido sugeridas na
identificacdo de mel (AMIOT et al., 1989), e dessa forma tem sido usado como ferramenta

para o estudo da origem boténica e geogréfica.
4.2 — Andlise de Substancias Fendlicasem M éis

Um interesse crescente em se desenvolver métodos analiticos que possam vir a
complementar a analise do polen na determinacéo da origem floral do mel tem surgido na
literatura. Recentemente, pesquisas apresentaram a andlise de aminoécidos (BOSI &
BATTAGLINI, 1978), compostos volateis (BONAGA & GIUMANINI, 1986; D’ARCY et
al., 1997), compostos fendlicos (AMIOT et al., 1989), &cidos arométicos e seus ésteres
(STEEG & MONTAG, 1988) e derivados de carotendides (TAN et al., 1989), utilizando
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa, para o assinalamento da
origem floral de méis europeus.

Segundo os dados da literatura, a cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido
apontada nos Ultimos anos como a técnica de escolha para analisar grande parte dos
componentes nao-voldteis que constituem 0s mMEs europeus, € que auxiliam na
caracterizacdo da origem floral e geografica (AMIOT et al., 1989; FERRERES et al., 1992;
SABATIER et al., 1992; TOMAS-BARBERAN et al., 1993; MARTOS et al., 2000). Esses
estudos relatam a ocorréncia de padrées de flavondides (flavona e flavonéis) e de derivados
de &cidos benzdico e cindmico como sendo importantes marcadores quimicos de méis de

diferentes regides e origens geograficas (Figura 13).
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COCH

COOCH

Acido Benz6ico Acido Cinamico

Figura 13. Estruturas basicas dos derivados de écidos e flavonoides presentes no mel.

Andlise de compostos fendlicos por CLAE tem sido sugerida como uma técnica
promissora para 0 estudo da origem floral e geogréfica do mel (AMIOT et al., 1989;
FERREERES et al., 1992; SABATIER et al., 1992; TOMAS-BARBERAN et al., 1993).
Em dez amostras de méis espanhois foram avaliados dezesseis flavondides agliconas por
CLAE em fase reversa, com o intuito de investigar a origem geografica. Os principais
flavondides identificados foram pinocembrina, pinobanksina, galangina, crisina, luteolina,
apigenina, isorhamnetina e 3-metil quercetina. Muitos desses flavondides foram

encontrados também em propolis (FERRERES et al., 1991).

A flavanona hesperetina foi usada como marcador para caracterizar mel Citrus néo
tendo sido detectada em nenhum outro tipo de mel estudado anteriormente, incluindo
rosmaninho, lavanda, girassol, améndoa, castanha, trevo branco, eucalipto, Erisarum,
Robinia, Rhododedron, Tilia, Prosopis, Calluna e méis multiflorais (FERRERES et al.,
1993; 1994). Enquanto, a flavona canferol foi descrita para mel rosmaninho (FERRERES et
al., 1994a; 1998) e a quercetina para mel de girassol (em niveis relativamente altos — 125-
290 ngy/100g mel) (TOMAS-BARBERAN et al., 2001). Além dessas substancias, alguns
&cidos fendlicos também foram encontrados e usados como marcadores quimicos.

Destacanmt se os acidos cafeico, para-cumarico e ferdlico em méis de castanha (ANDRADE

51



et al.,, 1997; FERRERES et al., 1996a). Pinocembrina, pinobanksina e crisina sao
flavondides caracteristicos da prépolis e estas substancias foram encontradas na maioria
dos méis europeus (TOMAS-BARBERAN et al., 2001).

Em agumas amostras de méis, tais como lavanda e acécia, nenhum composto
fenolico especifico foi (til como marcador quimico (TOMAS-BARBERAN et al., 2001).
Porém outros possivels marcadores fitoquimicos, tal como o acido abscisico foi indicado
como possivel marcador para o mel urze (“heather”) por FERRERES e colaboradores
(1996), e posteriormente, foi encontrado em quantidades significantes em més de acécia
(TOMAS-BARBERAN et al., 2001).

SABATIER e colaboradores (1992) descreveram em seu traba ho, aidentificacdo de
pinocembrina, pinobanksina, crisina, galangina, quercetina, canferol e tectocrisina em mel
de girassol francés, utilizando CLAE com detector de fotodiodo, com o apoio de outras
técnicas, a cromatografia de camada fina e cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Entre os flavondides descritos, duas principais estruturas foram
encontradas: as flavanonas e os flavandis.

MARTOS et al. (2000) descreveram a identificacdo dos flavondides: miricetina,
tricetina, querceting, luteolina e canferol em diversos méis europeus de eucalipto por
CLAE, com o proposito de correlacionalos com a origem floral €/ou geogréfica. Sendo que
a miriceting, tricetina e luteolina ndo haviam sido associadas, até entdo, com qualquer

origem floral especifica, podendo ent&o ser marcadores do mel eucalipto.

Em 1997, ANDRADE et al. compararam dois tipos de méis portugueses, o mel urze
Erica sp e lavanda (Lavandula stoechas), e observaram que as amostras continham um
perfil de &cidos fendlicos comum, incluindo os &cidos vanilico, clorogénico, cafeico, p-
cumarico, ferdlico, m-cumérico e cinamico. O &cido gdlico apareceu somente no mel
lavanda. O mel urze foi caracterizado pela presenca dos é&cidos p-hidroxibenzoico,
siringico, o-cuméarico e elagico. A presenca do &cido elagico em méis Erica spp estava de
acordo com relatos anteriores, que 0 sugerem como marcador de origem floral.
Considerando a grande quantidade de &cido p-cumérico nas amostras de mel urze (por volta
de 39%) e peguena quantidade presente no mel lavanda, também poderia ser relacionado

com a origem floral do mel Erica spp. Em outro trabalho com méis de urze foram
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identificados os flavondides miricetina, 3metil miriceting, 3'-metil-miricetina e tricetina
(GUYOTet al., 1999).

Para melhor esclarecimento sobre o mel urze (“heather”), ele é produzido em
Portugal de Erica spp. (Ericaceae), enquanto na Espanha e Franca 0 mel urze vem das
espécies Calluna ou Erica. Na Nova Zelandia, méis derivados de Calluna sdo considerados
como mel urze. Esse mel é caracterizado pelo forte sabor e cor marrom escuro
(FERRERES et al., 1996).

Amostras de més da Tunisia (norte da Africa), bem como prépolis da mesma
regido, foram estudadas com o intuito de comparé&las com o perfil europeu, aém do
interesse nessas substancias para determinac@o de origem geogréfica e flora do mel.Os
perfis dos compostos fendlicos investigados nessas amostras foram completamente
diferentes daqueles encontrados nos méis europeus oriundos de diferentes origens florais.
Os méis europeus apresentaram um perfil em compostos fendlicos relativamente constante,
porém 0s Méis tunisianos mostraram uma variagdo, mesmo quando originarios de mesma
fonte floral. Apenas cinco das treze amostras demonstraram conter flavonoides derivados
de damo (a principal planta fornecedora de propolis na Europa): pinocembrina, crising,
gdangina e pinobanksina, exatamente 0s que apresentaram maior conteldo total de
fendlicos. Ainda procurando relacionar as substancias fendlicas dos més da Tunisia com os
marcadores quimicos dos méis europeus, 0 mel rosmaninho da Tunisia também apresentou
como principais constituintes o canferol e 8 metoxicanferol. O mel Citrus também

apresertou hesperetina em quantidades similares aquelas reportadas em méis dtrus da
Espanha(MARTOS et al., 1997).

Com o intuito de analisar o contetido de flavondides de méis eucalipto da Austrdlia
e determinar se 0s marcadores encontrados nos méis eucalipto europeus estdo também
presentes nas amostras australianas, foram estudados 7 amostras de Eucalyptus pilligaensis,
duas amostras de Eucalyptus melliodora e 6 amostras de Eucalyptus camaldulensis. Os
cromatogramas das trés espécies australianas e da espécie européia demonstraram perfis
similares, contendo miriceting, tricetina, quercetina, luteolina e canferol (este Ultimo,
minoritario). Porém, os flavondides oriundos da prépolis de damo (nativa na Europa) no

mel europeu (pinocembrina, pinobanksina e crisina) ndo estiveram presentes no mel
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australiano; que por sua vez, apresentou a 3 metilquercetina que néo havia sido relatada no
mel eucalipto europeu (MARTOS et al., 2000; YAOet al., 2004).

Em outro trabalho, os écidos fendlicos foram analisados em més eucaliptos
australianos (E. intermédia, E. ochrophloia, E. crebra, E. nubila, E. melliodora, E.
moluccana, E. camaldulensis E. globoidia, E. largiflorens), com o mesmo propdsito de
definir marcadores quimicos. O &cido galico foi encontrado em quase todas as anmostras, e
também foi de maior concentracdo em todos os tipos de méis estudados, exceto para o mel
E. globoidia, que foi dominado pelo acido elagico. Como o &cido galico ndo tinha sido até
entdo relatado, ele foi indicado como marcador floral de méis eucdipto australianos (YAO
et al., 2004a).

Segundo relatos de ANKLAM (1998), o mel de trigo mourisco apresentou alto
contedo de acido 4-hidroxibenzoico. A andlise de seu extrato identificou ainda, os
seguintes  compostos. &cidos  3,4-diidroxibenzéico,  4-hidroxifenilldico, 2,5
diidroxibenzdico, 4-hidroxifenilacético, 3-hidroxibenzbico, 3,4-diidroxicindmico, 4-
hidroxi- 3,5-dimetoxibenzoico, 2-hidroxibenzoico, 4-hidroxicindmico e 4-hidroxi3-
metoxicinémico.

Para os méis brasileiros, contudo, o Unico trabaho relatado na literatura até entdo,
investigou os principais constituintes ndo-volateis de amostras de mel genuino derivados de
diferentes espécies de plantas encontradas em distintos estados brasileiros (DE MARIA et
al., 1999). Os niveis de &gua, acidez total, prolina livre, atividade de diastase, HMF, frutose
e glicose foram determinados em 74 diferentes tipos de méis de Apis mellifera de quatro
regifes do Brasil, porém nenhum composto fendlico foi investigado e relacionado a origem
boténica.

Recentemente 0 nosso grupo estudou, pela primeira vez, o perfil dos compostos
fendlicos dos méis de eucdlipto e silvestre dos estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo. A
andlise do perfil cromatografico associado ao estudo dos espectros de ultravioleta obtidos
pelo detector de arranjo de fotodiodos dos méis de eucalipto indicou a presenca dos &acidos:
gdico, vanilico, para-cumarico, ferdlico e cindmico, enquanto para o mel silvestre foram
identificados os é&cidos gdlico, vanilico, clorogénico, orto-cumarico, cinamico e 2-
metoxicinamico. A ocorréncia de quantidades significativas dos &cidos vanilico, para-
cumarico e ferdlico nas treze amostras de méis de eucdipto, e dos é&cidos vanilico,
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clorogénico e cindmico nas sei's amostras de méis de silvestre, indicou que estas substancias
poderiam ser usadas como marcadores quimicos destas espécies de méis (DA SILVA,
2004).

Em todos esses estudos as andises dos acidos fendlicos e flavondides foram
realizadas por cromatografia liquida de ata eficiéncia, através da observacdo do perfil
cromatografico dessas substancias com 0 uso de padrées. Os compostos fendlicos foram
identificados e quantificados através da comparacéo dos seus tempos de retencdo com 0s
padrdes auténticos, além da comparacao de seus espectros de ultravioleta (MARTOS et al .,
1997; 2000; 2000a ; MERKEN & GARY, 2000; DATTA et al., 2003, YAO et al., 2004).
Nesses trabahos o perfil dos compostos fendlicos foi caracteristico dos tipos florais
estudados e, assim, as substancias analisadas serviram como marcadores bioguimicos para
autenticacdo botanica dos méis. O resultado mostrou que a andise por CLAE das
substancias ndo-volateis pode servir como ferramenta coadjuvante para a determinacéo
flord dos méis. O uso de detector arranjo de fotodiodos (DAD) foi muito Gtil para a
identificacio das substancias presentes no mel (TOMAS-BARBERAN et al., 1993).
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5— ORIGEM DAS SUBSTANCIASFENOLICASNOSMEIS

Os flavondides presentes no mel podem ser originarios do néctar, pélen ou propalis.
O pdlen é um loca de acimulo de flavondides glicosilados, bem como o néctar e a propolis
sd0 ricos, principamente, em flavondides agliconas. Os flavondides glicosilados
provenientes do polen ou néctar podem sofrer hidrélise pelas enzimas glicosidases das
gléndulas salivares das abelhas, fornecendo as correspondentes agliconas (FERRERES et
al., 1993; GIL et al., 1995).

A dlicosilagdo € uma das etapas finais na biossintese dos flavondides. A adi¢éo de
“oses’ aos flavondides relativamente pouco polares produz moléculas hidrossolUveis
bastante volumosas.

Segundo dados da literatura, os derivados fendlicos encontrados nos méis podem ter
suas origens um tanto quanto indefinidas, porém varios traba hos investigando, seja pdlen,

prépolis ou o néctar, tém sido relatados.

Apesar de diferentes composicdes de pdlen, os flavonoides padrbes observados em
diferentes amostras de méis da regido de La Alcarria foram muito comuns, e constituidos
somente de agliconas, 0 que mostra que o polen ndo foi a principa fonte dos flavonoides
dos méis. Neste mesmo trabalho foi feita andlise por CLAE da prépolis, no qual o seu perfil
foi muito similar ao do mel, confirmando a sugestdo de outros autores que, nem todos, mas
a maioria dos flavondides de mel tem sua origem, principamente, na prépolis. Esses
flavonoides deveriam vir parciddmente da hidrélise dos flavondides glicosilados do pdlen
junto com os flavondides da prépolis, constituindo os flavondides agliconas detectados no
mel (FERRERES et al., 1992).

