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PHENOLIC ACIDS, FLAVONOIDS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY IN HONEY OF Melipona fasciculata, M. flavolineata
(Apidae, Meliponini) AND Apis mellifera (Apidae, Apini) FROM THE AMAZON. Honey produced by three stingless bee species
(Melipona flavolineata, M. fasciculata and Apis mellifera) from different regions of the Amazon was analyzed by separating phenolic
acids and flavonoids using the HPLC technique. Data were subjected to multivariate statistical analysis (PCA, HCA and DA). Results
showed the three species of honey samples could be distinguished by phenolic composition. Antioxidant activity of the honeys was
determined by studying the capacity of inhibiting radicals using DPPH assay. Honeys with higher phenolic compound contents had

greater antioxidant capacity and darker color.
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INTRODUCAO

Hoje, na criacdo de abelhas, existem duas grandes linhas de
estudo: a Apicultura e a Meliponicultura. Dentro da Apicultura, o
conhecimento sobre o mel ja vem sendo construido em vérias regides
do Brasil, no entanto, na Meliponicultura esses estudos sdo mais
recentes, sendo desenvolvidos com as abelhas regionais.

O mel de abelha comercializado no mundo todo € em sua quase
totalidade oriundo de uma tnica espécie, a Apis melifera.! Contudo,
nas regides tropicais e subtropicais existem mais de 400 espécies
descritas de abelhas sociais que podem produzir mel. Estas outras
abelhas sdo conhecidas como abelhas indigenas sem ferrdo, ou
meliponineos. Sdo abelhas ddceis, de facil manejo e necessitam de
pouco investimento para a sua criagdo.? Dentre todos os géneros dos
meliponineos, o Melipona é o mais diverso e € na Amazonia que
encontramos a maior diversidade.* Além de ser mais diverso, o gé-
nero Melipona é o que abriga as espécies mais produtivas e criadas.*

Embora produzindo mel em menor quantidade por colonia,
algumas espécies possuem uma populagdo correspondente a 5% de
uma colonia de A. melifera.’ Os meliponineos tém o importante papel
de fornecer um produto que se diferencia do mel de A. mellifera,
principalmente no sabor e aroma peculiares, podendo alcangar precos
elevados no mercado.®

De maneira geral, o mel das espécies de meliponineos tem como
principal caracteristica a diferenciag¢@o nos teores da sua composicao,
destacando-se o teor de dgua (umidade), que o torna menos denso que
o mel das abelhas africanizadas.” A cor varia do quase transparente ao
ambar escuro e o gosto e os niveis de aguicar dependem da espécie,
época, regido e, principalmente, da florada.® Além dos agticares em
solu¢do, o mel também contém 4cidos organicos, enzimas, vitaminas,
flavonoides, minerais e uma extensa variedade de compostos organi-
cos, que contribuem para sua cor, odor e sabor.’

A utilizagdo do mel na nutrigdo humana nio deveria se limitar
apenas a sua caracteristica adogante mas, principalmente, por ser
um alimento de alta qualidade, rico em energia e intimeras outras
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substancias benéficas ao equilibrio dos processos bioldgicos do
nosso corpo. Além de sua qualidade como alimento, esse produto
unico € dotado de inimeras propriedades terap€uticas, sendo utili-
zado pela medicina popular sob diversas formas e associacdes como
fitoterédpicos.'? Pesquisas relacionadas a identificagdo de compostos
fendlicos em mel, tendo em vista a atividade antioxidante e possivel
origem botdnica, aumentaram consideravelmente apds a aplicacdo
de metodologias usando HPLC.!"?

Muitos compostos fendlicos t€ém propriedades captadoras de
radicais livres, o que confere a atividade antioxidante. Os radicais
livres tém sido considerados como agentes causadores de isquemias
cerebral e cardiaca, doengas de Parkinson, distdrbios gastrointestinais,
envelhecimento, entre outros. As c€lulas vivas possuem capacidade
limitada para anular a atividade destes radicais livres, mas se acre-
dita que a ingestdo de antioxidantes pode melhorar a protegdo das
células e, portanto, a sua funcdo fisioldgica. Estes antioxidantes sdo
geralmente obtidos a partir da alimentacio e incluem vitaminas C
e E, B-caroteno e uma variedade de compostos fendlicos, incluindo
dcidos fendlicos e flavonoides.!'* Estes compostos fendlicos também
apresentam atividade antiviral, antibacteriana e anti-inflamatéria.'>!?

