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RESUMO

As abelhas sem ferrdo (tribo Meliponini) s&o um grupo diverso de abelhas altamente
sociais distribuidas nos tropicos e subtropicos. Melipona flavolineata, conhecida
popularmente como "urugu-amarela”, ocorre nas regioes de terra firme ao Nordeste
Amazodnico. Ha evidéncias de que alguns produtos destas abelhas possuem
atividades biolégicas como anti-séptica, antifingica, antibacterial, antiviral, anti-
inflamatoria e antioxidante. Foram coletadas amostras de mel, geoprépolis, pdlen e
cerume de M. flavolineata em quatro municipios do Estado do Par4d com
determinados tipos de vegetacdo: Vigia (capoeira alta/floresta secundéria),
Tracuateua (localidade proxima de mangue), S&o Jodo de Pirabas (localidade
proxima de mangue) e Baido (capoeira/floresta secundaria). Apés extragdo com
etanol (sohxlet, 2h) da geopropolis, polen e cerume, foram medidos os teores de
fendlicos totais pelo método colorimétrico de Folin Ciocalteu e suas capacidades
antioxidativas pelo sequestro do radical DPPH. O teor de compostos capazes de
reduzir o reagente Folin Ciocalteau variou de 39,1 a 337,7 mg EAG/g. Para a
geopropolis, os maiores teores foram encontrados nas amostras dos municipios de
Tracuateua e Vigia (337,7 £ 5,2 mg EAG/g e 118 = 7,9 mg EAG/g) e nas amostras
de cerume e pdlen os maiores indices sdo das amostras da cidade de S&o Joao de
Pirabas (79,8 + 6,3 e 84,0 £ 2,0 mg EAG/g). No ensaio de DPPH, os valores de CEsg
foram obtidos por regresséo linear (P <0,05). Com base neles foi verificado que as
amostras de geopropolis e cerume mais ativas foram as coletadas nos municipios de
Tracuateua e Vigia (CEso, 6,0 + 0,1 yg.mL™* e 7,8 + 0,5 ug.mL™), seguidas pelos
extratos de cerume de Vigia e Sao Joao de Pirabas (CEsp, 11,1 + 0,4 pg.mL'l e 10,3
+ 0,4 yg.mL™). Nas amostras de pélen, o mais ativo foi obtido na cidade de S&o Jo&o
de Pirabas (CEsp, 43,6 + 2,6 pg.mL'l). Das amostras de mel, foram extraidos os
constituintes volateis utilizando a técnica de micro-extragdo/destilacdo. A
identificacdo e quantificagdo foram feitas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) comparando os espectros de massas com
registros da literatura. Compostos das classes dos monoterpenos oxigenados,
alcoois, aldeidos, cetonas e hidrocarbonetos alifaticos foram predominantes em
todas as amostras. Os compostos com maiores concentragdes nas 4 amostras
analisadas foram: 3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol e o fenilacetaldeido. Estes
resultados expressam uma elevada capacidade antioxidante e teor de compostos
fendlicos de algumas amostras quando comparadas aos padrées comerciais como o
Trolox (CEso, 4,9 £ 0,1 pg.mL'l), destacando a importancia do estudo dos materiais
formulados por esta espécie de abelha.

Palavras chave: Mel, Geoprépolis, Pdélen, Cerume, M. flavolineata, Atividade
antioxidante, Fendlicos totais, Compostos volateis.



ABSTRACT

Stingless bees (Tribe Meliponini) are a diverse group of highly social bees distributed
throughout the tropics and subtropics. Melipona flavolineata is a stingless bee
popularly known as “urugu-amarela” occurring in the highland areas of Northeast
Amazon. There is evidence that some of bee products possess biological activities
such as bee antiseptic, antifungal, antibacterial, antiviral, anti-inflammatory and
antioxidant. Were collected samples of honey, geopropolis, pollen and cerumen of M.
flavolineata in four municipalities of Paré state and with certain types of vegetation:
Vigia (secondary and capoeira high forest), Tracuateua (town close to mangrove),
S&o0 Joao de Pirabas (town close to mangrove) and Bai&o (secondary and capoeira
forest) there is substantial evidence to indicate that these products has biological
properties. These products were extracted with ethanol (Sohxlet, 2h) and was
mensured the total phenolic levels by colorimetric method (Folin Ciocalteu) and
antioxidative capacities by scavenging of DPPH radical method. The total phenolic
contents (TP) with capacity to reduce Folin Ciocalteau reagent in various extract
samples ranged from 39.1 to 337.7 mg EAG/g. Between the extracts of geopropolis
the highest TP contents were found in the samples collected in the cities of
Tracuateua and Vigia (337.7+ 5.2 mg GAE/g and 118 + 7.9 mg GAE/g) and in the
samples of cerumen and pollen the highest TP contents were obtained in the city of
S&0 Joao de Pirabas (79,8 £ 6.3 and 84.0+ 2.0 mg GAE/g). In the DPPH assay the
ECso values were obtained by linear regression (P<0,05) and based on them was
verified that the geopropolis and cerumen samples collected in the cities of
Tracuateua and Vigia were the most active (CEsp, 6,0 £ 0,1 pg.mL'l e 7,8 £+ 05
ug.mL™), followed by the cerumen of Vigia and S&o Jo&o de Pirabas (ECs,11.1 + 0.4
ug.mL™* and 10.3 £ 0.4 pyg.mL™), all with significant activities and comparable to
Trolox (ECso, 4.9 = 0.1 pg.mL™). Between the samples of pollen, the most active was
obtained in the city of S&o Jo&o de Pirabas (ECso, 43.6 + 2.6 pug.mL™). The volatile
constituents of honey samples of M. flavolineata were extracted using the technique
of micro-extraction/distillation. The identification and quantification was performed
gas chromatography/mass spectrometry (GC-MS) by comparing the mass spectra
with literature records (Adams, 2007). Compounds of the classes of oxygenated
monoterpenes, alcohols, aldehydes, ketones and aliphatic hydrocarbons were
predominant in all samples. The compound with higher concentration in the four
samples was 3,7-dimethyl-1,5,7-octatrien-3-ol. These results show a high antioxidant
capacity and phenolic content of some samples when compared to commercial
standards such as Trolox (ECso, 4.9 + 0.1 pg.mL™), highlighting the importance of
studying the materials made by this bee species.