O grupo de flavondides da propolis, por sua vez, depende da planta usada para
coleta da propolis. Isso sugere que flavondides podem ser Uteis como um adjunto para
determinagdo da origem geografica do mel, antes da andlise da origem botanica
(FERRERES et al., 1992). Na Europa, bem como Asia e América do Norte, regides de
clima temperado, por exemplo, a arvore de damo é afonte de resina utilizada pelas abelhas
para producdo da propolis, e os flavondides comumente encontrados nessa propolis séo

pinocembrina, pinobanksina, galangina, crisina e apigenina. A composicdo quimica de
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fendlicos da propolis coletada em diferentes regides na Bulgéria revelou que a planta
origem da prépolis foi damo preto (Populus nigra). Os mesmos pesqguisadores estudaram a
prépolis da Albania e concluiram que suas fontes foram Populus nigra e Populus
canadensis. E também na Espanha confirmou-se a Populus nigra como fonte da propolis.
Na RuUssia, as abelhas coletam resina, principalmente, da Betula verrucosa, na Ucrania da
Betula verrucosa, Populus nigra e Populus tremula; e na Mongdlia da Populus suaveolens
(MARCUCCI et al., 2001).

Ja a propolis brasileira, que € muito utilizada pelos japoneses, foi pouco estudada
sobre sua composicdo quimica e atividade biolégica. Ela € oriunda de diferentes origens

boténicas, e sua composi¢ao quimica pode ser distinta.

Ha trabalhos também de andlise do néctar a procura de compostos fendlicos. A
flavanona hesperetina tem sido sugerida como possivel marcador para a origem floral do
mel Citrus (FERRERES et al., 1993). Este é um composto fendlico contido no néctar, onde
esta presente como um glicosideo (hesperidind) (ANKLAM, 1998). Considerando essa
indicac8o para marcador quimico, néctar e pélen de flores Citrus sinensis foram coletados
durante a primavera de 1992, para posteriormente serem analisados por CLAE. A andlise
do néctar de laranja revelou que a flavanona hesperidina (hesperetina-7-rutinose) foi o
flavondide majoritario detectado. O extrato de pdlen também resultou em hesperidina como
composto mgjoritario, porém diversas andlises posteriores apresentaram diferencas muito
significantes. Ja a andlise por CLAE de diversas amostras de méis da mesma regido nao
revelou diferencas significativas nas quantidades relativas de hesperetina, o que sugere que
0 néctar € a principal fonte de hesperetina detectada em mel Citrus (FERRERES et al.,
1993).

O flavonoide canferol indicado como marcador do mel rosmaninho, também foi
confirmado através de comparactes de cromatogramas de CLAE do mel, néctar e propolis.
O perfil dos compostos fendlicos da prépolis se apresentou muito semelhante ao do mel,
com a diferenca que os flavondides agliconas mais hidrofilicos quercetina e canferol foram
detectados em maior quantidade no mel do que na prépolis. Considerando que os contelidos
de canferol e quercetina na prépolis sdo muito baixas, corclui-se que o néctar foi a
principal fonte para o surgimento deles no mel apos hidrélise, e que todos os flavondides
restantes foram originarios da propolis integramente (GIL et al., 1995).
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Em 1996, FERRERES e colaboradores, avaliaram se 0 &cido abscisico detectado no
mel urze Erica spp, seria oriundo do néctar floral de Erica ou se teria sido produzido pela

acdo enzimética das abelhas. Nesse trabalho 0 néctar foi coletado e seus congtituintes
soltveis analisados por CLAE. Os principais compostos detectados foram os isdmeros do

acido abscisico, sugerindo ser 0 néctar a fonte para origem deste acido no mel.

Em 2001, TOMAS-BARBERAN e colaboradores, considerando as grandes
quantidades de quercetina encontradas nos méis girassol, resolveram estudar o néctar e o
polen de girassol da mesma regido (Itdlia e Franca). Observaram que o pdlen continha a
presenca de quercetina-3-rutinose (ruting), como principal flavondide, e que o néctar
continha quantidades varidveis de quercetina. Desta forma, eles concluiram que ambos

poderiam ser responsaveis pelos grandes niveis de quercetina encontrados no mel girassol.
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6 -OBJETIVOS

- Estabelecer uma metodol ogia cromatogréfica eficiente para a identificagdo de
&cidos fendlicos e flavondides em amostras de méis brasileiros (silvestre e

laranjeira);

- Caracterizar o mel baseado no perfil cromatogréfico das substancias fendlicas

por cromatografia liquida de ata eficiéncia;

- Fazer acorrelagcdo das substancias fendlicas identificadas com a origem boténica

e/ou geogréfica dos méis; e

- Avdliar aatividade bioldgica da fracdo rica em susbtancias fendlicas.

O objetivo da presente investigagdo é propor uma andlise sistematica de méis
brasileiros, baseados nos perfis cromatogréficos das suas substéncias fendlicas, por
cromatografia liquida de ata eficiéncia (CLAE). Este estudo visa identificar acidos
fendlicos e/ou flavondides por cromatografia liquida associado ao detector de arranjo de
fotodiodos, e utiliza-los como potentes marcadores quimicos na determinacdo da origem

floral e/ou geogréafica.

Foram escolhidos écidos fendlicos e flavondides do mel, porque ja foram
reconhecidos previamente como sendo potencialmente Uteis como marcadores taxondmicos
em méis europeus (TAN et al., 1989; ANDRADE et al., 1997; DATTA et al., 2003), e nos
méis brasileiros (DA SILVA, 2004), bem como, pelo fato dessas substancias apresentarem
comprovadas atividades antioxidantes, anti-radicais e antibacterianas (MIORIN et al.,
2003).
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7 - PARTE EXPERIMENTAL

7.1 —Material e Métodos

Todos os solventes em grau de pureza para andlise e espectroscopico foram obtidos
comercidmente da Vetec Quimica Fina Ltda e da Tedia Brasil, e foram utilizados sem
purificacdo prévia. A é&gua utilizada na cromatografia liquida e nas purificacbes das
amostras de méis foi purificada em um aparelho de Milli-Q da Millipore. O &cido acético
glacial, grau espectroscopico, foi obtido da Merck e usado como modificador de pH da fase

aquosa nas andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

As andlises utilizando cromatografia em camada fina (CCF) foram realizadas em
cromatofolhas de aluminio com silica gel 60 F254 (Merck, Darmstadf, Germany). As
substancias foram visudizadas através da irradiagdo com lampada ultravioleta no
comprimento de onda de 254 nm e 366 nm e/ou pulverizadas com solucéo 1% de AICk em
etanol como revelador quimico para a avaliagédo de flavondides. As misturas dos solventes
utilizados nos processos cromatogréficos foram feitas em % v/v.

As separacOes cromatogréficas foram efetuadas sobre Amberlite XAD-2 (poro 9 nm
e particula0.3 — 1.2 mm), obtido comercialmente da Supelco (Bellefonte, PA, EUA) e para
cromatografia de exclusdo foi utilizada Sephadex LH-20 obtido da Sigma Chemical Co.
(Saint Lowis, MO, EUA).

As amostras e solventes analisados por CLAE foram previamente filtradas em

membranas de nylon de 0,45 mm obtidas da Sartorius.

A eliminacdo dos solventes de extratos e fracdes de colunas cromatogréaficas foi
feita sob presséo reduzida em evaporadores rotatérios FISATON, mantendo a temperatura
de40°C.

Os espectros na regido UV realizados tanto para os padrdes quanto para as amostras
foram obtidos em espectrofotébmetro Shimadzu modelo UV mini 1240, utilizando como
solvente metanol grau espectroscopico.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H-RMN) e
carbono®® (*C-RMN), foram obtidos em espectrometro Briicker modelo AC-200 (200 MHz
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paraH e 50,3 MHz para *C). O solvente utilizado foi deuterado (DMSO-Dg), € como

padréo interno o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (d) foram obtidos em

parte por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz (Hz).

7.2 -Amostrasde M éis

As amostras de méis foram adquiridas tanto diretamente de apicultores quanto
compradas no comeércio. Os méis adquiridos dos apicultores foram das seguintes regides de
origem: Paraty, no estado do Rio de Janeiro; Serra da Mantiqueira, Itararé, Botucatu, no
estado de S0 Paulo. As outras compradas nos comércios foram das gguintes regioes:
NiteroFRJ; Cunha, Botucatu/Avaré, Rio Claro/Sao Carlos, Botucatu, Bebedouro e Taubaté,
no estado de S&o Paulo. Uma amostra, ainda, foi adquirida no Instituto de Zootecnia da
UFRRJ, em SeropédicaRJ (Tabela 5). Os més estudados foram os monoflorais de
laranjeira, isto €, cujo néctar apresenta a predominancia de uma espécie botéanica, e outros
heteroflorais, um mel mais heterogéneo, denominados de “mel silvestre” ou “mil flores’,

CUjO néctar apresenta uma mistura de espécies botanicas.

Para a determinacéo dos perfis cromatograficos foram obtidas dezoito amostras de
méis de diferentes regides, sendo oito amostras de méis silvestre e dez amostras de méis
laranjeira, no periodo de 2003-2004 (Tabela 5). Todas amostras foram estocadas na
geladeiraa4°C até o momento da andlise, afim de evitar qualquer tipo de alteraczo.
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Tabda5: Amostras de méis analisadas nesse trabal ho.

Cddigoda Tipode Origem Floral Data de Origem Geogr éfica
Amostra mel Chegada

RLS02 silvestre Heterofloral 10/06/2003  Cunha-SP/ divisa com Paraty-RJ

RLS05 silvestre Heterofloral 07/08/2003 UFRRJ- 1Z -SeropédicaRJ

RLS06 silvestre Heterofloral 07/10/2003  SerradaMantiqueiraentre Esp.

Sto do Pinhal- SP e Andradas-M G

RLSO7 silvestre Heterofloral 10/10/2003 Botucatu-SP/ Avare-F

RLS10 silvestre Heterofloral 01/03/2004 Paraty-RJ

RLS11 silvestre Heterofloral 11/03/2004 Rio Claro-SP/ Séo Carlos-SP

RLS12 silvestre Heterofloral 11/03/2004 [tarare-SP

RLS13 silvestre Heterofloral 11/03/2004 Comércio em Séo Paulo-SP
(Botucatu-SP)

RLLO3 laranjeira Citrus 23/06/2003 Niter6i-RJ

RLLO4 laranjeira Citrus 25/08/2003 Niter6i-RJ

RLLO8 laranjeira Citrus 10/10/2003 Bebedouro-S

RLLO9 laranjeira Citrus 29/11/2003 Cunha-SP

RLL15 laranjeira Citrus 12/03/2004 Botucatu-SP

RLL16 laranjeira Citrus 12/03/2004 Botucatu-SP

RLL17 laranjeira Citrus 11/03/2004 Rio Claro-SP/ S&o Carlos-SP

RLL18 laranjeira Citrus 11/03/2004 [tararé-SP

RLL19 laranjeira Citrus 11/03/2004 Comércio em S&o Paulo-SP
(Botucatu-SP)

RLL20 laranjeira Citrus 11/03/2004 Taubaté-SP
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7.3 - Padr 6es Utilizados

Os padrdes utilizados nas andlises cromatograficas foram sempre de grau de pureza
elevado (~99%). Os acidos trans-cindmico, cafeico, prototocatecuico, meta-cumarico, orto-
cumarico e para-cumdrico foram obtidos comercialmente da Sigma Chemical Co. (Saint
Lowis, MO, EUA) e os &cidos gdlico, siringico, fertlico, sinapico, 4- metoxi-cinamico, 4
metoxi-benzdico, para-hidroxibenzdico, vanilico e clorogénico foram obtidos da Merck
(Darmstadf, Alemanha). Os flavondides quercetina, morina, hesperidinag, rutina foram
obtidos da Merck (Darmstadf, Alemanha). A miricetina foi doada pelo Prof. Dr. Mé&rio
Geraldo de Carvaho (DEQUIM-UFRRJ). Solugbes dos padrdes foram preparadas
individualmente ou misturada. Essas solucbes foram feitas a 1% em metanol (grau
espectroscopico) e utilizadas como solucdo estoque padréo.Todas as solugBes foram
filtradas, previamente antes da andlise por CLAE, através de membrana de nylon de
0,45mm.

7.4 - Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Todas os padrfes e as amostras dos méis foram analisados preliminarmente em um
aparelho Shimadzu equipado com duas bombas modelo LC 10-AS, um detector de
ultravioleta-visivel com comprimento de onda variavel (analisados a 270 e 340 nm),
modelo SPD-10A, e integrador modelo CR6A . As amostras foram injetadas atraves de
injetor Rheodyne 7125i com loop de 20 mL. A separacéo dos écidos fendlicos e flavondides
foi realizada em coluna de fase reversa C-18 (250 mm x 4,6 mm d.i. € 5vm de tamanho de
particula), usando como fase movel agua: &cido acético (99:1, solvente A) e &gua
acetonitrila : acido acético (59:40:1, solvente B). A separacdo foi feita com gradiente de
fluxo: 0,8 mL.min* iniciamente e foi aumentado para 1,0 mL.min™ apds 10 minutos,
mantendo-se constante até o final. O gradiente de eluicdo estabelecido foi: 25% do solvente
B inicialmente, este foi aumentado para 70% em 20 minutos, 85% do solvente B em 25
minutos, 100% do solvente B em 30 minutos. Finalmente, com eluic¢do isocrédtica com
100% do solvente B até 35 minutos.