Este trabalho objetivou identificar o perfil cromatografico de
dcidos fendlicos e flavonoides utilizando a extragdo em fase sélida
(SPE) e cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC) e realizar
estudo da atividade antioxidante nos méis de trés diferentes espécies
de abelhas: A. mellifera (africanizada) espécie exotica, Melipona fla-
volineata (urugu-amarela) e M. fasciculata (urugu-cinzenta) espécies
nativas. As amostras de mel foram obtidas de quatro municipios do
Estado do Para.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucdes analiticas

Como padrdes, com grau de pureza superior a 99%, foram uti-
lizados os dcidos gélico, cafeico, ferulico, o-cumdrico, m-cumdrico,

p-cumadrico, o-metoxicinamico, trans-cinamico, vanilico e os flavo-
noides quercetina e miricetina (Sigma, St. Louis, USA), dos quais
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foram preparadas solu¢des metandlicas (Metanol, Merck, Darmstadt,
Germany), com as concentragdes de 4,0 mg mL"'. Todas as solugdes
foram armazenadas a 6 °C (x 1°C).

As fases méveis foram preparadas pela mistura de metanol e
acetonitrila e dgua ultrapura acidificada (Milli-Q, Millipore®).

Extracido em SPE

A extragdo dos dcidos fendlicos foi realizada de acordo
com o método descrito por Michalkiewiczs e colaboradores.'s
Aproximadamente 20 g de mel foram diluidas em 50 mL de dgua
ultrapura acidificada (pH ajustado para 2,0) com HCI 12 mol L' e
filtrada em algoddo a fim de eliminar particulas em suspensio. O
filtrado foi adicionado ao cartucho de SPE (Stracta-X, Phenomenex,
Torrance, CA, USA) para a separacdo da fracdio fendlica que foi
adsorvida com 50 mL de metanol. Apds a obtencdo do extrato me-
tandlico, este foi concentrado em rota-vapor até volume de 5 mL a
40 °C. O concentrado foi filtrado em membrana 0,45 um (Millipore,
Bedford, MA, USA) e condicionado em frascos de polietileno (2 mL)
a temperatura de 5 °C (£ 1°C) até a andlise.

Condicodes cromatograficas

A separagdo cromatografica foi realizada usando cromatogra-
fo liquido de alta eficiéncia modelo Pro Star (Varian, Mulgrave,
Austrdlia), acoplado a um detector UV-Vis. (Varian, Mulgrave,
Austrdlia) trabalhando no comprimento de onda de 290 nm. Para
as andlises foi utilizada coluna RP-C-18 (Kromasil 100-5 250 x
4,6 mm) e sistema manual de inje¢cdo com volume fixo de 20 uL. A
massa para os padrdes utilizados foi de 2 mg. As fases moéveis usadas
foram dgua: dcido acético (99:1, fase A) e metanol:acetonitrila:dcido
acético (59:40:1, fase B). Os padrdes cromatograficos foram avalia-
dos individualmente e também em misturas. O tempo de elui¢do, o
fluxo da fase mdvel e o gradiente de elui¢do foram otimizados. A
melhor separac¢do cromatografica dos padrdes foi obtida usando um
fluxo de 0,5 mL min' e um gradiente de elui¢do de 0 min - 22% B;
15 min - 30% B; 17 min - 40% B; 30 min - 60% B; 38 min - 30%
B; 50 min -22% B e, elui¢@o isocrdtica com 22% B até 60 min. Os
cromatogramas dos padrdes e amostras obtidos por UV foram re-
gistrados usando o software do equipamento. O monitoramento dos
perfis cromatogréficos foi realizado a 290 nm, visto que a maioria
dos 4cidos fendlicos e flavonoides encontrados nos méis mostra suas
absor¢des maximas no UV, préximo a esse comprimento de onda."
Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

Identificacao dos acidos fendlicos e flavonoides

A identificag¢@o dos 4cidos fendlicos e flavonoides nos croma-
togramas dos méis foi feita por comparacio direta dos tempos de
retencdo, coinjecdo e andlises das curvas de absor¢do no UV, obtidas
em espectrofotdmetro Varian, com as curvas de absor¢io dos padroes.