Keywords: Honey, Propolis, Polen, cerumen, M. flavolineata, Antioxidant activity,
Total phenolics, Volatile compounds.



ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Mg micrograma

pL microlitro

uM micromolar

Abssi7 Absorbéncia a 517 nm

AH Antioxidante

BHA Butil-hidroxianisol

BHT Butil-hidroxitolueno

CEso Concentragao eficaz

CG/EM Cromatografia gasosa/espectrometria de massas

°C Graus Celsius

DPPH 2,2-difenil-1-picrilidrazila

DPPHe 2,2-difenil-1-picrilidrazila na forma radicalar

DPPH-H 2,2-difenil-1-picrilidrazila na forma reduzida

EAG equivalentes de &cido galico

EEGP (1,2,3e4) Amostras de geoprépolis coletadas nos 4 municipios do
Par4 (Vigia, Tracuateua, Sdo Jo&o de Pirabas e Baiéo)

EEPO (1,3 e 4) Amostras de Pdlen coletadas em 3 municipios do Para
(Vigia, Sao Joéo de Pirabas e Bai&o)

EER (1,2,3e4) Amostras de cerume coletadas nos 4 municipios do Paréa
(Vigia, Tracuateua, Sao Joéo de Pirabas e Baiao)

ERNs Espécies reativas de nitrogénio

EROs Espécies reativas de oxigénio

EtOH Etanol

eV Eletronvolt

Fig. Figura

FT Fendlicos totais

g grama

MEOH metanol



mg miligrama

min minuto

mL militro

mM milimolar

nm nandmetros

p. pagina

P. A Para analise

Re Espécie radicalar
Tab. Tabela

TR Tempo de retengéo
TBHQ Ter-butil-hidroquinona

Trolox Acido 6-hidréxi-2,5,7,8-tetrametil-2-cromandico
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1 INTRODUCAO

As abelhas indigenas sem ferrdo ocupam grande parte das regifes de
clima tropical do planeta, além de algumas importantes areas de clima temperado e
subtropical. S&o encontradas na regido Neotropical e presentes também em menor

ntmero na Asia, ilhas do pacifico, Australia, Africa e Nova Guiné (COSTA JR, 2000).

A criagdo dessas abelhas é uma atividade antiga, que remonta até os
tempos da Civilizagdo Maia (VILLANUEVA, ROUBIK & COLLI-UCAN, 2005,
CORTOPASSI — LAURINO, 2006), e que atualmente estd em franca expansdo em

todo Brasil.

As abelhas indigenas, assim como as meliferas, coletam substancias de
plantas que sdo misturadas com resinas que elas produzem e transformadas em

produtos que tém demonstrado variadas atividades biolégicas e usos terapéuticos.

Os produtos processados pelas abelhas (propolis, pdlen e mel) tém sido
muito estudados no mundo todo por apresentarem diversas propriedades como
antibacteriana (GARCIA et al., 2001), antifingica (OZCAN et al, 2004),
antiinflamatéria (BORELLI et al., 2002, BOGDANOV, 2004, DI PAOLA-NARANJO et
al., 2004), anticariogénica (ALMAS, MAHMOUD e DAHLAN, 2001, GEBARA, LIMA
e MAYER, 2002) e imunomodulatéria (ORSOLIC, 2003).

Os produtos naturais desempenham um papel altamente significativo na
descoberta e no desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de varias
doencas humanas. Para o combate ao cancer e as doencas infecciosas, 60% a 75%
dos farmacos utilizados séo originarios de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG;
SNADER, 2003).