A identificagdo das substéncias foi realizada em outro cromatografo com fase
liguida da Waters Modelo 600E equipado com detector de arranjo de fotodiodos (DAD
996), com controlador de temperatura gjustado para 30°C e injetor Rheodyne 7125i com
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loop de 20nL (Laboratério Biotecnologia-EMBRAPA-Agroindustria de Alimentos). Para
esta andlise utilizouse a mesma coluna de fase reversa C-18, porém com fluxo constante de
imL.min, e o gradiente de eluicdo: 35% do solvente B iniciamente, este foi aumentado
para 50% em 10 minutos, 70% do solvente B em 20 minutos, 85% do solvente B em 30
minutos, 100% do solvente B em 40 minutos, e finalmente, retornouse para 35% do
solvente B apds 42 minutos. O sistema de computador com o “software” Millenniunt?
(Waters) possibilitou a aguisicdo dos espectros de UV dos componentes analisados para
serem comparados aos espectros dos padrdes auténticos, permitindo assm sua
identificacdo. O volume de injecdo para os padrdes e amostras de méis foi de 20m. O
monitoramento dos cromatogramas foi realizado a 270 nm e 340 nm, visto que a maioria
dos acidos fendlicos e flavondides encontrados nos méis mostram suas absorgdes maximas

no ultravioleta, proximos a esses comprimentos de onda (MARTOS et al., 1997).
7.5 -Preparo da Amostra de Mel

O é&xito de uma andlise cromatogréfica para uma amostra com uma matriz t&o
complexa como o mel, depende, além de outros fatores, do preparo adequado da amostra.
Nesta primeira etapa do trabalho, sdo eliminados a0 maximo, os possiveis interferentes da
andlise, efetuando-se apenas a extracdo das substancias de interesse, neste caso a fragdo

rica em substancias fendlicas.

As substancias fendlicas foram extraidas do mel segundo metodologia descrita
previamente na literatura (TOMAS-BARBERAN, et al., 2001; FERRERES et al., 1994;
MARTOS et al., 2000), porém algumas peguenas modificacOes foram testadas. A amostra
de mel (cercade 50 g) foi misturada com 250 ml de &gua destilada, gjustadaa pH = 2 com
acido cloridrico concentrado e agitada com agitador magnético, a temperatura ambiente, até
completa dissolugdo. A amostra fluida foi em seguida, filtrada através de algoddo para
eliminar possiveis particulas suspensas. O filtrado foi passado aravés de uma coluna de
vidro (45 x 3,5 cm) empacotada com cerca de 75 g de Amberlite XAD-2 (poro 9 nm e
particula0,3—1,2 mm). A colunafoi entdo lavada primeiramente com agua acidificada (pH
= 2 com HCI concentrado, 100 mL), e subsequentemente, com agua destilada (cerca de
150 mL) pararemover todos os acucares e outros constituintes polares do mel, enquanto as

substancias fendlicas presentes no mel permaneceram na coluna. A fracdo fendlica
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adsorvida na coluna foi entéo eluida com metanol (cerca de 350 mL). O extrato metandlico
obtido foi concentrado até a secura sob pressdo reduzida em um evaporador rotatério a
40°C. Apés esta etapa, procedimentos diferentes de extragdes foram avaliados (Figura 14,
p. 66).

M étodo |

Este procedimento estudado teve por objetivo testar dois solventes diferentes no
processo extrativo da fracdo metandlica do mel. Ao extrato metandlico concentrado foram
adicionados 5 mL de H,O destilada e realizouse particdo com dois solventes diferentes: a)
éter (TOMAS-BARBERAN et al., 2001) e b) acetato de etila. Apos seis extragdes (6 x 10
mL), a fase orgénica foi reunida, seca com sulfato de sddio ou de magnésio anidro, e
concentrada até secura. Em seguida, o extrato foi redissolvido em 5 mL de metanol grau
espectroscopico, filtrado em membrana de 0,45 nm e analisado por CLAE. Apenas uma

das fragOes etéreas foi também enviada para teste de atividade biol 6gica.
Método I

Visando isolar flavondides, a fracdo metandlica concentrada foi passada através de
coluna de Sephadex LH-20 (5 x 1 cm) e eluidas com metanol. As fractes fendlicas foram

recolhidas e evaporadas a pressdo reduzida no evaporador rotatério a 40°C. Algumas
fragBes foram reunidas apds avaliagdo por cromatografia de camada fina e redissolvidas em

metanol grau espectroscépico paraaandise por CLAE.

Em todos os casos as amostras foram guardadas a 4°C até serem analisadas.
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8- RESULTADOSE DISCUSSAO

O nosso grupo de pesquisa ja vem trabahando com a andise do perfil
cromatografico de polifen6is em amostras de méis brasileiros de Apis mellifera, onde foram
analisados os méis eucalipto e silvestre dos estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo (DA
SILVA, 2004). Com a finadidade de dar continuidade a investigacdo de marcadores
guimicos para os diferentes méis brasileiros, no atual trabalho foi escolhido mel silvestre de
outras cidades, 0 que poderia servir de comparacdo com agueles ja estudados, aém de um
outro tipo de mel monofloral, mel laranjeira, que é de alto interesse comercial devido ao
Seu suave sabor e aroma.

Os é&cidos fendlicos e flavonoides foram as classes escolhidas nas andlises dos méis
brasileiros, porque ja foram reconhecidas previamente como sendo potencialmente Gteis
como marcadores taxondmicos em méis europeus (TAN et al., 1989; ANDRADE et al.,
1997; DATTA et al., 2003), mas ndo nos més brasileiros até o estudo realizado por DA
SILVA (2004), bem como, pelo fato, dessas substancias apresentarem comprovadas
atividades antioxidantes, antitumorais e antibacterianas (KAMPA et al., 2004; ALJADI &
KAMARUDDIN, 2004; ALJADI & KAMARUDDIN, 2003; MIORIN et al., 2003;
PRIOR, 2003; AL-MAMARY et al., 2002).

A identificac8o desses derivados fendlicos podera vir a auxiliar na caracterizacéo da
origem floral e geogréfica de diferentes méis. Como o conteido dessas substancias varia
com o tipo flora, temse a possibilidade de utilizar tais substancias como marcadores

quimicos do mel o que complementaria a sua andlise microscopica (andlise polinica).

Com deito, para que uma determinada substancia possa ter um papel importante
como indicador quimico deve obedecer a determinadas condicdes:

- ndo deve pertencer aos constituintes principais como agucares, lipideos;

- reciprocamente, ndo deve ter uma estrutura muito complexa ou ser elaborada por

um ndmero de espécies particulares,

- deve acumular-se e por consequéncia intervir de maneira limitada nas reacfes
metabolicas; e

- deve ser facil de detectar.
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Os &cidos fendlicos e flavondides escolhidos parecem satisfazer as condicOes

requeridas, podendo desempenhar um papel importante na classificagdo dos méis.

Embora os processos classicos baseados em cromatografia de camada fina (CCF) e
de coluna (CC) continuem a ser utilizados para a separacéo e purificacdo de produtos
naturais, énfase e particular atencdo serdo dadas aqui a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) acoplada ao detector de arranjo por fotodiodo devido a sua rapidez e
reprodutibilidade para a identificagdo das substancias fendlicas. A espectrofotometria de
absorcdo na regido do ultravioleta para identificacdo dos compostos fendlicos, que foi
pioneira nos anos 50, ainda € muito usada e aplicada a todas as classes de polifendis,
principalmente, quando acopladas as técnicas cromatogréficas instrumentais, como a

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A técnica utilizada foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada
ao detector de ultravioleta (UV) e de arranjo de fotodiodo (DAD), utilizando coluna
andlitica de fase reversa (octadecil-C18) e uma mistura de solventes (fase movel agua
&cido aceético -99:1, solvente A- e &gua: acetonitrila : acido acético -59:40:1, solvente B)

com gradiente de eluicdo (p. 64).

Todas as amostras foram, primeiramente, analisadas em um cromatografo com fase
liquida (Shimadzu — loca UFRRJ), onde também foram injetados todos os padrdes de
&cidos fendlicos e flavondides (separadamente e como misturas) para se ter uma prévia
comparagdo por tempo de retencdo. A partir dos perfis apresentados foram selecionadas
algumas amostras de maior interesse, sgja pelo nimero de picos ou por coincidéncia com 0s
tempos de retencdo dos padrdes, para posterior andlise no CLAEDAD (Waters- loca
EMBRAPA), onde além do tempo de retencdo, pode se obter o0s respectivos espectros de
absor¢éo no UV para auxiliar na identificagéo.

Das dezoito amostras de méis avaliadas foram escolhidas apenas cinco de mel
silvestre (RLS02, RL S05, RL S06, RLS10 e RLS12) e seis de més laranjeira (RLLOS,
RLL15, RLL16, RLL18, RLL19 e RLL20- Tabela 5, p. 62) por apresentarem os perfis
cromatogréficos mais interessantes.

A identificac8o dos acidos e flavondides foi feita através da comparagéo dos tempos

de retencdo, juntamente com as andises dos respectivos espectros de absor¢do no UV,
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comparado aos dos padrdes. Entretanto, nem todos os picos puderam ser identificados
dessa forma, pois os padrées foram escolhidos de acordo com a literatura prévia e a
disponibilidade no laboratério, ndo sendo suficientes para monitorar completamente os
picos presentes nos cromatogramas. Foram feitas também andlises de CCF analitica dos
meéis comparando os R (fator de retencdo) com aqueles dos padrdes e, posteriormente
avaliacdo desses resultados com os obtidos por CLAE.

8.1 — Extracdo das Substancias Fendlicasdo Mel

Com o objetivo de se obter fragfes ricas nos compostos de interesse e considerando-
se a complexidade da matriz do mel, a metodol ogia extrativa adotada foi realizada segundo
protocolo descrito na literatura, conforme apresentado na parte experimental (p. 64).

Dos métodos de extragdo avaliados (TOMAS-BARBERAN, et al., 2001;
FERRERES et al., 1994, MARTOS et al., 2000) selecionouse aguele que nos pareceu
mais reprodutivo do ponto de vista qualitativo e até mesmo quantitativo . As analises por
CCF e por CLAE permitiram observar algumas pequenas variagdes para as concentragoes
das substancias (verificadas pelas areas relativas dos picos nos cromatogramas) quanto da
capacidade extrativa do éter comparado ao acetato de etila (Método I, Figura 14, p. 66). Em
alguns casos observouse uma diferenca qualitativa quanto a presenca das substancias,
mesmo quando se comparou mel de uma mesma origem floral. Sendo assim, optouse
muitas das vezes trabalhar tanto com extrato etéreo como com o de acetato de etila, para
garantir 0 méximo de recuperacdo das substancias fendlicas. Na apresentacdo dos

resultados sera indicado quando estes dois solventes foram ou ndo utilizados.

Apos a obtencdo do extrato seco, dém da CLAE, alguns procedimentos analiticos
foram realizados, com o intuito de auxiliar naidentificac8o das fracfes ricas em substancias
fendlicas. O extrato seco obtido de todas as amostras, tanto do método la (éter) quanto Ib
(acetato de etila), dém da CLAE, foi monitorado por CCF analitica, como uma andlise

rapida que pudesse fornecer algumas informagdes preliminares sobre o mel.

Das amostras estudadas a RLS12, extraida com éter, foi enviada para testes de
atividade biolégicain vivo ein vitro em camundongos. Essa amostra foi selecionada devido
aindicacdo, pela primeira vez, da presenca de possiveis flavondides (por CCF). Esses testes
foram realizados pela aluna de Iniciagdo Cientifica, Amanda Esteves Souza, da Profa. Dra.
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Aurea Echevarria, no Departamento de Quimica da UFRRJ e os resultados serdio

apresentados posteriormente.

O residuo seco apos particdo com acetato ou éter, de todas as amostras sel ecionadas,
foi redissolvido em 1mL de metanol grau espectroscopico, filtrado através de membrana de

0,45 mm e andlisado por CLAE-DAD.

O método Il consistiu ro fracionamento através de coluna com Shepadex LH-20
para avaliar a presenca de flavondides, segundo relatos descritos na literatura para méis
europeus (ANDRADE et al, 1997). As amostras do mel silvestre e do mel laranjeira ndo
mostraram perfil cromatogréfico que indicasse a presenca de flavondides (comparagdo com
tr dos padrdes usados), bem como nenhuma absor¢éo caracteristica na regido de 250-380
nm (regido caracteristica para flavondides). Sendo assim, esta metodologia extrativa foi
abandonada.

A escolha do método la e/ou Ib para definir os perfis cromatogréficos dos derivados
fendlicos do mel se baseou na €eficiéncia e reprodutibilidade a partir das andlises dos picos
nos cromatogramas e suas respectivas areas relativas, bem como o grau de recuperacdo do
extrato bruto apds 0s processos extrativos (massa obtida de ~ 20 mg) partindo-se de 50 g de

amostra de mel.

A escolha da coluna de fase reversa C-18 ja havia sido utilizada pelo nosso grupo
em trabalho anterior (DA SILVA, 2004), porém as condic¢fes cromatograficas (fase movel,
velocidade de fluxo e tempo de andlise) foram modificadas para atender as novas andlises,
visto que ndo havia sido ainda identificado no mel brasileiro a presenca de flavonoides.
Essa metodologia analitica, embora um pouco diferente da anterior, conseguiu huma so
andlise abranger dois grupos de substancias fendlicas: os &cidos fendlicos (benzbicos e
cinamicos) e os flavondides (aglicona ou glicosilado). Aqui serdo apresentados apenas 0s
resultados das condic¢des consideradas mais adequadas para as andlises desses méis.

8.2 —Perfis Cromatogr &ficos dos Padr 6es e Respectivos Espectros de UV

Conforme a descricéo feita sobre 0 modo de identificacdo dos compostos fendlicos
nas amostras, o estudo cromatogréfico teve inicio pela andlise do comportamento dos
padrdes disponiveis por CCF em gel de silica (fase normal) e CLAE-DAD (fase reversa),

bem como pela absorcéo no espectro ultravioleta em solucdes da fase mével usada (agua:
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acetonitrila: &cido acético - 59:40:1). Cabe destacar que 0 espectro de absor¢do no
ultravioleta obtido com este solvente, ndo foi substancialmente diferente daquele resultante

em metanol quando os padrdes foram analisados separadamente em um espectrofotémetro.