Amostras de mel

Foram analisadas 36 amostras de mel, sendo 12 de cada espécie
de M. flavolineata (urugu-amarela), M. fasciculata (urugu-cinzenta)
e A. mellifera (africanizada), colhidas no periodo de baixo indice
pluviométrico que ocorre de setembro a fevereiro, possibilitando a
exploragdo dos produtos produzidos pelas abelhas nativas da regido.
As amostras foram provenientes de quatro municipios da mesorre-
giflo do nordeste paraense, que apresenta grande diversidade de solo
e espécies botanicas. Os municipios envolvidos neste estudo foram
os do nordeste paraense, localizados nas microrregides Bragantina
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(Tracuateua), do Salgado (Sao Jodo de Pirabas e Vigia) e Guama (Sao
Miguel do Guamd). As amostras foram coletadas de colméias racio-
nais, conforme modelo recomendado por Venturieri.”’ Este sistema
de criaco em caixas racionais facilitou a coleta do mel, tornando-a
mais rdpida, higiénica e causando poucos distdrbios a colonia.”! As
andlises em cada amostra de mel foram realizadas em triplicata.

Meétodos de analise multivariada

Empregou-se, inicialmente, o método de andlise de discriminante,
cujo principal objetivo € determinar fungdes discriminantes usando
as medidas varidveis que separam os grupos. A analise discriminante
(DA) € um procedimento de classificacdo que maximiza a variancia
entre as categorias e miniminiza a varincia dentro das categorias.
Este método torna um niimero de fungdes discriminantes ortogonais
igual ao ndmero de categorias menos um.?> Em seguida, utilizou-se
o método de andlise de cluster ou agrupamento hierdrquico (HCA),
com o intuito de reunir os pardmetros e observagdes semelhantes
e separar os mais distantes. Este método unifica os pardmetros em
classes ou grupos, cuja variacao das observacdes € semelhante. Como
medida de similaridade foi utilizada a distincia euclidiana média
e como método hierdrquico aglomerativo, o método de Ligacdo
Completa. Com base nos célculos, foi estabelecido o dendrograma,
o qual permite verificar o grau de similaridade entre os genétipos e
grupos similares, ou entre dois grupos distintos. Por fim, foi realizada
a andlise de componentes principais (PCA),” que € uma técnica de
andlise multivariada cujo objetivo € reduzir a dimensdo de problemas
multivariados e detectar os parAmetros mais significativos que descre-
vam o conjunto de dados com a minima perda dos dados originais. As
andlises de agrupamento, discriminante e por componentes principais
foram realizadas utilizando-se o conjunto de dados autoescalonado
com o programa MINITAB R14.%*

Cor

A classificacdo de cor dos méis foi realizada em espectrofo-
tometro (Shimadzu modelo UV-160%) a 560 nm em célula de 1
cm e usando-se como branco, glicerina pura. Os dados obtidos no
espectrofotdmetro foram transformados em cor usando-se a Escala
de Cores de Pfund.”

Atividade antioxidante

A determinagdo da atividade antioxidante foi conduzida usando
solucdo metandlica 0,3 mM de DPPH (2,2—difenilpicril-hidrazila).
Na presenc¢a de um antioxidante, a coloragdo purpura do DPPH decai
e a mudanca de absorbancia pode ser lida através da espectrometria.
As solugdes estoque dos méis (100 mg mL") e dos padrdes (vitamina
C e Trolox) foram preparadas em metanol, que foram diluidas em
diversas concentragdes e transferidas para cubetas, juntamente com
a solug¢@o metanélica de DPPH. Apds 30 min de repouso no escuro,
a determinagdo foi realizada usando um espectrofotdmetro UV-Vis.
no comprimento de onda de 517 nm. Dois ensaios independentes
foram realizados e todos em triplicata. A atividade antioxidante foi
expressa em valores de concentragio efetiva em 50% do total do efeito
(CE,), através do grafico que relaciona o percentual de atividade com
a concentragdo da substincia ensaiada.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As condig¢des cromatogrificas foram otimizadas para o sistema