Recentemente, aprofundaram-se os estudos de compostos com atividade
antioxidante, ou seja, capacidade de sequestrar radicais livres que podem agir no
corpo humano e causar diversos danos a célula, como céancer, doencas
neurodegenerativas, anemia, isquemia, além da oxidacdo do LDL, o que pode levar

a problemas cardiovasculares. Compostos fendlicos, principalmente os flavonoides,



possuem atividade de sequestro de espécies reativas de oxigénio, incluindo radicais
hidroxila, peroxila e superéxido, além da propriedade de quelar metais de transicéo,

impedindo assim, a formacao dessas espécies (HALLIWELL, 2000).

A propriedade antioxidante das especiarias e de outros vegetais também
esta relacionada, principalmente, com os seus compostos fendlicos. A maioria dos
antioxidantes naturais € composta de grupos funcionais ativos. (MADSEN;
BERTELSEN; SKIBSTED, 1997; NAMIKI, 1990; POKORNY, 1991).

Torna-se complexa a padronizacdo da fonte botanica e da composigéo
quimica da prépolis e dos outros produtos explorados pelas abelhas devido a grande
diversidade vegetal que estas utilizam para retirada de suas resinas, entre outros
fatores. Além disso, nas regibes norte e nordeste, poucos trabalhos foram feitos a
respeito da sua composigdo quimica e das propriedades bioldgicas destes produtos.
(AGA et al., 1994; TOMAS-BARBERAN et al., 1993; BANKOVA et al., 1995; PARK;
ALENCAR; AGUIAR, 2002).



2 OBJETIVOS

e Objetivo geral

- Estudar os teores de fendlicos totais e as propriedades antioxidantes dos
produtos da Abelha Melipona flavolineata, conhecida como urugu-amarela, em
quatro localidades com ocorréncia nos municipios de Vigia, Tracuateua, Sdo Jo&do

de Pirabas e Baido, Estado do Para.
e Objetivos especificos

- Analisar a composic¢ao quimica do aroma dos méis de M. flavolineata;

- Determinar a atividade antioxidante de extratos e fragcdes dos extratos de
geopropolis, pdlens e cerumes de M. flavolineata, utilizando o método de sequestro
do radical DPPH.

- Determinar o teor de fendlicos totais dos extratos e fracbes dos extratos de

geopropolis, pblens e cerumes de M. flavolineata, utilizando o método colorimétrico

Folin Ciocalteau.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AS ABELHAS INDIGENAS SEM FERRAO

Visando formas alternativas de exploracdo sustentavel dos recursos
naturais, o0 manejo dos meliponineos (abelhas sem ferrdo) vem se tornando uma
saida viavel para geracdo de renda principalmente para agricultores familiares
(VENTURIERI, 2006). A criacao de abelhas da subtribo Meliponina (SILVEIRA et al.,
2002), se enquadra perfeitamente dentro dos conceitos de diversificagdo e uso
sustentado da terra da Amazébnia. Os meliponineos sdo abelhas doceis, de facil
manejo e que necessitam de pouco investimento para a sua criagdo. E uma
atividade que pode ser integrada a plantios florestais, de fruteiras e de culturas de
ciclo curto, podendo contribuir através da polinizacdo, com o aumento da producéo
agricola e regeneracdo da vegetacdo natural (VENTURIERI, RAIOL & PEREIRA,
2003).

A meliponicultura € uma atividade sustentdvel e ecoldgica, onde as
abelhas séo parte integrante dos nossos ecossistemas e da biodiversidade mundial.
E economicamente viavel, tendo o mel como um produto diferenciado no mercado

(OLIVEIRA, 2004). A classificacdo taxonémica dos meliponineos € mostrada no

quadro 1.
Reino Animal
Filo Arthropoda
Classe Insecta
Ordem Hymenoptera
Subordem Apocrita
Superfamilia Apoidea
Familia Apidae
Tribo Meliponini
Género Melipona

Quadro 1: Classificagédo taxondmica das abelhas sem ferrdo (KERR, CARVALHO E NASCIMENTO,
1996).



As abelhas, Insetos pertencentes a ordem dos Himendpteros e a familia
dos Apideos, representam os principais polinizadores da vegetacdo natural (SOUZA,
CAMPOS, 2008).

A maioria dos Meliponini nidifica em cavidades pré-existentes (que podem
estar em troncos ou galhos ocos de arvores) de tamanho apropriado, com uma

pequena abertura por onde se movimentam (MICHENER, 1974).

As abelhas indigenas se caracterizam principalmente por terem ferréo
reduzido e constroem ninhos muito peculiares, que auxiliam na identificagdo da
espécie (NATES-PARRA, 2001).

Apesar de possuirem ferrdo atrofiado, sdo compensados por mandibulas
afiadas, operadas por fortes misculos (SAKAGAMI, 1982). Além disso, algumas
espécies podem também apresentar glandulas produtoras de substéncias toxicas,
gue podem causar irritacbes e queimaduras nas pessoas e outros animais
(NOGUEIRA-NETO, 1997).