Primeiramente, os padrdes foram aplicados em placas de CCF analitica de fase
normal, com o propdsito de observar o fator de retencéo (R), bem como o aspecto e cor de
suas manchas observadas pela irradiacdo da luz UV nos comprimentos de onda de 254 nm
e 366 nm. Apos aguns testes com diferentes fases moveis, tarto para os acidos fendlicos
como para os flavonGides agliconas o sistema de solvente usado na cromatografia de
camada fina (CCF) foi uma mistura de hexano: acetato de etila: &cido férmico (20:19:1).
Para os flavondides glicosilados o sistema de solvente usado foi acetato de etila: agua:
&cido formico (85:15:10; SIMONOVSKA et al., 2003). Os acidos fendlicos usados como
padrdes foram visualizados a 254 nm. Ja os flavonoides foram revelados com uma solugdo
1% de cloreto de aluminio, que de uma forma geral apresentaram coloracdo amarelo a 366
nm. O cloreto de aluminio forma complexos estaveis com os grupos 5-hidroxi-4-ceto, 3
hidroxi-4-ceto e sistemas orto-diidroxi nos flavondides em metanol, ocorrendo na analise
espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de onda (batocrémico) e uma
intensificagdo da absor¢éo (BRAZ-FILHO, 1971; MARKHAN & MABRY, 1975).

Cada padréo de &cido fendlico teve o seu cromatograma por CLAE-UV-Vis
analisado individualmente e, em seguida misturados, confirmando seus tempos de retencao.
Como aguns &cidos apresentaram tempos de retencdo muito préximos (devido as
caracteristicas estruturais), apesar das curvas de absor¢do no ultravioleta permitirem a
distingdo entre eles, estes foram reunidos formando trés misturas diferentes, denominadas
A, B e C, com o intuito de facilitar as andlises. A partir destas andlises, os tempos de
retencdo e os comprimentos de onda dos padrdes nas misturas e do écido clorogénico
analisado separadamente por CLAE-DAD foram reunidos nas Tabelas 6, 7 e 8 (p. 72 e 73)

parafacilitar a sua comparagdo com as amostras dos méis.

Os flavondides, no entanto, sO foram analisados individuamente, ndo como
misturas. Reuniram se os dados de tempo de retencdo e comprimento de onda dos padrbes
dos flavonGides obtidos por CLAEDAD (Tabeda 9, p. 73). Os cromatogramas
correspondentes as andlises dos acidos e dos flavondides estdo nas Figuras 15-24 (p. 74-
79), com os respectivos espectros de absor¢do no UV,
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Tabela 6: Tempo de retencdo (tr) e comprimento de onda (I max) dos acidos fendlicos

padrbes (Mistura A) analisados por CLAE com detector de arranjo de fotodiodos.

Padr des de Acidos tr (Minutos) | max (hm)
Acido protocatecuico 4,190 259, 295
Acido siringico 5,936 274
Acido p-cumérico 11,377 310

Acido m-cumérico 14,511 278, 316 om
Acido o-cumérico 18,506 277,324
Acido cinamico 27,669 278
Acido-4-metoxi-cinamico 28,797 306

om = ombro

Tabela 7: Tempo de retencdo (ir) e comprimento de onda (I max) dos acidos fendlicos

padrbes (Mistura B) e do &cido clorogénico analisados por CLAE com
detector de arranjo de fotodiodos.

Padr 6es de Acidos tr (Minutos) I max (nm)
Acido gdlico 3,404 272
Acido p-hidroxi-benzéico 6,325 256
Acido vanilico 7,509 260, 292
Acido sindpico 13,572 294 om, 323
Acido 4-metoxibenzdico 19,969 257
Acido clorogénico* 14,632 256, 355

* injetado separadamente; om = ombro

72



Tabela 8: Tempo de retencdo (tr) e comprimento de onda (I max) dos acidos fendlicos
padroes (Mistura C) analisados por CLAE com detector de arranjo de fotodiodos.

Padr des de Acidos tz (Minutos) | max (nm)
Acido cafeico 5,455 292 om, 324
Acido fertlico 12,298 294 om, 322

Na mistura C as curvas de absor¢ado no ultravioleta mostraram-se semelhantes para
ambas as substancias, sendo importante assim, a observacdo dos tempos de retencdo para a

distingdo das mesmas.

Tabela 9: Tempo de retencdo (ir) e comprimento de onda (I max) dos flavondides
padrdes analisados por CLAE com detector de arranjo de fotodiodos.

Padr des tr (Minutos) I max (nm)
Rutina 13,292 256, 354
I soquercetrina 13,409 256, 354
Hesperidina 19,794 254, 328 om
Miricetina 20,574 253, 371
Morina 25,114 252, 353
Quercetina 27,416 256, 368
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Figura 15: Separacdo dos padrbes de &cidos fendlicos Mistura A) por CLAE-DAD em coluna
analitica G-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase mével dgua: &cido acético (99:1,
solvente A) e agua: acetonitrila: &cido acético (59:40:1, solvente B) a 270 nm.
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Figura 16: Separacdo dos padrbes de &cidos fendlicos Mistura B) por CLAE-DAD em coluna
analitica G-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase mével gua: écido acético (99:1,
solvente A) e &gua: acetonitrila: &cido acético (59:40:1, solvente B) a 270 nm.
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Figura 17: Separacéo dos padrdes de &cidos fendlicos Mistura © por CLAE-DAD em coluna
analitica C-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase mével gua: cido acético (99:1,
solvente A) e &gua: acetonitrila: &cido acético (59:40:1, solvente B) a 270 nm.
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Figura 18: : Cromatograma do acido clorogénico por CLAE-DAD em coluna analitica G18

(25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase mével &gua: &cido acético (99:1, solvente A) e
&gua: acetonitrila; &cido acético (59:40:1, solvente B) a 270 nm.

24.00 26.00

76



0.35

132 3

225

rutina

0.20

AL

015

010 |

0.0%

nm
380.00

255.9

3546

|
S Y G J Mon . p

2.0 .00 5.0 800 10.00 12.00 14.00

Rilridae

<0.Cd

Figura 19: Cromatograma da rutinapor CLAE-DAD em coluna analitica C-18 (25cm x 4,6mm x
5um), fluxo de ImL.min™, fase mével dgua &cido acético (99:1, solvente A) e &gua: acetonitrila

acido acético (59:40:1, solvente B) a 270 nm.
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Figura 20: Cromatograma da isoquer cetrina por CLAE-DAD em coluna analitica C-18 (25cm x
4.6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase movel 4gua &cido acético (99:1, solvente A) e &gua

acetonitrila : &cido acético (59:40:1, solvente B) a 270 nm.
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Figura 21: Cromatograma da hesperidina por CLAE-DAD em coluna analitica G18 (25cm x

4.6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase mével &gua: &cido acético (99:1, solvente A) e &gua
acetonitrila : &cido acético (59:40:1, solvente B) a 270 nm.
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Figura 22: Cromatograma da miricetina por CLAE-DAD em coluna analitica G18 (25cm x
4.6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase moével 4gua &cido acético (99:1, solvente A) e agua
acetonitrila : &cido acético (59:40:1, solvente B) a 270 nm.
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Figura 23: Cromatograma da morina por CLAE-DAD em coluna analitica C-18 (25 cm x 4,6 mm
X 5 um), fluxo de ImL.min™, fase mével gua: &cido acético (99:1, solvente A) e &gua: acetonitrila:
acido acético (59:40:1, solvente B) a 270 nm.
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Figura 24: Cromatograma da quercetina por CLAE-DAD em coluna analitica G18 (25cm X

4.6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase mével &gua: 4cido acético (99:1, solvente A) e gua
acetonitrila : &cido acético (59:40:1, solvente B) a 270 nm.

79



Essa metodologia embora um pouco longa (cerca de 40 minutos de andise),
conseguiu huma so corrida abranger os &cidos e flavondides estudados, e através dos dados
acumulados de absorcdo espectroscopica no detector de arranjo por fotodiodo, o tipo de

substancia fendlica pode ser identificado na matriz do mel.

O uso de diferentes misturas de padrdes de &cidos fendlicos foi feito com o objetivo
de permitir uma andlise mais segura para aqueles acidos cujos tempos de retencdo eram
muito préximos, embora os espectros de UV permitissem avaliar tal diferenca. Como por
exemplo, os da classe do acido benzbico: o acido protocatecuico (com hidroxilas nas
posicles 3, 4) e 0 &cido gélico (com as hidroxilas nas posi¢des 3, 4, 5) apresentaram pouca
diferenca em termos de polaridade, portanto apresentaram tempos de retencdo proximos
(Tabelas 6 e 7, p. 72); entdo foram colocados em misturas distintas para facilitar sua
identificacdo nas amostras de méis, mesmo sendo 0s seus maximos de absor¢do no UV

diferentes. Esses dois &cidos foram os mais polares dentre os estudados.

Dessa forma, a ordem de eluicdo para os &cidos no cromatograma de cada mistura
pode ser avaliado com maior seguranca. Para tal discussdo deve-se considerar a utilizagdo
de fase reversa, ou sgja, afase movel é mais polar que a fase estacionéria o que faz com que

as substancias mais polares saiam primeiro.

Com relacdo ao perfil cromatogréfico dos flavondides, observouse que os
cromatogramas foram diferentes quando se compararam os trés flavonoides glicosilados
(rutina, isoquercetrina e hesperidind) com aqueles agliconas (quercetina, morina e
miricetind). Os flavondides glicosilados por serem mais polares saem com tempo de
retencdo menor (k = 13-19 minutos) na fase reversa e apresentam Seus picos mais
simétricos e finos, quando comparados com flavondides agliconas que tem picos mais
largos e tempos de retencdo maiores (k = 20-27 minutos) (Tabela 9, p. 73). Certamente, a
resolucdo dos flavondides agliconas poderia ter sido melhorada, aumentando-se a
concentracdo do solvente organico na fase movel (metanol ou acetonitrila), bem como
poderia ter sido utilizada uma coluna de menor comprimento (por exemplo, 12,5 cm ao
in'ves de 25 cm). Em virtude da falta de disponibilidade do aparelho, outras condi¢des néo
foram testadas. Os padrdes rutina e isoquercetrina (ambos flavondis), nas condicdes
utilizadas, apresentaram tempos de retencdo e espectros de UV muito semelhantes. A
diferenca entre eles € apenas no aglcar no C- 3, que para rutina € um dissacarideo, a
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rutinose, e para a isoquercetring, € um monossacarideo, a glicose, o que tornaria a sua
identificacdo dificil na matriz do mel. Para esse caso recorreuse ao auxilio da CCF
analitica em gel de silica, onde seus fatores de retenco foram diferentes (R da utina =
0,22; Rs da isoquercetrina = 0,48).

A técnica de cromatografia em fase liquida acoplada ao detector de arranjo de
fotodiodos, além de ter sido uma preciosa ferramenta na identificacdo estrutural dos écidos
fendlicos e flavonodides, permitiu verificar, se durante o processo de extracdo das
substéncias da matriz do mel, as caracteristicas dessas se mantiveram inalteradas, através da
comparacao do seu perfil cromatogréfico (tr) € 0 seu espectro de absorgdo no UV. Embora
0s espectros tenham sido obtidos, nesse caso, com a fase movel (acetonitrila/agualacido

acético), se mostram idénticos aqueles dos padrfes puros feitos em metanol.
8.2.1 — Consideragdes sobre as curvas de absor ¢do no UV dos padr des

Os quatorze acidos fendlicos, bem como os seis flavondides estudados tiveram seus
espectros de absor¢do no UV feitos em metanol, a fim de facilitar 0 seu monitoramento na

analise cromatografica quando do uso do detector de arranjo por fotodiodo na CLAE.

A metodol ogia extrativa associada com a andlise por CLAE com detector de arranjo
de fotodiodos permitiu estudar os &cidos fendlicos quanto a sua absor¢do no ultravioleta
sem que para isso fosse necessario 0 seu isolamento, e ainda com a garantia de que se

trabalhou com elevado grau de pureza quando os acidos foram identificados.

A andlise dos espectros de absor¢do no ultravioleta obtido pelo detector de arranjo
de fotodiodos e acumulados com varredura de | 250-380 nm permitiu que se fizesse

algumas consideragdes relativas a estrutura das substancias cromatograf adas.

Inicidlmente, serdo apresentadas algumas consideragcbes sobre os espectros de
absor¢cdo no ultravioleta para os écidos fendlicos, e posteriormente para os flavonoides,
para que possam auxiliar a sua identificagdo namatriz do mel.

a) Acidos fendlicos

Pdos dados acumulados de absor¢do espectroscopica no detector de arranjo de
fotodiodos, determinouse imediatamente o tipo de composto fendlico em questéo. Os

acidos fendlicos encontrados nas amostras dos méis estudadas foram os derivados de écido
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benzoico esqueleto C6-C1) e os derivados de &cido cindmico (esqueleto C6-C3), cuja
origem biossintética tenha como precursor importante o &cido chiquimico, como mostrado
no item 3 (Figura 2, p.17). Esta classificagdo facilitou a identificacdo pelo espectro de
ultravioleta quanto ao esqueleto estrutural basico, onde os derivados de acido benzdico
estudados foram: &cido gdlico, acido vanilico, &cido siringico; &cido protocatecuico, acido
par a-hidroxi-benzdico e acido para- metoxi-benzdico (Figura 25), enquanto os derivados do
&cido cinamico foram: &cido ferdlico, acido clorogénico, &cido sinapico, acido cafeico,

&cido cindmico, écidos orto, meta e para-cumarico e &cido 4- metoxi-cinamico (Figura 26).

COOH COOCH COOH
1
6 2
5
HO™ 2y % "OH OH
OH OH OH
Acido Gdico 15 Acido Protocatectico 14 ~ A@do p-hidroxi-
- Benzoico 11
COOH COOH COOH
CH40 OCHs OCH,
OH OH OCH3z
A i Sirn < : Acido 4-metoxi-
Acido Siringico 13 Adido Vanflico 12 benzoico 20

Figura 25: Estruturas dos derivados de acidos benzdicos usados como padrfes.
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Figura 26: Estrutura do acido cinamico e seus derivados usados como padrfes.

Os é&cidos fendlicos que se encontraram nas amostras de méis estudados estavam
todos substituidos, exceto o proprio &cido cindmico, mas 0 seu espectro de absorcdo no
ultravioleta permitiu observar tais variages estruturais.