com ajuste de fluxo de 0,5 mL min." Para as fases mdveis foram
testadas concentragdes decrescentes de dcido acético e metanol e
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a estas adicionada acetonitrila (1%) para se obter um aumento da
polaridade. Nestas condicdes foi obtida a melhor separacéo entre
os compostos fendlicos, apresentados na Figura 1. Os compostos
fendlicos analisados foram preparados na concentra¢do de 4 mg mL™!,
utilizando como solvente o metanol em grau HPLC. No método foi
mantido o comprimento de onda de 290 nm, volume de injecdo de
20 pL e tempo total de corrida de 60 min.
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Figura 1. Perfil cromatogrdfico por CLAE da mistura dos padrées de dcidos
fendlicos e flavonoides a 290 nm. Os compostos fendlicos sao: (AG) dcido
gdlico, (AC) dcido cafeico, (AV) dcido vanilico, (APC) dcido p-cumdrico,
(MRC) mircetina, (AF) dcido ferulico, (AMC) dcido m-cumdrico, (AOC)
dcido o-cumdrico, (QRC) Quercetina, (ATC) dcido trans-cindmico e (AOMC)
dcido o-metoxindmico

Os tempos de retencdo (t) obtidos para os padrdes de dcido gélico
(AG), acido cafeico (AC), 4cido vanilico (AV), acido p-cumdrico
(APC), miricetina(MRC), acido ferulico (AF), dcido m-cumarico
(AMCO), 4cido o-cumdrico (AOC), quercetina (QRC), 4cido trans-
-cinamico (ATC), acido o-metoxicinamico (AOMC) foram 4,75;
6,70; 16,82; 23,26; 25,24; 26,51; 28,86; 31,99; 34,38; 39,31 ¢ 42,03
min, respectivamente.

Perfis fenolicos em méis de A. mellifera

A andlise dos dcidos fendlicos e flavonoides por HPLC nos méis
coletados na regido de Tracuateua mostrou maior representatividade
de dcido gélico (35% do total da quantidade de 4cidos fendlicos). Os
dcidos ferrilico, desconhecido (Ph,), p-cumadrico e quercetina sdo
considerados compostos secunddrios e encontraram-se presentes
na matriz numa propor¢ao de 15,7; 15,5; 11,2 e 11,1%, respectiva-
mente. Os demais dcidos fendlicos presentes nos méis analisados
obtiveram porcentagem baixa em relacio a proporgao total de dcidos
fenolicos, com valores de 8% para 4cido vanilico e 0,98% para dcido
m-cumadrico.

O perfil cromatografico obtido para os méis da regido de Sdo
Jodo de Pirabas apresentou como compostos fendlicos principais a
quercetina e os dcidos gélico e o-cumdrico. A quercetina representa
33,4%, enquanto os dcidos o-cumdrico e gdlico representam 29,8 e
24,5% do total de acidos fendlicos, respectivamente. O dcido ferrilico,
o dcido fendlico desconhecido Ph, e o 4cido frans-cindmico estdo
presentes em baixos niveis. Estes trés compostos fendlicos majo-
ritdrios representam 87,7% do total de fendlicos presentes no mel.

Os méis daregido de Sdo Miguel do Guamd mostraram a partir do
cromatograma obtido que o principal dcido fendlico em sua compo-
si¢do foi o 4cido gdlico, com 69,7%. O 4cido fendlico desconhecido
(Ph,)eo dcido p-cumarico apresentaram 10,3 e 4,1%, respectivamente.

No municipio de Vigia, os perfis cromatograficos obtidos para
os méis coletados mostraram como 4cido fendlico principal o dcido
gélico, com 79,6%. A quercetina e os dcidos p-cumadrico, o-cumdrico
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e trans-cinamico obtiveram valores que correspondem a 5,7; 5,3; 2,8
e 0,6%, respectivamente.

Perfis fenolicos em méis de M. flavolineata

Os cromatogramas obtidos para os méis coletados no municipio
de Tracuateua mostraram que a quercetina representa 67,8 % do total
de compostos fendlicos presente nas amostras, seguido pelos dcidos
o-cumdrico e gdlico como componentes secunddrios com 16,5 e
13,9%, respectivamente. Os demais, 4cido m-cumadrico e o-cumdrico,
sdo encontrados em pequenas quantidades.

Em relagdo aos méis de A. mellifera coletados nesta mesma re-
gido, foi observada uma diferenca na composicao do perfil fendlico,
onde o 4cido gélico foi o composto fenélico dominante. Isto ocorre,
devido a possivel preferéncia destas espécies por origens botanicas
diferentes.