Tem distribuicdo pan-tropical, mas alcangam partes subtropicais da
Australia, Africa e América e pouco além do Trépico de Cancer, no Hemisfério Norte
(SAKAGAMI, 1982; CORTOPASSI — LAURINO et al., 2006). No entanto, o género,
Melipona tem distribui¢o restrita a regiéo Neotropical (SILVEIRA; MELO; ALMEIDA,
2002), sendo este um dos mais bem estabelecidos dentre os meliponineos, com um
grande numero de espécies (MOURE; KERR, 1950).

A Amazbnia abriga grande diversidade de espécies de Melipona com
ampla variedade de ninhos, com duzias de col6nias por hectare. Varias espécies
sdo criadas para a polinizagdo de cultivares de importancia econémica, como
tomate, feijdo, milho, etc. (ROUBIK, 1989).

Existem mais de 129 espécies de meliponineos descritos na Amazbnia
(SILVEIRA et al., 2002). As principais espécies do género Melipona sé&o: Melipona
Crinita (AC), M. eburnea fuscopilosa (AC, AM), M. flavolineata (PA, AC), M.
fasciculata (PA, MA, AP), M. lateralis, (AM), M. manausensis (AM, PA), M.



melanoventer (PA), M. nebulosa (AM), M. paraensis (AM, PA, AP), entre outras.
(ASSIS, 2001; VENTURIERI et al, 2003; CARVALHO-ZILSE, 2005 e
CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006).

Melipona favosa
Melipona marginata
Melipona seminigra

Melipona bicolor (SP, RJ, MG
Melipona rufiventris o = ¢ !

Melipona rufiventris (SP, RT, M5, ES)
Melipona capixaba (ES)
Melipona marginata (ES)

Melipona quadrifasciata ( Te i ula (5P, RT. M6)

Melipona marginata (5C)
Melipona bicolor (PR)

Tetrogonisca angustula (| Legenda

B Reglo Certro-Oeste
B Regido Nordeste
B Regidio Morte
Regido Sudeste
m Regidio Sul

Mapa 1: Localizacdo de alguns Meliponineos no Brasil (KERR, CARVALHO & NASCIMENTO 1996).

3.2 MELIPONA FLAVOLINEATA Friese (1900)

Melipona flavolineata, espécie conhecida popularmente como “urugu-
amarela” (Fotografia 1, Pag. 23), ocorre ao nordeste da Regido Amazonica, nos
Estados do Pard e Maranhdo, em areas de terra firme. Possui habitos de coleta de
substancias de cheiro forte, logo néo é tao higiénica quanto a espécie M. fasciculata
Geralmente € encontrada na base de troncos de arvores. Na regido Bragantina séo
encontradas principalmente em arvores grossas proximas dos igapos (matas ciliares
ou parcialmente inundaveis), onde hoje encontramos a maioria dos ninhos naturais
desta espécie. A entrada do seu ninho é bem caracteristica formando uma pequena
plataforma com a borda recortada (Fotografia 2, pag. 23) (VENTURIERI, 2003).



Fotografia 1: Rainha entre outras abelhas M. flavolineata (VENTURIERI, G. C. Disponivel em:
http://mel.cpatu.embrapa.br/especies.

Fotografia 2: Operéria guarda de M. flavolineata ou “urugu-amarela”. (VENTURIERI, 2008)



3.3 CARACTERISTICAS E COMPOSICAO DOS PRODUTOS DE M.
FLAVOLINEATA

3.3.1 Propolis e Geoproépolis

A palavra propolis é de origem grega e derivada de pro, em defesa de, e
polis, cidade. Isto implica em um produto usado na defesa da comunidade das
abelhas (SALATINO et al., 2005).

A prépolis, substancia natural coletada pelas abelhas do néctar de flores e
dos exudatos de arvores, é conhecida na medicina tradicional desde 3000 anos
antes de Cristo. E Indicada no tratamento da satde e prevencdo de doencas do
coracao, nos processos de inflamagdo, em diabetes e cancer (BANSKOTA et al.,
2001; BURDOCK, 1998). E extensamente usada no campo da medicina, da
cosmetologia e na industria de alimentos, bebidas e suplementos nutricionais.
Dentre as muitas propriedades biolégicas relatadas para a prépolis produzidas por
abelhas, as mais importantes sdo as atividades antimicrobiana, antiinflamatoria,
antioxidante e anti-proliferativa de doengas do coragédo, diabetes e céancer
(GHISALBERTI, 1979).

Segundo Nogueira-Neto (1997), a prépolis € constituida basicamente
pelas resinas vegetais geralmente coletadas pelas abelhas nas plantas lenhosas

trazidas para as colméias.

Geoprépolis ou “batume”, como as comunidades locais costumam
denominar, € um tipo especial de prépolis produzido por abelhas sem ferrdo, do
género Melipona, formado por uma mistura de resinas vegetais, cera e terra
(BARTH, 2006).