Para efeito de discussdo os espectros dos acidos para- hidroxibenzoico e cinamico
foram utilizados como modelo para se discutir as modificagbes nas bandas de absor¢éo dos
espectros de todos os padrdes feitos em metanol grau espectroscopico como solvente. Para
0 &cido para- hidroxibenzdico com apenas um grupo hidroxila no anel aromético, observou
se uma Unica banda de absor¢éo de | max @ 253 nm, referente a banda B dos sistemas
arométicos (transicdo p - p*). O &cido cindmico ndo tem a hidroxila, mas manteve a mesma
banda B de absor¢do méxima no ultravioleta de | max = 270 nm, porém agora com um
desvio batocrébmico de 17 nm devido a extensdo de conjugacdo do anel com o sistema

olefinico presente na unidade C3 (Figura 27).
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Figura 27: Espectros de absor¢ado no ultravioleta dos é&cidos p-hidroxibenzdico e cindmico
em metanol.

Para os derivados do &cido benzdico que apresentam trés grupos hidroxila no anel
aromatico a ateracdo que se verifica € um desvio batocrébmico de 17 nm quando
comparados ao &cido p-hidroxi-benzoico ( max = 253nm; PAVIA & LAMPMAN, 1979),
independentemente do fato de estarem ou ndo substituidos por metilas. Como exemplo,
temos o &cido gaico (I max= 272 nm) e 0 &cido siringico (I max = 274 nm ; Figuras 15 e 16,
p. 74 e 75). Este efeito esta de acordo com esperado com base nos efeitos dos substituintes
previstos pelas regras de Woodward (WILLIAMS & FLEMING, 1995).

Ja os derivados do &cido benzéico que possuem sibstituintes nas posicdes 3, 4 do
anel (orto-substituidos), apresentam espectros com duas bandas de absorcdo independente
dos substituintes serem hidroxilas e/ou metoxilas, como podem ser observados os espectros
dos &cidos protocatecuico (I max=259 e 295 nm) e vanilico (| max = 260 e 296 nm; Figuras 15
el6.p. 74 e75).

Para os derivados de écido cindmico também foi observado um desvio batocrémico
em relagdo ao &cido cindmico padréo (I max=272 nm), quando estes possuem substituintes
nas posi¢des 3, 4 do ane aromatico, resultando em espectros com duas bandas de absor¢ao
independentes também, se os substituintes sdo hidroxilas e€/ou metoxilas. Como foi

observado nos espectros dos &cidos feralico ( max=294 e 322 nm), cafeico (| mx=292 e
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324 nm), mesmo para 0 derivado trissubstituido, 0 &cido sinapico ( mx=294 e 324 nm;

Figuras 16 e 17, p. 75 e 76).

Como pode ser visto, todos os derivados do acido cinamico tém absor¢éo maxima
entre 293 e 320 nm sofrendo um desvio batocrémico de aproximadamente 30 nm quando se
encontram substituidos no carbono carbonilico, como é o caso do écido clorogénico
(I mx=307 e 354 nm).

Para os &cidos orto-, meta- e para cumarico no entanto, ocorre uma ateracdo com
relacdo as duas bandas de absor¢cdo observadas para os demais derivados. A existéncia de
apenas uma hidroxila no anel aromético permite uma interacdo com a carbonila, alterando-
se assim 0 espectro a medida que o grupamento hidroxila se aproxima da carboxila (no caso
do derivado orto-substituido, efeito pronunciado). Assim, o deslocamento do grupo
hidroxila da posicéo para- para meta- fez aparecer uma segunda banda de absor¢éo a 310

nmM que se acentuou quando passou a posicao —orto (Figura 15, p. 74).
b) Flavonoides

A espectroscopia no ultravioleta associada a CLAE é a uma técnica bastante Util
para a deteccdo de flavondides, durante os processos de monitoramento e/ou isolamento. O
espectro ultravioleta de um flavondide é normamente determinado em etanol ou metanol e
consiste tipicamente em duas bandas de absor¢do méaxima: uma ocorrendo entre 240-285
nm (banda |1, devido a absorcdo do anel A, sistema benzoila) e outro entre 300-450 nm
(banda 1, devido ao anel B; sistema cinamoila; Figura 28; SIMOES et al., 2000;
HARBONE, 1994). A posicdo precisa e as intensidades relativas destes maximos de

absorcdo dao uma valiosa informacéo quanto a natureza do flavonoide e ao seu padréo de

oxigenagao.
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Figura 28: Estruturas dos flavondides usados como padrfes.

Numa andlise rapida da Tabela 9 (p. 73) facilmente se verificou uma certa
semelhanca no espectro de absorcdo dos flavondides, tanto para a classe dos flavonois
glicosilados: rutina (quercetina3-O-rutinosideo) e isoquercetrina  (quercetina-3-O-
glicosideo), como para os flavondis agliconas. miricetina (3, 5, 7, 3', 4, 5'-hexaidroxi-
flavona), quercetina (3, 5, 7, 3, 4'-pentaidroxi-flavona) e morina (3, 5, 7, 2, 4'-
pentaidroxi- flavona), que apresentam duas bandas de absorcdo caracteristicas (banda | e
banda I11). A diferenca, no entanto, foi observada para a hesperidina (5, 3 -diidroxi, 4'-
metoxi, 7-rutinose flavanona), que é uma flavanona glicosilada que apresentou apenas uma

banda de absor¢éo intensa relacionada ao sistema benzoila (banda ll, anel A) (Figura 21, p.

78).
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A andlise dos espectros de absor¢do no ultravioleta forneceu consideracOes
importantes sobre o tipo de flavondide e 0 seu padréo de oxigenagdo, particularmente pela
andise da banda I. Nas flavonas e flavondis a banda | aparece entre 304-350 nm, ja as

flavanonas exibem uma banda | de baixa intensidade, frequentemente, aparecendo como
@ c |

ombro dabandall (Figura 29, Tabela 10).
‘p’@o -
o}
o}

Esqueleto da Flavona Esqueleto do Flavonol Esqueleto da Havanona

Figura 29: Esquel etos bésicos de flavondides.

Tabela 10: Deslocamento dabandal dos espectros UV dos flavondides.

Tipo de Flavondides | max (NM)
Flavonas 304-350
Flavondis (OH-3 substituido) 328-357
Flavonois (OH-3 livre) 352-385
Flavanonas 304-330 (Banda |, ombro)

240-280 (bandal )

Quando os espectros dos padrdes foram analisados, observouse que 0 aumento no
grau de oxigenacdo do anelB nos flavondis causou um desvio batocrémico notével na
banda | por cada grupo hidroxila adicional, e conseqiientemente, os espectros deslocam se
no sentido dos maiores comprimentos de onda, porém um efeito muito menor para a banda

I1. Isso foi observado para o espectro de absorcéo ultravioleta da miricetina (I max= 371 nm,

banda | e 253 nm , banda Il) quando comparados com 0s espectros da quercetina (| max=
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368 e 256 nm) e da morina ( max= 353 e 252 nm). A metilacdo ou a glicosilagcdo dos
grupamentos hidroxila ndo alteram, em geral, 0s respectivos espectros. Porém, se 0s
grupos hidroxilas nas posi¢cdes C-3, C-5 ou C-4' dos nucleos das flavonas ou flavondis, so
metilados ou glicosilados, observam se desvios hipsocrémicos em especial ha banda de
maior comprimento de onda (banda I). Esse fato foi observado no espectro da
isoquercetrina ( mex= 353 nm , banda I) quando comparado a0 espectro da quercetina
(I mex= 368 nm), que apresentou um efeito hipsocromico de 14 nm, em virtude da presenca

daglicose no C-3.
8.3 —Perfis das Substancias Fendlicasnos Méis Laranjeira e Silvestre por CLAE

Antes de redlizar as andlises por CLAE, as amostras passaram por diversas etapas
com o intuito de se obter informagdes preliminares sobre a composi¢do quimica dos més, e
com isso fazer uma triagem para o processo cromatografico. Foram feitos espectros de
ultravioleta (UV) de todos os extratos de mel em metanol, bem como analises por
cromatografia de camada fina analitica em gel de silica, porém seréo apresentadas e
discutidas somente as andlises dos méis seleciorados, por apresentarem um perfil mais rico
em fendlicos.

8.3.1 — Espectros de ultravioleta das amostras dos méis

Inicialmente, fez-se um estudo dos espectros de absorcdo no ultravioleta em
metanol dos extratos dos méis obtidos, tanto pelo método la (éter), quanto pelo método Ib
(acetato de etila, p. 66) que permitiu que se fizessem algumas consideragdes relativas as
estruturas das substéncias a serem identificadas. Ser@o apresentados mais adiante,
juntamente com os perfis cromatograficos por CLAE, os espectros de absor¢do no
ultravioleta obtidos pelo detector de fotodiodo, correspondentes a cada substéancia presente

nos extratos dos méis.

Na Figura 30 foram apresentados os espectros de absor¢éo de ultravioleta dos
extratos dos méis selecionados. A andlise desses espectros permitiu verificar absorcéo
localizada entre 250-350 nm, faixa de absor¢do que sugeriu a presenca de derivados
fendlicos, incluindo os acidos e flavondides.

Dos cinco méis silvestres RL S02, RL S05, RLS06, RLS10, RL S12) estudados,
apenas 0s RL S02 e RL S05 apresentaram semelhangas em seus espectros de UV, sendo os
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demais diferentes entre si (Figura 30). Essas diferencas, a principio, foram até previsivels,
visto que estes méis sdo heteroflorais e de regifes diferentes (Cunha-SP, Seropédica-RJ,
Serra da Mantiqueira - entre SP e MG, Paraty-RJ e Itararé-SP - divisa com o estado do
Parand). Um outro espectro de ultravioleta com absorcéo diferente foi o mel RL S06, que
apresentou uma banda de absorcdo forte em | = 270 nm e um ombro al ma = 325 nm.
Isto sugeriu a presenca de écido cinamico, ou derivados de é&cido benzdico trissubstituidos
com hidroxilas €/ou metoxilas, tais como &cidos gdlico e siringico, aém de flavondides da
subclasse da flavanona, que também apresentam tais caracteristicas (Figura 21, p. 78). As
demais amostras estudadas, RLSI10E (fracdo etérea), RLS12A, RLSI12B, também
apresentaram bandas de absor¢do localizadas na faixa de | max = 250-350 nm, porém tendo

0s seus maximos e perfis de curva distintos.

Os espectros das fragcbes RL S12A e RLS12B referemse a0 mesmo mel, sendo a
RL S12A particdo com acetato de etila (método 1b) e a RL S12B particdo com éter (método
la). Observouse que no RL S12B a banda em | max = 257,5 nm € acentuada em relacéo ao

RL S12A e ocorre também o surgimento de um ombroem | max = 291,5 nm.

Em todos os casos, no entanto, ndo devemos descartar a presenca de flavondides,
considerando que ha pequenas absorcdes proximas a | mg = 350 nm e que puderam ser
avaliados quando da andlise do perfil por CLAE e seu espectro ultravioleta obtido pelo
detector de fotodiodo.
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Figura 30: Espectros de absor¢do UV dos extratos dos més silvestres selecionados (amostras
RL S02, RL S05, RL S06, RL S10 e RL S12) realizados com metanol grau espectroscopico.
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Para as seis amostras de méis laranjeiras selecionadas, RLL03, RLL 15, RLL 16,
RLL18, RLL19 e RLL 20, as andlises dos espectros de ultravioleta em metanol também
demonstraram absorcao entre | max = 250-350 nm, indicando a presenca de &cidos fendlicos
e, também possiveis flavondides (Figura 31). Podemos sugerir antecipadamente, algumas
informagdes com relacdo a alguns casos. Por exemplo, o acido protocatecuico e/ou vanilico
pode(m) estar presente(s) em algumas das amostras (bandas préximas de | max = 250 nm e
I max = 290 nm). A banda proxima de | ms = 250 nm também pode indicar a presenca de

derivados de &cido benzdico.
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Figura 31: Espectros de absorcdo UV dos extratos dos méis laranjeiras selecionados RLL O3,
RLL15, RLL16, RLL18, RLL19eRLL20) redizados com metanol grau espectroscopico.
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8.3.2 — I dentificacédo das substancias fendlicas nas amostras por CLAE-DAD

Os extratos dos méis sel ecionados foram analisadospreviamente, por cromatografia
de camada fina (CCF) em gel de silica, tendo como fases méveis hexano: acetato de etila:
&cido formico (20:19:1) ou acetato de etila: agua: acido férmico (85:15:10), afim de avaliar
a presenca ou ndo de acidos fendlicos e/ou flavondides, a partir da comparagdo dos R: com
0s padroes.

ApGs as andlises dos padrbes dos &cidos fendlicos e flavondides através dos seus
perfis cromatograficos (tr) e seus respectivos espectros de absorcdo no UV, passouse a

identificagdo daquel as substancias que foram extraidas dos méis silvestre e laranjeira.

Observando-se os cromatogramas das amostras de méis silvestres (heterofloral;
Figuras 40 a 47, p. 107, 108, 110-112, 114, 116 e 117) e laranjeira (monofloral; Figuras 32
a 39, p. 95 96, 98, 99, 101, 103-105), notouse que os monoflorais foram mais
reprodutiveis em termos de perfil da composi¢do quimica, facilitando assim, o trabalho para

definir marcadores quimicos para a origem botanica e/ou geografica.

A andlise dos espectros de UV obtidos pelo detector de arranjo de fotodiodos e
acumulados com varredura de | = 250-380 nm permitiu tirar algumas conclusdes sobre as
estruturas das substancias fendlicas presentes no mel. Com esta técnica (CLAE) as
substancias separadas foram anadisadas com alto grau de pureza, mesmo em uma matriz de
alta complexidade, onde as bandas de absor¢do obtidas para cada pico puderam auxiliar na
identificagdo da estrutura. Assim, aplicando-se os conhecimentos adquiridos pelos estudos
feitos sobre andlise no ultravioleta dos padrfes, associados com seu perfil cromatografico
(tr), e adicionalmente o uso de cromatografia de camada fina, as estruturas das substéncias
fendlicas presentes no mel puderam ser identificadas.