O perfil de compostos fendlicos de méis da regido de Sdo Jodo
de Pirabas é dominado pelos compostos fendlicos quercetina, dcidos
gélico e o-cumdrico. Este perfil fendlico foi semelhante ao encon-
trado em méis da espécie A. mellifera da mesma regido, nos quais a
quercetina representa 31,3%, enquanto os dcidos gélico e o-cumdrico
compdem 23,8 e 23,6% do total de compostos fendlicos, respectiva-
mente. Os dcidos fendlico desconhecido Ph,, p-cumdrico, fertlico e
trans-cindmico também estdo presentes, porém, em baixos teores,
representando 21,3% do total de fendlicos.

No municipio de Vigia, os méis coletados apresentaram perfis
cromatograficos contendo dcido gdlico como 4cido fendlico prin-
cipal com 34,2% e a quercetina com 30,4%. Os 4cidos fendlicos
desconhecidos (Ph, e Ph;), o-cumdrico e p-cumdrico apresentaram
valores inferiores de 13,2; 5,8 e 3,6%, respectivamente. As espécies
A. mellifera e M. flavolineata desta regido diferenciam-se em rela-
¢do a espécie botanica visitada, devido a diferenca significativa na
quantidade de compostos fendlicos presentes no perfil cromatografico
dos méis analisados.

Perfis fenolicos em méis de M. fasciculata

Os cromatogramas obtidos para os méis coletados na regido de
Tracuateua mostraram um teor de 80,7% de 4cido gélico. O dcido
vanilico e a quercetina obtiveram teores inferiores em rela¢do a pro-
porcao total de compostos fendlicos presentes com valores de 12%
para quercetina e 6,3% para acido vanilico. O perfil cromatografico
encontrado nas amostras indica a presenca de apenas trés compostos
fendlicos, sendo o dcido gélico predominante. A espécie A. mellifera
desta regido também apresenta como composto fenélico principal o
dcido gélico. Apenas a espécie M. flavolineata possui caracteristica
diferenciada, sendo o dcido gdlico o componente secundario.

Os perfis fenélicos observados nos méis da regido de Sdo Jodo de
Pirabas apresentaram como compostos fenélicos principais o acido
gdlico e a quercetina. O dcido gélico representa 39,2%, enquanto a
quercetina apresenta teor de 26,7% do total de compostos fendlicos.
Os 4cidos o-cumdrico, p-cumdrico, fendlico desconhecido Ph, e fer-
rilico estdo presentes em baixas quantidades 16,9; 14,8; 12,3 ¢ 1,1%,
respectivamente. As espécies A. mellifera e M. flavolineata desta re-
gido apresentam caracteristicas semelhantes, diferenciando-se apenas
no percentual individual dos compostos fendlicos predominantes.

O perfil cromatogrifico obtido para os méis da regido de Sdo
Miguel do Guam4 apresentou como composto fendlico identificado
apenas o dcido gdlico, com 2% do total de compostos fendlicos. O
composto fendlico principal foi o dcido desconhecido (Ph,) com 97,
8%. Os méis da espécie A. mellifera apresentaram maior variedade
de compostos, tendo como principal componente o dcido gadlico
com 69,7%.
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Tratamento estatistico

Andlise discriminante (AD)

A andlise discriminante foi realizada para determinar previamente
as variaveis (compostos fenélicos) mais significantes na separagio das
espécies estudadas. Optou-se pelo método de andlise discriminante
passo a passo (stepwise discriminant analysis), o qual adiciona ou
remove varidaveis do modelo. Desta forma, obtiveram-se 6 varidveis
mais significantes entre as 13 investigadas: AG, AOC, PH;, QRC, AV
e AC. As fungdes discriminantes sdo dadas abaixo:

Grupo A: -14.08 -9,55 AG -27,33 AOC +27,30 PH, +54,35 QRC
+6,04 AV -7,96 AC

Grupo B: -14.59 +9,55 AG +33,49 AOC +18,25 PH, -50,59 QRC
-1,77 AV 40,32 AC

Grupo C:-6,32-3,51 AG -16,48 AOC -69,15 PH, +28,34 QRC +4,82
AV +3,05 AC

onde Grupo A refere-se a espécie A. mellifera, Grupo B a M. flavo-
lineata e Grupo C a M. fasciculata.

A matriz de classificago obtida aplicando-se o método de andlise
discriminante linear mostrou que as porcentagens de acerto do modelo
foram de 100%. Portanto, as varidveis AG, AOC, PH;, QRC, AV e
AC sdo capazes de distinguir as trés espécies estudadas, com 100%
de acerto. Estas representam os compostos fendlicos majoritdrios nas
amostras de mel estudadas.