A prépolis é um produto complexo das abelhas que varia de acordo com
diversos fatores. A cor pode ser creme, amarela, verde, marrom claro ou escuro.
Algumas amostras tém uma textura friavel e dura, enquanto outras sdo elasticas e
colantes (SALATINO et al., 2005).



Em muitas espécies da tribo Meliponini, s@o coletadas resinas,
geralmente de arvores feridas, danificadas ou, as vezes, perfuradas por brocas, ou
seja, pelas larvas de certos insetos. S&o processadas pelas abelhas nos seus
ninhos, seja numa forma pura ou misturada com um pouco de cera, essa substancia
é denominada prépolis puro ou misto. (NOGUEIRA — NETO, 1997).

A propolis é utilizada pelas abelhas na entrada das colméias, fechando
frestas para redugcdo da entrada do vento frio e, principalmente, dos inimigos
naturais (formigas, abelhas, fungos e bactérias), além de ser utlizada para
embalsamar pequenos animais mortos pelas abelhas e que n&o puderam ser
retirados, evitando a putrefacdo. Também é utilizado como material de construcdo
no interior da colméia, soldando favos, quadros e envernizando o interior dos
alvéolos para que a rainha faca a postura. A literatura mostra a atividade biologica
desta resina natural contra uma variedade de patdégenos humanos e animais
(SALOMAO et al., 2004).

A propolis possui constituintes que variam de acordo com o periodo do

ano e do tipo de vegetacao disponivel na regido onde é coletado (AHN et al., 2007).

Velikova et al. (2000) analisaram 20 amostras de prépolis de 12 espécies
diferentes de Meliponinae através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) e constatou-se diferentes tipos quimicos de
propolis de acordo com os componentes majoritarios, como sdo mostrados no
Quadro 2, pags. 26 e 27.

Sua composicdo quimica €é determinada principalmente pelas
caracteristicas fitogeograficas existentes ao redor da colméia (KUMAZAWA;
HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004), e também das reservas de polen e mel. Como
consequéncia desta composi¢ao quimica diferenciada, ocorre também uma variacédo
na sua atividade farmacologica (MENEZES, 2005).



Espécie de abelha sem ferrao

Origem

Classes de compostos

Friesomellita silvestrii

Goiés, Brasil

Monoterpenos
Sesquiterpenos

Friesomellita silvestrii languida

Minas Gerais, Brasil

Monoterpenos
Sesquiterpenos
Diterpenos
Triterpenos

Friesomellita varia

S&o Paulo, Brasil

Monoterpenos
Sesquiterpenos
Triterpenos

Venezuela Prenilados
Benzofenonas
Lestrimelatta ssp Parand, Brasil Diterpenos

Triterpenos

Melipona beechei

Yucatén, México

Monoterpenos
Sesquiterpenos

Melipona compressipes

Piaui, Brasil

Venezuela

Sesquiterpenos
Ac. fendlicos
Flavonoides

Acucares
Diterpenos
Triterpenos
Ac. graxos

Benzofenonas preniladas

Melipona farvora orlinge

Mato Grosso do Sul, Brasil

Diterpenos
Triterpenos

Melipona farvosa

Venezuela

Benzofenonas preniladas

Melipona marginata

Pernambuco, Brasil

Ac. Fenélicos
Acucares




Parand, Brasil Ac. Fendlicos
Acucares
Monoterpenos
Sesquiterpenos
Diterpenos
Triterpenos
Ac. Graxos

Espirito Santo, Brasil Ac. Fenodlicos
Melipona quadrifasciata Diterpenos

S&o Paulo, Brasil Ac. Fenodlicos
Triterpenos
Acucares

Minas Gerais, Brasil Ac. Fendlicos
Triterpenos
Acucares

Pernambuco, Brasil Ac. Fenodlicos
Acucares

Melipona scutellaris Pernambuco, Brasil Ac. Fenodlicos
Acucares

Melipona testaceicornis Minas Gerais, Brasil Diterpenos
Triterpenos

Quadro 2: Classes de compostos da propolis de algumas espécies de abelhas sem ferrdo de
diferentes localidades. (Adaptado de VELIKOVA et al., 2000).

Devido & popularidade na medicina tradicional, a propolis tem se tornado
foco de intensos estudos de quimica e farmacologia nos ultimos trinta anos
(BANKOVA, 2005). Varias atividades biologicas, como anticancer (BANSKOTA et
al., 1999; AHN et al., 2007), antiinflamatéria (MENEZES, 2005), antibidtica
(SALOMAO et al., 2004; SCAZZOCHIO et al., 2005), anti-HIV (ITO et al.,, 2001),
antifingica (SALOMAO et al., 2004) e anti-carie (DUARTE et al., 2003;
HAYACIBARA et al., 2005; DUARTE et al.,, 2006) tém sido relatadas para a

propolis e seus constituintes.

Os componentes da préopolis apresentam também efeitos multiplos em
bactérias, fungos e virus. Possuem efeito antiinflamatério e atividades
imunomodulatérias, além de terem demonstrado atividades hipotensora e
hipocolesterolémica (CASTALDO & CAPASSO, 2002).