A comparacdo dos perfis cromatograficos do mel laranjeira com o mel silvestre
mostrou que as substancias fendlicas encontradas, ndo foram as mesmas na sua totalidade.
Quando os cromatogramas e 0s respectivos espectros de absor¢éo no UV foram analisados,
pode-se verificar uma diferenca bastante pronunciada, no que diz respeito as areas relativas
dos picos, bem como a existéncia de picos distintos para cada amostra de mel analisada. No
entanto, para as seis amostras de méis laranjeiras analisadas por CLAE-DAD e comparadas

entre s, foi observado uma maior semelhanca quanto ao perfil cromatografico das
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substancias fendlicas do que aquele encontrado nos méis silvestres. O perfil cromatogréfico
para 0 mel dlvestre mostrou muito pouca correlagdo entre as substancias fendlicas

identificadas e a sua origem geografica e/ou botanica

A andlise do perfil cromatogréfico para 0 mel RLLO3, permitiu identificar dois
acidos fendlicos, o &cido p- hidroxi-benzéico (tg= 6,326 min) e o &cido vanilico (tr= 7,458
min). O &cido p-hidroxi-benzoico foi identificado apenas nessa amostra de mel laranjeira
(Figura 32). No cromatograma desta amostra observaram-se outros picos (tr= 3,94 min, tg=
14,445 min e 18,802 min) que ndo foram identificados, por ndo terem os tempos de
retencdo e espectros de UV relacionados a nenhum dos padrdes estudados. Porém os
espectros de ultravioleta para substancias apresentaram uma banda com maximo de
absorcéo em 284,3 nm (tg= 3,94 min) e 250,8 nm (ir= 14,445 min) e duas bandas em 260,6
e 351 nm (18,802 min), que sugerem a possibilidade de serem derivados de acido benzdico,
para as duas primeiras, e derivados de acido cindmico para outra. Para esta amostra
RLL 03 também foi identificado o &cido p-cumérico (tg= 11,555 min), que apareceu como
constituinte majoritério dos identificados (&rea relativa) quando comparado aos outros
&cidos encontrados (Figura 33, p. 96).
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Figura 32: Andlise da amostra RLL O3 (extraida com éter) por CLAE a 250 nm, em coluna
analitica G-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase mével &gua: &cido acético
(99:1, solvente A) e &gua: acetonitrila : acido acético (59:40:1, solvente B). NI (picos ndo
identificados).
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Figura 33: Andlise da amostra RLLO03 (extraida com éter) por CLAE a 320 nm, em coluna
analitica G-18 (25cm x 4,6mm x 5pm), fluxo de ImL.min™, fase movel &gua: &cido acético
(99:1, solvente A) e &gua acetonitrila : &cido acético (59:40:1, solvente B). NI (pico ndo
identificado).
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Um outro mel laranjeira que apresentou também o é&cido vanilico (ir= 7,464

min) foi 0 RLL15. A andlise do perfil cromatografico deste mel permitiu identificar

ainda, o &cido gdlico (tgr= 3,423 min) e &cido sinapico (tg= 13,439 min), sendo que o
&cido vanilico foi 0 mgjoritario (&rea relativa) entre os identificados. Além dessas
substéncias observou-se neste cromatograma um pico bastante proeminente (tr= 4,425
min), que poderia estar relacionado ao acido benzoico (Figura 34). Nessa amostra
ainda foram identificados dois flavondides, um a quercetina (tz= 28,128 min), e o0 outro
um flavonoide glicosilado (tr= 13,287 min), cuja curva de absorcdo no UV apresentou
um efeito hipsocrémico para a banda | em relacdo a quercetina. A substéncia com tg=
13,287 min ndo pode ser identificado apenas por CLAE-DAD, pois a comparagéo com
0s tempos de retencdo e as curvas de ultravioleta com os padrdes utilizados, sugeriram a
possibilidade de ser a rutina ou a isoquercetrina (ambos flavondides glicosilados na
mesma posicao C-3, diferindo apenas no tipo de aglcar, no primeiro um dissacarideo e
no segundo um monossacarideo) que apresentaram tempos de retencéo e absorcdes no
UV semelhantes (Figuras 19 e 20, p. 77). No entanto, a andlise por CCF em gel de silica
com posterior revelagdo com solucéo 1% de AICk e visuadlizada a 366 nm, mostrou
diferencas para estas substancias. O uso de CCF com fase normal permitiu observar o Ry
= 0,22 para arutina e o R = 0,48 para a isoquercetrina (eluente - acetato etila: gua:
acido formico — 85:15:10). A comparacéo destes valores, com o0 Ry da substancia
presente na amostra RLL 15 permitiu identificar a rutina como o flavondide de &=
13,287 min.. O &cido singpico (tr= 13,439 min) pode ser visualizado em ambos 0s

comprimentos de onda analisados, apesar da sua baixa concentragéo (arearelativa).
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Figura 34: Andise daamostra RLL15 (extraida com acetato de etilad) por CLAE a 270 nm,
em coluna analitica C-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase mével égua: écido
acetico (99:1, solvente A) e &gua: acetonitrila : &cido acético (59:40:1, solvente B). NI (pico ndo
identificado).
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Figura 35: Andise daamostra RLL 15 (extraida com acetato de etilad) por CLAE a 380 nm,
em coluna analitica C-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase mével égua: écido
acético (99:1, solvente A) e &gua: acetonitrila: acido acético (59:40:1, solverte B).
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Pela andlise do perfil cromatogréfico, o &cido singpico (tzr= 13,578 min)
apareceu também, em mais uma amostra de mel laranjeira, 0 RLL16 . Além desse
&cido, o &cido p-cumérico (tr= 11,595 min) que ja fora identificado no mel RLLO3
(Figura 33, p. 96), o é&cido protocatecuico (tr= 4,329 min), &cido cinamico (tr= 27,675
min) e &cido 4-metoxi-cindmico (iz= 28,826 min) foram também identificados.
Observouse, no entanto, que os acidos cindmico e 4-metoxi-cinamico foram as
substéncias predominantes (Figura 36).

O &cido cindmico foi identificado em apenas mais uma amostra de mel, o

RLL 19, dentre todos os méis analisados (tanto laranjeira quanto silvestre).
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Figura 36: Andise daamostra RLL 16 (extraida com acetato de etila) por CLAE a 270 nm,
em coluna analitica C-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de 1ImL.min™, fase mével &gua: écido
acético (99:1, solvente A) e &gua: acetonitrila: acido acético (59:40:1, solvente B).
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A andlise do cromatograma para o mel laranjeira, amostra RLL 19, permitiu
identificar os &cidos protocatecuico (tr= 4,007 min), &cido siringico (tr= 5,92 min), p-
cumarico (tg= 11,656 min), &cido cindmico (tg= 27,526 min) e 4-metoxi-cinamico (tr=
28,565 min). Para esta amostra o &cido cinamico foi o componente majoritario (Figura
37). O perfil cromatogréfico deste mel € muito parecido com o mel RLL16 citado
anteriormente (Figura 36, p. 101), variando apenas nas quantidades relativas para cada
&cido identificado (éreas relativas dos picos). A substdncia que diferencia,
gualitativamente, este mel do RLL 16 € o &ido siringico (tg= 5,92 min), que inclusive,

apareceu gpenas neste mel.

A semehanca dos perfis cromatograficos associados a absor¢do no ultravioleta
para esses dois méis pode estar relacionada, além da origem floral, a origem geogréfica,
pois ambos os méis sdo de Botucatu-SP. O que estaria de acordo com a proposta desse
trabalho no que diz respeito a identificacdo de marcadores quimicos para 0s méis

brasileiros.
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Figura 37 Andlise da amogiadRiiCag8 (extraida com abe@roide &lla) por CLAE a 270 nm,
em coluna anadlitica C-18 (250m X 4,6mm X 5pm) fluxo de ImL.min™, fase mével &gua: &cido
acetico (99:1, solvente A) e &gua: acetonitrila : &cido acético (59:40:1, solvente B).
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O mel RLL18 apresentou um perfil cromatogréfico pobre para substancias
fendlicas (Figura 38). A andlise do cromatograma permitiu identificar apenas o acido
protocatecuico (tr= 4,439 min) nessa amostra. Porém, uma outra substancia (tz= 25,763
min) presente em maior proporcdo, ndo pode ser identificada. No entanto, a sua curva
de absorcéo no ultravioleta (I max =308,0 nm) sugeriu a possibilidade de ser um derivado

de &cido cinamico.
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Figura 38: Andlise daamostra RLL 18 (extraida com éter) por CLAE a 270 nm, em coluna
anditica C-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase mével &gua: &cido acético
(99:1, solvente A) e agua: acetonitrila : acido acético (59:40:1, solvente B). NI (pico ndo
identificado).
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Assim como no mel RLL 18 (Itararé-SP), aanalise do perfil cromatogréfico para
a amostra do mel laranjeira RLL 20 (Taubaté-SP), mostrou também ser muito pobre em
substancias fendlicas. Para este mel, apenas o &cido protocatecuico (tg= 4,181 min) e 0
acido p-cumérico (tr= 11,565 min) foram identificados, porém em baixas proporcdes
(Figura 39). Além dessas substancias, foi observado neste cromatograma, dois picos
majoritarios (tg= 21,445 min e 24,623 min), cuja curva de absor¢do no UV também

indicou a possibilidade de estruturas rel acionadas ao acido benzdico.
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Figura 39: Andise daamostra RLL20 (extraida com acetato de etila) por CLAE a 270 nm,
em coluna analitica G-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase mével gua: &cido
acético (99:1, solvente A) e &gua: acetonitrila : &cido acético (59:40:1, solvente B). NI (picos
ndo identificados).
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As andlises dos cromatogramas para 0s seis méis laranjeira estudados
permitiram observar que a quantidade relativa para cada acido identificado variou
dentro das amostras quando comparado em area relativa. Para esses méis laranjeiras
estudados, foram observados que os écidos protocatecuico (amostras RLL 16, RLL 18,
RLL19 e RLL20; Figuras 36-39, p. 101, 103, 104 e 105) e p-cumé&ico (amostras
RLLO3, RLL16, RLL19 e RLL20; Figuras 33, 36, 37 e 39; p. 96, 101, 103 e 105)
foram aqueles encontrados com maior freqiéncia nas amostras de méis laranjeiras,

porém o &cido protocatecuico o majoritario em trésdelas (RLL 16, RLL 18 e RLL 19).

Com relagdo ao perfil cromatografico para o mel silvestre, também foram seis as
amostras anaisadas (RL S02, RL S05, RL S06, RL S10, RL S12A e RLL 12B).

A andlise do cromatograma para a amostra RL S12B (extragdo com éter etilico)
permitiu identificar a presenca dos acidos protocatecuico (ir = 4,405 min) e 4-metoxi
cinamico (tgr = 28,909 min; Figura 40). Uma observacdo interessante foi que, para os
méis laranjeiras, o acido protocatecuico foi identificado nas fracBes extraidas com
acetato de etila para as amostras RLL 16, RLL19 e RLL 20 e com éter para a amostra
RLL18. No md silvestre RLS12 o &cido protocatecuico foi extraido somente com éter,
ndo aparecendo nos cromatogramas das fracOes extraidas com acetato de etila (Figura
41). Para a amostra RL S12A (extragdo com acetato de etila) foi identificado, além do
acido 4 metoxi-cin@mico (tz = 28,909 min), o &cido p-cumé&ico (tr = 11,444 min),

como componente majoritério identificado a | max= 330nm ( Figura4l).

Esse mel, 0 RLS12, foi 0 Unico que apresentou trés picos ndo identificados (ir=
20,663; 24,313 e 26,176 min) na fracdo extraida com éter, e cujas curvas de absorcao
no ultravioleta (I max = 264,1 e 295,0 nm) sugeriram estruturas relacionadas aos
derivados de acido benzoico e cindmico, respectivamente (Figura 40). Para a amostra
extraida com acetato de etila, RLS12A, apenas 0 pico com tg = 24,693 min, que
também ndo foi identificado, foi sugerido ter sua estrutura relacionada ao écido
benzbico, em virtude de sua absor¢do no ultravioleta ter maximo a | max = 264,1 nm
(Figura4l).
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Figura 40: Andise daamostra RLS12 (extraida com éter) por CLAE a 280 nm, em coluna
analitica G-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase movel &gua: &cido acético
(99:1, solvente A) e agua: acetonitrila : acido acético (59:40:1, solvente B). NI picos ndo
identificados.
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Figura4l: Andisedaamostra RLS12 (extraida com acetato de etila) por CLAE a 330 nm, em
coluna analitica G-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase mével &gua: &cido
acético (99:1, solvente A) e agua: acetonitrila: acido acético (59:40:1, solvente B). NI (pico ndo
identificado).
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A andlise do perfil cromatografico para 0 mel RLS10 também permitiu
identificar o &cido 4- metoxi-cinamico (tr= 28,223 min), nesta fracdo etérea, como pico
majoritario (Figura 42). Este mel foi o Unico silvestre que apresentou o &cido vanilico
(tr= 7,229 min; Figura 42) e o &cido sinapico (tr= 13,611 min; Figura43, p. 111) que ja
foram identificados anteriormente nos méis laranjeiras (RLL0O3 e RLL15; e RLL15 e
RLL16, respectivamente; Figuras 32, 34 e 36; p. 95, 98 e 101). Além dessas
substancias, os acidos gélico (tr= 3,331 min) e p-hidroxi-benzbico (tg= 6,177 min)

também foram identificados (Figura 42).

Na extracdo feita com acetato de etila observouse a presenca de um pico (ir=
8,17 min) majorité&rio, ndo identificado, que SO aparece nessa amostra e nessas
condicbes (Figura 43, p. 111). Nesse mesmo cromatograma observou-se a presenca de
um outro pico ndo identificado (tg= 22,292 min) que pode ser derivado de é&cido

cinamico, de acordo com a respectiva curva de absorcdo no UV (I max = 321,1 nm).