Andlise de agrupamento hierdrquico (HCA)

A andlise de clusters (AC) foi aplicada para os dados autoescalo-
nados, empregando-se a distancia euclidiana para calcular as similari-
dades das amostras e foi utilizado um procedimento de agrupamento
hierdrquico para estabelecer os clusters. Os resultados obtidos podem
ser observados no dendograma da Figura 2, onde ocorrem cinco agru-
pamentos distintos (A, B. C, D e E) com similaridade de aproxima-
damente 41%. Da esquerda para a direita, o agrupamento A formado
com similaridade de 42,42% constitui-se das espécies A. mellifera
(AT), M. flavolineata, popularmente conhecida como urucu-amarela
(UA-T) e M. fasciculata, também conhecida como urugu-cinzenta
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Figura 2. Dendrograma obtido com as seis varidveis selecionadas por AD

Acidos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante em méis 1731

(UC-T), sendo as amostras pertencentes a regido de Tracuateua (T); o
agrupamento B, com similaridade de 56,73%, contém as amostras de
mel das espécies de abelha nativa sem ferrdo (UA-P e UC-P), corres-
pondentes a regido de Sao Jodo de Pirabas (P); o agrupamento C, com
similaridade de 12,86%, € formado pelas amostras de mel da espécie
A. mellifera (AP) da regido de Sdo Jodo de Pirabas; o agrupamento D,
com similaridade de 56,42%, corresponde as amostras de A. mellifera
(ASM e AV) das regides de Sdo Miguel do Guama (SM) e Vigia (V)
e M. fasciculata de Sao Miguel do Guamd; por fim, o agrupamento
E, com similaridade de 34,37%, ¢ formado pelas amostras produzidas
pela espécie M. flavolineata (UA-V) da regido de Vigia.

Andlise de componente principal

A andlise de componentes principais obteve resultado semelhante
aos encontrados na andlise de cluster. Empregando dados autoescalo-
nados observou-se a formagao de 5 grupos bem definidos, caracteri-
zando uma diferenca entre as espécies de abelhas com e sem ferrdo
e suas respectivas regides de coleta. A projecdo das duas primeiras
componentes € apresentada na Figura 3.
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Figura 3. Andlise de componentes principais das amostras de mel

As duas primeiras componentes principais conseguem juntas ex-
plicar 54% do total da variancia e podem ser consideradas suficientes
para descrever os dados.

Baseado nos resultados obtidos das andlises de HCA e PCA con-
clui-se que as porcentagens de dcido gélico (AG), 4cido o-cumadrico
(AOC), acido desconhecido (PH,;), quercetina (QRC), dcido vanilico
(AV) e acido cafeico (AC) s@o capazes de separar as amostras de mel
das diferentes espécies de abelha de diferentes regides do nordeste
paraense.

Cor
As amostras analisadas estdo dentro dos padrdes exigidos pela

Legislacdo Brasileira, que classifica o mel do incolor ao ambar
escuro (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de cor, teores totais de fendis — PT (mg de dcido gdlico 100 g"' de mel) e CE,(mg 100 g) obtidos para os méis de A de A. mellifera, Melipona

Sflavolineata e M. fasciculata

A. mellifera M. flavolineata M. fasciculata
Localidades
Cor* PT CE;, Cor* PT CE,, Cor* PT CE_
Tracuateua A 68,25 29,31 AC 26,39 48,92 EAC 25,53 54,43
Sao Jodo de Pirabas A 138,25 9,13 A 236,71 6,85 A 88,81 15,58
Sao Miguel do Guama A 154,28 8,87 - - - AC 59,78 31,04
Vigia AC 36,68 41,76 EAC 56,78 32,03 - - -
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Atividade antioxidante

Os melhores resultados obtidos para atividade antioxidante foram
para os méis que apresentaram os teores mais elevados de polifendis
totais e coloracdo mais escura (Tabela 1).

Os compostos majoritdrios identificados por cromatografia liquida
nestas amostras foram, respectivamente, os dcidos galico, o-cumadrico
e p-cumdrico e a quercetina. Os méis da espécie A. mellifera das
regides de Sdo Jodo de Pirabas e Sao Miguel do Guam4d mostraram
melhor inibicdo do radical DPPH, tendo atividade antioxidante
significativa em relacdo as demais espécies, exceto para méis de
M. flavolineata da regido de Sdo Jodo de Pirabas que obtiveram o
melhor percentual de inibi¢io, com média de 6,85%.