A atividade anticancer da proépolis brasileira é devida principalmente aos
compostos fendlicos e esta intrinsecamente relacionada a atividade antioxidante. Os
constituintes identificados que apresentam atividade sao acido caféico e seus
derivados, flavondides, acido 2,2-dimetil-8-prenilcromona-6-propendico, artepelina e
acido 17-hidroxicleroda-3-dien-15-6ico (BANSKOTA et al., 1999).

A propolis tem aplicacdo nas industrias farmacéutica e alimenticia na
forma de alimento funcional. Atualmente, tem sido utilizado como creme dental,
sabonete, solucao para bochecho, em forma de balas, chocolates, capsulas, entre
outros produtos (ACKERMANN, 1991).

3.3.2 Pdlen

O pélen, um pequeno granulo de dimensdes microscopicas (Fotografia 3),
em média 50 um, é o elemento reprodutivo masculino das plantas mais evoluidas do

sistema biolégico vegetal (Apicultura, 2009).

O pdlen coletado pelas abelhas é formado por uma mistura do pdlen de
flores, do néctar secrecbes das abelhas. E de importante valor nutricional. Contendo
acucares, proteinas, lipidios, vitaminas e flavondides (TOMAS-LORENTE et al.,
1992).

Fotografia 3: Podlens de diferentes origens boténicas (Apicultura. Disponivel em
<http://lwww.breyer.ind.br/apicultura/apicultura.htm>).



Geralmente pode-se observar que as abelhas colhem o pdlen das flores
pela manhad e/ou quando estdo Umidas, facilitando assim a colheita (BREYER,
1980). Transportam-no para a colméia, onde € depositado. Esse material
armazenado sofre transformacdes (Fotografia 4), ndo so6 pelo alto indice de umidade
e temperatura interna da colméia, além da acdo de secrec¢fes salivares das abelhas,
ricas em enzimas. As abelhas colhem o pélen como alimento principal, utilizando-o
como fonte de proteinas, tanto para elas como para a alimentacdo da procria das
larvas, e ainda para reforcar as fungdes glandulares que produzem a geléia real, a

cera, os fermentos e as enzimas (BREYER, 1980).

Fotografia 4: Potes contendo pdlen armazenado pelas abelhas M. flavolineata

O polen possui diversas classes de substancias como vitaminas: tiamina,
riboflavina, nicotinamida, &cido pantoténico, piridoxina, meso-inositol, biotina, &cido
folico, cianocobalamina, &cido ascorbico, vitamina D, tocoferol e caroteno, os
aminoacidos: &cido aspértico, acido glutdmico, alanina, arginina, cistina, glicina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina,
triptofano, tirosina e valina e os sais minerais: calcio, cloro, magnésio, fosforo, silicio,

enxofre, ferro e potassio (Apicultura, 2009).



3.3.3 Cerume

O cerume (Fotografia 5) é basicamente, uma mistura de cera branca e
pura secretada pelas abelhas com a resina (propolis) que as abelhas recolhem de
arvores ou arbustos feridos. A cor do cerume dos meliponineos pode variar de um
amarelo bem claro, a uma cor quase negra (Fotografia 5), dependendo da qualidade
e quantidade da propolis misturada a cera branca (NOGUEIRA — NETO, 1997).

Os meliponineos utilizam o cerume em diversas partes de seus ninhos,
como na construcao dos potes, dos invélucros e dos favos de cria (NOGUEIRA —
NETO, 1997).

Fotografia 5: Potes de cerume para armazenamento de mel e pélen de M. flavolineata

3.3.4 Mel

O mel é uma matriz cujos elementos majoritarios sédo a agua (cerca de
20%) e os glicidios (70%), particularmente, a glicose e a frutose e onde, também,
coexistem pequenas quantidades de oligossacarideos, predominando,
particularmente, a sacarose e a maltose (DONER, 1977). Os compostos minoritarios
produzidos pelas abelhas nativas e africanizadas, contém nutrientes basicos
necessarios a saude humana, como acidos organicos, enzimas, vitaminas,

acetilcolina, flavonéides, minerais e uma extensa variedade de compostos organicos



gue contribuem para cor, odor e sabor e que ndo sao totalmente conhecidos e
caracterizados. (VILHENA; ALMEIDA-MURADIAN, 2004).

Apesar dos carboidratos encontrados no mel serem objetos de diversas
revisdes (SIDDIQUI, 1970; WHITE, 1975, 1978; DONER, 1977), outros componentes
presentes ndo foram extensivamente estudados, como por exemplo, 0s compostos
fendlicos. Existem evidéncias de flavonéides no mel (FERRERES et al.,, 1991) e
AMIQOT et al., 1989). Dentre os presentes no mel, a flavanona pinocembrina tem sido
relatada e estudada por sua atividade antibacteriana (BERAHIA et al.,1993). Outros
estudos também demonstraram a presenca dos flavonoides pinobanksina
(RIBEIRO-CAMPOS et al., 1990), galangina e crisina (SABATIER et al., 1992),
kanferol (FERRERES et al., 1998) e 4cidos benzobico e cindmico (WESTON et al.,
1999).