Uma observagdo interessante quanto a fracdo etérea desta amostra RL S10,
monitorada a 360 nm no detector de arranjo de fotodiodo, foi quanto a presenca de um
pico (tr= 24,784 mi) com absor¢do no UV a | max =252,3 e 353,4 nm (duas bandas de
absorcdo -banda | e banda I1) caracteristico de flavondide (Figura 44, p. 112). A
comparacao do tempo de retencdo associada ao espectro de absor¢do no ultravileta, com

o padréo (Figura 23, p. 79) permitiu identificar esta substancia como a morina.
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Figura 42: Andise daamostra RLS10 (extraida com éter) por CLAE a 270 nm, em coluna
analitica G-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase mével &gua: &cido acético
(99:1, solvente A) e &gua: acetonitrila: acido acético (59:40:1, solvente B).

110



nm T nm

380.00 380.00 380.00
3164 3235 321.1
A A A
0.080 ?
NI <
0.080
0.070 -
© g
0.060 = =
. E
_, 0.050 ﬁ
< =
0.040- % NI
= ?\.
0,030 =
od
0.020
0.010
0.000
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40 00
Minites
OCHs
HO a. - COOH
CH3;0
Acido
snépico 7

Figura 43: Andlise da amostra RL S10 (extraida com acetato de etila) por CLAE a 330 nm, em
coluna analitica C-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase mével dgua: &cido acético
(99:1, solvente A) e agua acetonitrila : &cido acético (59:40:1, solvente B). NI picos ndo
identificados.
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Figura 44: Andlise da amostra RL S10 (extraida com éter) por CLAE a 360 nm, em coluna
analitica G-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase moével &gua: écido acético (99:1,
solvente A) e &gua: acetonitrila: acido acético (59:40:1, solvente B). NI pico ndo identificado.
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No mel RLS02 também foi identificado o &cido 4 metoxi-cinamico (tr= 28,397
min), porém em menor propor¢do (Figura 45) quando comparado aos casos anteriores
(RLL 16, Figura 36, p. 101; RLL19, Figura 37, p. 103; RL S10, Figura 42, p. 110; RLS12,
Figuras 40 e 41, p. 107 e 108).

Dentre 0s méis estudados, o RLS02 foi o unico onde se identificou o &cido 4
metoxi-benzdico (tg= 19,998 min; Figura 45), como sendo 0 componente majoritario
dagueles que foram identificados. Embora esta amostra tenha apresentado um perfil
bastante rico, a maioria das substancias presentes ndo pode ser identificada, mesmo sendo
as mgoritarias no cromatograma, pois ndo coincidiram com nenhum dos padrdes
estudados. O pico (tr= 16,646 min) que teve maximos de absorcdo no UV a | max =255,9 e
354,3, poderia sugerir a presenca de flavonoides, enguanto os picos (tr= 11,575 e 15,418

min) poderiam sugerir a presenca de derivados de écido benzdico (Figura 45).
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Figura 45; Andise da amostra RL S02 (extraida com éter) por CLAE a 270 nm, em coluna
analitica G-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de 1ImL.min™, fase mével agua: &cido acético (99:1,
solvente A) e gua: acetonitrila : &cido acético (59:40:1, solvente B). NI (picos néo identificados).
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No mel RL SO5 foi identificado apenas o acido p-hidroxi-benzdico (tg= 6,081 min),
porém ndo sendo a substancia majoritaria (Figura 46). Outros cinco picos que apareceram,
mas ndo foram identificados, apresentaram suas curvas de absor¢éo no UV que sugeriram a
possibilidade de estarem relacionados as estruturas do &cido benzdico (tg= 14,188 min, | max
=250,8 nm; tg= 18,399 min, | max = 250,8 nm; tr= 21,34 min, | max =261,8 nm; tr= 24,528
min, | max =263,0 nm; e tg= 27,124 min, | nax =249,9 nm).

Semelhanga ocorreu para a andlise do cromatograma do mel RLS06, em que
diversos picos, porém minoritarios, também ndo foram identificados (Figura 47, p. 117) e
suas curvas de absorcdo no UV também sugeriram a presenca de substancias
estruturalmente relacionadas aos derivados do &cido benzbico (tg= 4,681 min, | nax =250,3
nm; tg= 12,006 min, | max =261,4 nm; tg= 18,155 min, | ma =265,3 nm). Como pode ser
observado pela andlise do perfil cromatogréfico, este mel apresentouse pobre com relacdo
a presenca de fendlicos, e 0 Unico pico mgoritario identificado, foi o é&cido gdlico (ir=
3,004 min).
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Figura 46: Andise da amostra RLS05 (extraida com éter) mr CLAE a 270 nmem coluna
analitica G-18 (25cm x 4,6mm x 5um), fluxo de ImL.min™, fase mével agua: &cido acético (99:1,
solvente A) e &gua: acetonitrila : acido acético (59:40:1, solvente B). NI (picos néo identificados).
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solvente A) e &gua: acetonitrila: acido acético (59:40:1, solvente B). NI (picos n&o identificados).
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As andlises efetuadas para os méis silvestres ndo permitiram identificar nenhuma
substéncia fendlica que pudesse servir como marcador quimico, seja para identificagdo da
origem botanica ou geogréfica, em virtude da fata de semelhanca entre seus perfis
cromatogréaficos (Tabela 11, p. 120). Porém um fato interessante foi observado para os méis
RLS10 e RLS12 , que apresentaram algumas semelhangas com os méis laranjeiras. Estes
foram os Unicos méis silvestres que apresentaram os é&cidos protocatecuico e p-cumarico
(RLS12) e acidos vanilico e sindpico RLS10; Tabela 11, p. 120). Também foram os
anicos méis silvestres que apresentaram flavondides (morina no RL S10, confirmada por

CLAE; morina e quercetinano RL S12, indicadas pelos seus Rr por CCF apenas).

Neste trabalho ndo foram feitos o isolamento ou a quantificagdo das substancias
presentes, porém para algumas amostras observouse claramente a presenca de picos
majoritarios (érea relativa), e que muitas das vezes ndo foi identificado com nenhum dos
padrdes (por exemplo: 0 RL S05, tg= 27,124 min, 249,9 nm, Figura 46, p. 116; o RL S10,
tr= 8,17 min, 316,4 nm, Figura43, p. 111; o RLL 18, tg= 25,763 min, 308,0 nm, Figura 38,
p. 104).

Uma outra caracteristica observada em algumas das amostras estudadas (tanto de
laranjeira quanto silvestre) foi o aparecimento de picos com tempo de retencdo a 21,5 min
(com excegdo das amostras RLS06, RLL15 e RLL16) e 24,5 minutos (com excegdo das
amostras RLS06, RLS10 e RLL18). Nessas amostras, ambas substéncias ndo foram
identificadas com nenhum dos padres, porém apresentaram bandas com maximos de
absor¢cdo no UV em aproximadamente | ma= 260-264 nm, sugerindo a possibilidade de

serem derivados do &cido benzéico.

O isolamento das substancias ndo identificadas sga por técnicas analiticas
tradicionais ou CLAE semipreparativa, serd necessario em trabal hos futuros para confirmar
se estas substancias também poderdo servir como potentes marcadores para 0s méis

monoflorais ou até mesmo heteroflorais.

Apesar de outras andlises por CLAE srem necess&rias para confirmar a presenca
dos flavondides nas amostras RLS12, RLL16, RLL19 e RLL20, um fator fica em
evidéncia: os Unicos méis silvestres que apresentaram acidos fendlicos coincidentes com os

das amostras de méis laranjeiras foram os RL S10 (Paraty-RJ) e RL S12 (Itararé- SP); e estes
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mesmos foram também os méis silvestres que apresentaram flavondides, bem como os
laranjeiras RLL15 RLL16, RLL19 e RLL20. De acordo com os resultados fornecidos
pelas andlises de CCF, dentre esses apenas 0 mel RLL 15 ndo apresentou morina (Tabela
11, p. 120).

A amostraRL S10 que indicou a presenca de morina por CLAE-DAD foi obtida da
cidade de Paraty, no sul do estado do Rio de Janeiro, e o apiario fica localizado na Mata
Atlantica, enquanto a amostra RL S12B (extracdo com éter) que teve também a indicacdo
da presenca de morina apenas por CCF (Rr = 0,44), foi oriunda de Itararé, no sul do estado

de S&o Paulo, e também teve como flora principal a Mata Atléantica.

A amostra RLL16 que também apresentou a morina por CCF foi obtida de
Botucatu-SP, sendo o api&io localizado préximo a Mata Atlantica (informacdo do
apicultor). Ja os méis RLL19 e RLLZ20, oriundos de Botucatu-SP e Taubaté-SP,
respectivamente, foram comprados no comércio local e ndo continham a localizagdo do
apiério, porém ambos os méis apresentaram morina por CCF. Esses dados foram avaliados
na tentativa de se buscar uma correlagdo entre a origem geografica desses méis utilizando a
morina como um possivel marcador quimico. Quanto a origem botanica, por serem os méis
estudados de diferentes origens (silvestre e laranjeira), seria necessaria uma andlise do
perfil polinico para se identificar a predominancia da flora visitada pela abelha, e dessa

forma avaliar se amorina poderia ser considerado um marcador quimico.

O flavondide quercetina foi identificado no mel RLL15 por CLAE-DAD e nos
outros méis laranjeiras (RLL 16, RLL 19 e RLL 20) e silvestre (RL S12) apenas pela andlise
por CCF e comparacéo do fator de retencdo com a do padréo (R = 0,52 para quercetina).

Abaixo estd apresentada a Tabela 11 que relaciona as principais substancias

fendlicas identificadas nos méis silvestres e laranjeiras estudados nesse trabalho.

Diversas observagbes puderam ser feitas a partir das andlises dos perfis
cromatogréficos dos méis, principalmente, do ponto de vista qualitativo, onde ocorreu uma
variacdo das substancias fendlicas encontradas. Para os méis silvestres foram encontrados
0s &cidos protocatecuico, vanilico, p-cumarico, sinapico, 4 metoxi-cinamico, galico e p-
hidroxi-benzdico, os quais também foram encontrados em amostras de méis laranjeiras,

segundo descrito na Tabela 11. Os flavondides morina e quercetina apareceram em ambos
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tipos de més e o flavondide glicosilado, ruting, foi identificado em apenas um mel

laranjeira. Os &cidos siringico e cinamico foram encontrados apenas em dois més

laranjeiras (RLL 16 e RLL19), enquanto o acido 4 metoxi-benzdico foi exclusivo do mel

silvestre RL S02 (Tabela 11).

Tabela 11: Substancias fendlicas identificadas nos méis silvestres e laranjeiras.

Amostrademe Substancias Fendlicas identificadas por CLAE
Méis Silvestre

RLS02 Acidos: 4-metoxi-benzoico e 4-metoxicindmico

RLS05 Acidos: p-hidroxi-benzdico

RL S06 Acido gédlico

RLS10 Aci dos. gdico, p-hidroxi-benzoico, vanilico,
sindpico e 4-metoxi-cinamico
Flavontide: morina

RLS12 Acidos. protocatecuico, p-cumarico, e 4-metoxi-

cinamico
*Flavondides. morina e quercetina

MéisLaranjeira
RLLO3
RLL15

RLL16

RLL18
RLL19

RLL20

Acidos: p-hidroxi-benzoico, vanilico e p-cuméarico
Acidos: gdlico, vanilico e singpico
Flavondides: quercetina, ** rutina

Acidos.  protocatecuico, p-cumérico,  Sin&pico,
cinamico e 4 metoxi-cinamico
* Havondides: morina e quercetina

Acido protocatecuico

Acidos. protocatecuico,  siringico, p-cumarico,
cindmico e 4metoxi-cindmico

*Flavondides: morina e quercetina

Acidos: protocatecuico e p-cumérico

*Flavondides. morina e quercetina

* Visualizado somente por CCF.

** Confirmado por CCF.
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Assim sendo, tudo indica que para um mel monoflora (laranjeira) a semelhanca do
perfil cromatografico para as substancias fendlicas, podera auxiliar na sua determinagéo
boténica, enquanto para mel heterofloral (silvestre), um conhecimento prévio sobre fonte
floral de maior predominancia em sua composi¢do, poderd auxiliar na investigacdo dos
acidos, visto ser este mel produzido de néctar coletado de diversas flores de origens
diferentes.

8.4 - I solamento e Determinacéo Estrutural da Morinano Mel Laranjeira (RLL 20)

O monitoramento por CLAE analitica da amostra RLL 20 (me laranjeira oriundo de
Taubaté-SP) ndo permitiu observar nenhum pico no cromatograma que pudesse estar
relacionado ao flavondide morina (Figura 42, p.110). Porém a andlise comparativa de
RLL20 com o padrédo morina por CCF, mostrou claramente a presenca desta substancia
através da observagcdo do mesmo fator de retencéo (R= 0,44) em hexano: acetato de etila:
acido férmico (20:19:1), assim como, a coloracdo amarelo escuro, apds revelagdo com
solucéo 1% de cloreto de aluminio em etanol e aquecimento, observado a 366 nm. A partir
destas observagOes foi realizado o isolamento da morina por cromatografia de camada fina
preparativa. A amostra RLL20 (70 mg) foi aplicada em uma placa de vidro 20 x 20
recoberta com gel de silica e indicador de fluorescéncia (F254) e eluida com hexano:
acetato de etila: &cido formico (15:24:1). Apos a eluicdo, a placa foi visualizada na lampada
a 254 e 366 nm, respectivamente, para auxiliar na retirada da amostra da placa. O material
foi raspado da placa, misturado com 20 mL de metanol, deixado agitar por 30 minutos e
filtrado em papel de filtro. Em seguida, 0 metanol foi evaporado até a secura, resultando em

um solido de coloragdo amarel 0-castanho e peso 5,6 mg.

A substncia isolada da amostra RLL20 e codificada como RLLMo foi

caracterizada através das andlises espectroscopicas no UV, RMN *H e *3C.

A andlise do espectro no UV em metanol permitiu observar dois méaximos de
absorcdo al ma 255 e 356 nm (Figura 48), que caracterizam a banda |1 (devido a absor¢éo
do anel A, sistema benzoila) e a banda | (devido a0 anel B; sistema cinamoila),

respectivamente, paraa morina (3, 5, 7, 2', 4’ -pentaidroxi-flavona), que € um flavonol.
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Figura 48: Espectro de absor¢do no ultravioleta da substancia RL L M 0 em metanol.