Para méis de meliponineos apenas as amostras coletadas no
municipio de S@o Jodo de Pirabas apresentaram melhores atividades
antioxidantes. Os méis das espécies M. flavolineata e M. fasciculata
das regides de Sao Miguel do Guamad e Vigia, apesar dos altos teores
de polifendis totais, tiveram os resultados menos significativos de
CE,,. Os polifendis presentes em menor concentracdo também tiveram
menor influéncia na atividade antioxidante dos méis, bem como a
coloracdo variando do ambar claro ao extra-ambar claro. A correla-
cdo entre a CE,; e o conteido de fendlicos totais foi estatisticamente
significativa, sendo obtido um coeficiente de correlacdo de 0,87.

Estevinho'? encontrou para CE,,27,24 mg 100 mL"' em méis escu-
ros e 68,17 mg 100 g' em méis claros. Estes valores foram semelhantes
aos encontrados neste estudo, onde os méis mais escuros possuem
melhores atividades antioxidantes. Méis analisados no Rio de Janeiro
apresentaram concentragdo efetiva em 50% do total do efeito (CEs,)
variando de 4,82 a 77,05%. Lianda'® obteve para méis de A. mellifera
de regides do Rio de Janeiro valores de CE,, variando de 10,81 a
52,84 mg 100 g'. Os valores obtidos de CE,, para méis multiflorais de
diversas regides da Africa do Sul variaram de 1,63 a 29,13 mg mL"1 M

CONCLUSAO

O método HPLC em conjunto com o método SPE de extragdo foi
sensivel na separagio dos compostos fendlicos presentes nas amostras.
Das 36 amostras de mel analisadas foram observados a presenga de 13
compostos fendlicos, sendo 3 ndo identificados (Ph,, Ph, e Ph;). Para
a maioria dos méis analisados foram identificados como compostos
majoritarios o dcido gélico e a quercetina.

A aplicacdo da técnica de AD permitiu a elaboragdo de um modelo
com porcentagem de predi¢do de 100% na classificacio das espé-
cies. Os métodos AC e ACP foram capazes de distinguir as espécies
estudadas através da composig¢do fenélica dos méis analisados, fator
que indica possivel seletividade das espécies em rela¢do a origem
botanica dos méis.

De modo geral, os méis analisados apresentaram uma significa-
tiva atividade antioxidante, principalmente os méis mais escuros que
possuiram também teores mais elevados de polifendis totais.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os cromatogramas de dcidos fendlicos e flavonoides encontrados
nos méis das espécies do estudo estdo disponiveis gratuitamente
em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com
acesso livre.
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Figura 1S. Cromatograma de dcidos fendlicos e flavonoides através de RP-HPLC a 290 nm. A. mellifera. Amostras de Tracuateua (A): AG, “Ph,, AV, APC,
MRC, AF, AMC, QRC, *Ph-dcido fendlico desconhecido; amostras de Sdo Jodo de Pirabas (B): AG, Ph,, Ph, APC, AF, AOC, QRC, ATC; amostras de Sdo
Miguel do Guamd (C): AG, Ph,, Ph,, APC, MRC; amostras de Vigia (D): AG, APC, AOC, QRC, ATC
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Figura 2S. Cromatograma de dcidos fendlicos e flavonoides através de RP-HPLC a 290 nm. M. flavolineata. Amostras de Tracuateua (A): AG dcido gdlico, AMC,
AOC, ORC, Ph,, ATC; amostras de Sdo Jodo de Pirabas (B): AG, Ph,, Ph,, APC, AF, AOC, ORC, ATC; amostras de Vigia (C): AG, Ph,, Ph, APC, AOC, ORC, Ph,
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Figura 3S. Cromatograma de dcidos fendlicos e flavonoides através de RP-HPLC a 290 nm. M. fasciculata. Amostras de Tracuateua (A): AG, Ph,, Ph, APC,
AOC, ORC, Phy amostras de Sdo Jodo de Pirabas (B): AG, Ph,, APC, AF, AOC, QRC; amostras de Sdo Miguel do Guamd (C): AG e Ph,