A analise de flavondéides e outros compostos fendlicos pode ser utilizada
para a determinacdo da origem botanica e autenticidade de cada tipo de mel
(SABATIER et al., (1988), AMIOT et al., (1989), FERRERES et al., (1998), MARTOS
et al., (2000) e TOMAS-BARBERAN et al., (2001).

3.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS PRODUTOS DE M. FLAVOLINEATA

3.4.1 Atividade antioxidante identificada na prépolis

A prépolis possui atividade antioxidante comprovada em muitos estudos.
Alguns compostos foram identificados como responsaveis pela a¢do antioxidante de
amostras de propolis de diferentes origens. Estas estruturas foram isoladas e
identificadas como: &acido caféico, &cido p-cumérico, acido dimetoxicindmico,
quercetina, apigenina, kaempferol, artepelina C, entre outros (Quadro 3).
(KUMAZAWA, HAMASAKA e NAKAYAMA , 2004).
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OH H (Pinobanksin)
. . 16: H CH; H H (tectocrisina)
11: H H (Pinocembrina)
13: OCOCH; H (Pinobanksin 3-acetato)

Quadro 3: Estruturas de compostos com atividade antioxidante identificados na prépolis (Adaptado
de KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004).

3.4.2 Atividade antioxidante identificada no pdlen

A atividade antioxidante de 36 amostras de pdlen apicola da regido sul do
Brasil, coletados nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul foi
medida segundo a metodologia do sequestro do radical DPPH e comparada aos
padrbes comerciais BHA (Butil-hidroxianisol), BHT (Butil-hidroxitolueno) e «-
tocoferol. Observou-se que os resultados foram expressivos, e exemplo do polen do

Rio Grande do Sul (RS09) que mostrou atividade antioxidante superior aos padrdes



BHA e BHT e igual a do a -tocoferol. As amostras com alta atividade antioxidante
foram as de Santa Catarina (SC03) e Rio Grande do Sul (RS09) e Parana (PRO03).
Os resultados com valores de CE50 estéo ilustrados no grafico 1(CARPES et al.,
2008).
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Grafico 1: Atividade de sequestro do radical DPPH das amostras de poélen da regido sul do Brasil e
dos padrbes em percentual e em termos de CEsp.

As barras tracejadas indicam o potencial antioxidante, as barras escurecidas representam os valores
de CEs, de cada amostra e padroes(CARPES et al., 2008).

Extratos etandlicos, hexanicos e de acetato de etila obtidos de cargas de
pélens com duas coloracdes (amarelo e marrom) da abelha indigena sem ferrao
Melipona subnitida Ducke também indicam uma capacidade antioxidante de alguns
destes extratos frente o sequestro do radical DPPH. Os resultados expressos em
valores de CEso estdo presentes na tabela 1 (SILVA, T. M. S. et al., 2006).



Tabela 1: Capacidade de sequestro do radical DPPH de extratos de pélen de Melipona subnitida.

CEso (ug.mL"™)

Amostras Extrato
Pélen amarelo Pélen marrom
1 Etandlico 104,5+0,5 106,1+1,3
2 Hexanico 212,0+0,5 236,5+2,3
3 Acetato de etila 419+0,2 43,7+0,3

Valores expressos em média + desvio padréao (SILVA T. M. S. et al., 2006).

3.4.3 Atividade antioxidante identificada no mel

Estudos mostram que o mel possui, assim como o polen e o prépolis,
propriedades antioxidantes. Classes de compostos fendlicos, como os flavonoides
podem estar correlacionados com tal atividade. Amostras de mel de abelhas
indigenas sem ferrdo amazénicas foram analisadas pelo método do sequestro do
radical DPPH e mostraram resultados significativos em termos de concentragao
efetiva (CES0), ilustrados na Tabela 2 (SANTOS, MENDOCA & BASTOS, 2005).

Tabela 2: Capacidade antioxidativa (CEsp) de amostras de mel de abelhas sem ferrdo Amazodnicas.

Amostras Espécie de abelha CEso (ug.mL™)
1 Melipona seminigra 59
2 Melipona seminigra 12,4
3 Melipona seminigra 9,6
4 Melipona seminigra 26,3
5 Melipona compressipes 7,5
6 Tetraagonisca angustula 2,1

7 Melipona scutellaris 1,0




3.5 COMPOSTOS VOLATEIS PRESENTES NO MEL

A primeira analise de compostos volateis em mel foi realizada em 1929
(SCHMALFUB & BARTHMEIER, 1929). Desde entéo, mais de 300 compostos foram
identificados em méis mono florais de diversos tipos florais (VAN STRATEN &
MAARSE, 1983).

O mel floral, onde estdo presentes os compostos volateis, pode ser
monofloral quando o néctar é, predominantemente, originario de uma unica fonte
floral, ou polifloral se mais de uma espécie vegetal contribui, de forma expressiva,

com o néctar.