As andlises por RMN de H e *3C da substancia RL L M o auxiliaram também na

confirmagéo estrutural.

A andlise do espectro de RMN *H (Figuras 49 e 50) da substanciaRL L M o permitiu
identificar sinal de hidroxila em campo baixo ady 12,62 (s) ppm, confirmando a presenca
do hidrogénio do grupo hidroxila localizada no &omo de carbono G5 envolvido em
ligac8o de hidrogénio com o grupo carbonila no C-4. Além dessa hidroxila, foi possivel
identificar também, os sinais referentes as outras hidroxilas livres a dy 10,72; 9,78 e 9,31
ppm, que estdo localizadas nos carbono C-4', C-3 e C-7/C-2', respectivamente. Na regido
de deslocamento quimico dos hidrogénios aromaticos foram observados dois sinais para
hidrogénios no anel A, com acoplamento em meta, dy 6,15 (d, J=2,0 Hz;, H-6) e 6,27 (d,
J=2,0 Hz; H-8) indicando que as posi¢cbes C-5,7 sdo oxigenadas para esta unidade
flavonoidica Em um outro campo, o espectro de RMNH permitiu observar trés sinais
correspondentes aos trés hidrogénios do anel aromatico B do flavonol com substituictes
nas posicoes 2’ e 4’, indicados pelos dubletos em dy 7,21 (d, J=8,5 Hz, H-6'-5'), duplo-
dubleto em dy 6,35 (dd, J= 2,2 Hz, H-5-3 e J= 8,5 Hz, H-5-6") e 0 dubleto em dy 6,41
(d, JF2.2Hz, H 3-5').
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Figura 49: Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-Dg) deRLLMo.
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Figura 50: Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO) de RLLMo, expandido naregido de 6,0 a
7,30 ppm.
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O espectro de RMN 3C totalmente desacoplado (Figura 51) apresentou, entre
outros sinais, 0os deslocamentos quimicos em 98,4 e 93,8 ppm, referentes aos carbonos C-6
e C-8, respectivamente, do anel A do flavonol. Além desses carbonos, a distin¢éo entre uma
flavona (H-3) e um flavonol (RO-3) foi facilmente verificada pela auséncia de sina de
carbono metinico em torno de dCH 103 ppm (CH-3 de flavonas), e a presenca do sinal de
C-3 em 139,8 ppm que porta um grupo hidroxila, confirmando ser um flavonol. Este
maior deslocamento quimico para o G3 oxigenado, pode ser justificado pelo €feito
indutivo retirador de elétrons do atomo de oxigénio (AGRAWAL, 1982; MARKHAY et
al., 1982). Os sinaisem d156,9 e 159,7 ppm se referem ao anel B, onde os carbonos C-2' e
C-4 estéo oxigenados. O deslocamento quimico do sinal da carbonila a d176,4 ppm foi

influenciado pela interacdo da ligacéo intramolecular com o hidrogénio do grupo HO-3 e
HO-5.
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Figura51: Espectro de RMN **C (50 MHz, DMSO-Dg) de RLLMo.
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Os deslocamentos quimicos detectados no RMN de *H e 13C permitiram deduzir que
asubsténcia RLL Mo é um flavonol, apontado anteriormente pelo espectro de UV (Figura
48, p.122) sendo estes dados compativeis com os deslocamentos quimicos da morina. Na
Tabela 12 foram listadas as atribui¢bes dos deslocamentos quimicos da substarciaRLL M o
comparada com os deslocamentos quimicos da morina relatadas na literatura (DA SILVA,
2002), como uma forma também de auxiliar na identificaco.

Tabela 12: Dados de RMN de *H e *C de RLLMo comparados com os dados da literatura
da morina (DA SILVA et al., 2002).

C dH RLLMo RﬁlLdl\C/Io d H Morina Mdolrdicn:a
2 146,5 149,6
3 139,8 136,5
4 176,4 176,7
5 OH- 12,61 161,1 OH- 12,56 161,3
6 6,15 (d, J= 2,0 Hz) 98,4 6,21 (d, J=2,0 Hz) 99,5
7 164,03 164,1
8 6,27 (d, J= 2,0 Hz) 93,8 6,32 (d, J=2,0 Hz) 94,9
9 146,8 156,9
10 107,7 104,9
r 112,3 1111
2 156,9 158,1
3 6,41 (d, J=2,2 Hz) 105,1 6,44 (d, J=2,2 Hz) 104,9
4 OH-10,72 159,7 160,9
5 6,35 (d, J=2,2; 84 Hz) 110,9 6,39(dd, J=2,2; 8,4 Hz) 109,2
6 7,21 (d, J=8,4 H2) 128,9 7,6 (d, J=84 H2z) 132,3
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8.5 - Atividade Biol6gica

Cabe destacar que os testes hioldgicos foram realizados pelo grupo de pesquisa da
Profa. Dra. Aurea Echevarria do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas,
da UFRRJ com a participacdo da aluna de iniciacdo cientifica Amanda Esteves-Souza. O
interesse desse grupo em estudar as propriedades anticancer de susbtéancias naturais de
plantas brasileiras vem sendo descrito na literatura (GRYNBERG et al., 1994; 1997; 1998).

Sabe-se que a atividade biol 6gica das substancias fendlicas é menos pronunciada do
gue a de outros grupos de substancias, como por exemplo, os alcaldides ou os esterdides.
Por esta razéo, talvez, o valor terapéutico dos polifendis foi, durante algum tempo, rodeado

de dlividas e controvérsias.

No entanto, na Ultima década, o interesse por classe de substéncias e 0s

trabalhos que vem sendo desenvolvidos tem revelado importantes atividades biol dgicas.

Até cerca dos anos 50 eram escassos artigos qLe relatassem o mecanismo de acéo
dos flavondides e acidos fendlicos. Contudo, hoje, inimeros trabalhos sdo descritos na
literatura, destacando a variedade de atividades bioldgicas, tais como, ainibicdo da proteina
quinase e APTase, acdo antiproliferativa, antioxidante, antiviral e antitumoral como as
mencionadas por alguns autores (CROZIER et al., 2000; WANWIMOLRUK et al., 2001;
NARAYANA et al., 2001; MARCUCCI et al., 2001; HOU et al., 2003; MIORIN et al.,
2003; KAMPA et al., 2004; ALJADI & KAMARUDDIN, 2004).

O me de abelhas Apis mellifera € um produto natural de composicdo quimica
bastante complexa, que sofre influéncia das condi¢bes da flora e do clima da regido. As
substancias que mais se destacam sdo o0s agUcares, derivados fendlicos, aminoacidos e as
vitaminas. Dentre as inUmeras propriedades medicinais atribuidas ao mel pela medicina
popular e que vém sendo comprovadas cientificamente, destacamse sua atividade
antimicrobiana, anti-séptica e antiproliferativa, atribuida, principalmente, aos compostos

fendlicos.

Como ja citado anteriormente, KAMPA e colaboradores (2004) investigaram a acéo
antiproliferativa e os efeitos apoptéticos de seis écidos fendlicos (cafeico, siringico,
sinapico, protocatecuico, ferdlico e 3,4-diidroxifenilacético [PAA]) sobre células de cancer

de mama. As substancias testadas mostraram efeito inibitério (tempo-dependente e dose-
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dependente) sobre o crescimento da célula, com a seguinte poténcia: &cidos cafeico >

ferdlico = protocatecuico = PAA > singpico = siringico.

Sendo assim, nesse trabalho buscouse avaiar a atividade antitumoral in vivoe in
vitro da fracdo rica em compostos fendlicos do mel silvestre (RLS 12, amostra selecionada
devido aindicacdo por CCF da presenca de flavondides e écidos fendlicos) proveniente da
cidade de Itararé-SP, frente ao carcinoma de Ehrlich. A fragdo rica em compostos fendlicos
foi obtida a partir do mel por particdo em éter etilico, que foi anteriormente fracionada em
coluna de XAD-2. A selegdo desta amostra foi decorrente do indicio de apresentar
substancias que foram citadas como potentes inibidores de tumores malignos (os tumores
podem ser benignos ou malignos, e a palavra cancer é usada para todos os tumores
malignos; GRYNBERG, 1999). O momento desta escolha ocorreu quando a analise por
CCF indicou a presenca dos é&cidos protocatecuico e 4- metoxi-cinamico, além dos
flavondides morina e quercetina. A anadise por CLAE confirmou a presenca dos dois acidos

fendlicos.

A presenca do &cido protocatecuico chamou a atencéo devido aos testes indicados
por KAMPA e colaboradores e a atividade antitumora da quercetina (Figura 10, p. 26)
também foi estudada por GRYNBERG (1999), bem como os flavondides 7’-O-
metilagatisflavona, amentoflavona (Figura 50) e rutina (Figura 28, p. 86). A atividade
citotoxica dessas substancias sobre as células de Ehrlich, em cultura de 48 horas, foi
medida pelo ensaio do MTT. Desses compostos, a amentoflavona e rutina, nos esgquemas
ensaiados com doses totais de 30 mg/kg néo revelaram atividade contra o tumor S180.
Esses resultados estdo de acordo com observacOes anteriores, indicando que a quercetina
apresenta atividade antitumoral em alguns tumores como o de Ehrlich (SUOLINA et al.,
1975; KANDASWAMI et al., 1992) e carcinoma de cabega (CASTILLOet al., 1989).
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OH
Amentoflavona 7" -O-metilagatisflavona

Figura 52: Estruturas quimicas dos flavondides amentoflavona e 7”-O-metilagatisflavona.

A atividade antitumoral foi avaliada sobre o crescimento do carcinoma de Ehrlich
injetado por via intraperitoneal (ip) em camundongos fémea SW no esquema de tratamento
envolvendo a aplicagéo ip de 80 mg/Kg (em DM SO/salina como solvente) da fragdo nos
dias 1, 2 e 4 ap6s a inoculagdo do tumor (5.10° célulasmL). O grupo de animais controle
recebeu o veiculo no mesmo esquema de tratamento. A citotoxicidade in vitro foi avaliada
frente a clulas de Ehrlich em cultura (5.10° célulassmL) em RPMI, soro fetal bovino em

atmosfera de 5% CO,, por 48h, utilizando o método do MTT.

A eficiéncia do tratamento foi determinada pelo aumento do tempo de sobrevivéncia
dos ratos tratados (T) quando comparado ao do grupo controle (C) usando a expressdo (%
T/C = tempo médio de sobrevida de animais tratados (dias) / tempo médio de sobrevida dos

animais controle (dias; GRYNBERG et al., 1997).

A citotoxicidade mostrouse pouco significativa indicando 25% de inibicdo do
crescimento na dose de 6,5 ng/mL. No entanto, os resultados para a atividade antitumoral
in vivo mostraram significativa inibicdo do crescimento e aumento da sobrevida (% T/C =
390), sendo que apds 75 dias de tratamento 67% dos animais ficaram isentos de tumor. A
fracdo do mel silvestre rica em compostos fendlicos mostrou resultados promissores para a

atividade antitumoral indicando a importancia desses metabdlitos especiais.
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9 - CONCLUSDOES

A andlise do perfil cromatogréfico associado ao estudo dos espectros de ultravioleta
obtidos pelo detector de arranjo de fotodiodos para os méis laranjeiras permitiu identificar o
&cido protocatecuico, 0 &cido varilico, 0 &cido para-cumarico, o &cido cindmico, o0 &cido
sindpico e o &cido 4- metoxi-cinamico como 0S Mais representativos, além da presenca do
&cido p-hidroxi benzoico, écido gélico e &cido siringico que ndo foram encontrados em
mais de uma amostra de mel. Para os méis silvestres foram identificados os &cidos gélico,
par a hidroxi-benzdico e 4- metoxi cinamico como 0s mais representativos, além dos acidos
4-metoxi-benzdico, protocatecuico, singpico, vanilico e para-cumérico que apareceram

com maior variagao.

Nesse trabalho estd sendo descrito, pela primeira vez, a presenca de flavondides nos
méis brasileiros. Os méis laranjeiras, RLL16, RLL19 e RLL 20 apresentaram além dos
&cidos fendlicos, os flavondides morina e querceting, e o RLL 15 apresentou quercetina e
rutina. Para as amostras de méis silvestres, apenas a RLS12 apresentou morina e
querceting, enquanto a RL S10 apresentou gpenas a morina.

A morina foi confirmada por CLAE-DAD em apenas um mel oriundo da Mata
Atlantica (RL S10, de Paraty-RJ) e ndo foi citado até entdo em outro mel, segundo relatos
da literatura. Caso haja a comprovacéo de gque outros méis brasileiros oriundos da Mata
Atlantica, apresentem a morina, esta substancia podera vir a ser um marcador quimico para
caracterizacdo de origem geogréfica, visto que a Mata Atlantica esta presente apenas em
NOSso pais.

Os perfis cromatograficos das substéncias fendlicas para os méis monoflorais
(laranjeira), oriundos de diferentes regides geogréficas, ndo sofreram alteracdes qualitativas
drésticas, quando comparados aos méis heteroflorais (silvestre), que apresentaram um perfil

bastante irregular.

A ocorréncia dos écidos protocatecuico e para-cuméarico em quatro amostras de
méis laranjeira, indicou que estas substancias poderiam ser usadas como marcadores
quimicos destas espécies.
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Para os méis heteroflorais (silvestre) ndo foi observada a ocorréncia constante de
nenhum dos acidos estudados, de forma que pudessem ser considerados possivels
marcadores. Talvez isso possa estar relacionado & diversidade da origem geogréfica e
botanica. Sendo assim, sera necessario um estudo mais aprofundado para a confirmacéo

inequivoca da composi¢cao quimica deste mel, utilizando um nimero maior de amostras.

Os resultados obtidos na determinacdo preliminar da atividade antitumoral in vivo
com o extrato da amostra RLS12B (fracdo etéred), rica em substancias fendlicas,
mostraram significativa inibigdo do crescimento e aumento da sobrevida dos animais, onde
apos 75 dias de tratamento 67% dos animais ficaram isentos de tumor. 1sto nos estimula a
utilizacdo dessas substancias como potentes farmacos que possam auxiliar na prevencéo ou

no combate ao cancer.
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