Os compostos de aroma podem ser originados de: 1 - transferéncia de
constituintes volateis da planta; 2 - conversado de constituintes da planta pela abelha;
3 - producéo de compostos pelas abelhas; 4 - produgdo de compostos durante o
processamento poés-colheita; 5 - acbes de microrganismos (BLANK, FISCHER &
GROSCH, 1989).

As enzimas da classe reductase oriundas das abelhas poderiam catalisar
reacdes de reducdo onde, por exemplo, o feniletanal (fenilacetaldeido) poderia ser
convertido a feniletanol (&lcool feniletilico). Ja& como acidos volateis (ex. acido
aceético e butirico) poderiam ser produzidos durante o metabolismo da abelha.
(BOUSETA & COLLIN, 1992)

E bem conhecido que o aroma e sabor dos alimentos sdo dependentes
dos compostos organicos volateis presentes no vapor de equilibrio sobre o produto
(headspace) e da interacdo destes compostos com a matriz do alimento,
principalmente carboidratos e lipideos (TERANISHI, FLATH & HIROSHI, 1986).

A sensacgdo do aroma € mais complexa que o sabor, pois o olfato humano
pode discriminar entre milhares de compostos volateis. S&0 estes 0s responsaveis
pelo sabor caracteristico dos alimentos (THOMAZINI & FRANCO, 2000).



Um dos atributos sensoriais mais apreciados pelos consumidores de mel
é o aroma. O perfil de compostos volateis representativos desse aroma serviria
como método complementar para atestar a autenticidade do mel mono floral, bem
como auxiliar no monitoramento da qualidade béasica do produto. (De MARIA &
MOREIRA, 2003).

Em outro trabalho, cerca de 160 compostos volateis foram identificados
em méis monoflorais da Austrélia. Alguns como o fenil-metanal (fenilacetaldeido),
alcool benzilico e o alcool 2-feniletilico foram identificados positivamente, enquanto
0s outros como 6xido de linalol e butirato de hexenila foram somente identificados
por tentativa (GRADDON & MORRISON, 1979).

Em outra investigacdo do aroma de méis mono e poliflorais oriundos da regido de
Piemonte, na ltalia, os autores identificaram cerca de 52 compostos por CG/EM e
concluiram que alguns compostos volateis estiveram presentes em todas as
amostras, enquanto outros variaram de uma amostra para outra contribuindo,
consideravelmente, para os aromas distintos de cada mel (BICCHI, BELLIARDO &
FRATTINI, 1983).

3.6 DANOS OXIDATIVOS E O SISTEMA DE PROTECAO DO ORGANISMO

O estresse oxidativo estd associado com um disturbio no balan¢o pro-
oxidante/antioxidante em favor do pré-oxidante. A ocorréncia de espécies reativas
de oxigénio € um atributo da vida aerdbica normal. A existéncia e desenvolvimento
de células em ambiente contendo oxigénio poderiam ndo ser possiveis sem a
presenca de sistemas de defesa que incluem enzimas e antioxidantes n&o
enzimaticos. A vida aerdbica é caracterizada por uma formagéo constante de proé-

oxidantes sendo seu consumo balanceado por antioxidantes (SIES, 1991).

A vida aerobica consiste em uma constante producdo destes radicais
livres, a qual é contrabalanceada por uma producdo equivalente de mecanismos
antioxidantes visando neutralizar seus efeitos deletérios. Quando esta neutralizac&o
ndo é possivel devido a uma sobrecarga do mecanismo antioxidante, diz-se que ha

uma situacdo de estresse oxidativo, levando a geracdo de diversos danos aos



sistemas bioldgicos. Frente ao estresse oxidativo ocorrem 0s seguintes processos:
1) adaptagéo, por aumento da resposta antioxidante; 2) dano tecidual por agressao
a lipideos, carboidratos e proteinas; 3) morte celular por necrose ou apoptose
(OLDONI, 2007).

Os principais mecanismos antioxidantes ocorrem pela inibicdo das
reacdes envolvendo ions metalicos; pela interceptacdo dos radicais gerados pelo
metabolismo das células ou gerados por fontes exdgenas como 0zodnio, radiacdes
gama e ultravioleta, medicamentos, dieta e uso de cigarro; pelo reparo das lesdes no
DNA e reconstituicio das membranas celulares danificadas; pela resposta do
organismo a geracdo das ERO’s com o aumento das enzimas antioxidantes
(BIANCHI E ANTUNES, 1999).

Os antioxidantes podem ser classificados em enzimaticos e néo-
enzimaticos. Os primeiros compreendem o superoxido desmutase (SOD), a catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (FERREIRA, MATSUBARA, 1997). A SOD é
responsavel por neutralizar a formacao do anion superéxido (O,") na mitocdndria e
por neutralizar O,” e H,O, do citosol. A CAT esta presente em todas as células,
principalmente em peroxissomos, que usam oxigénio para converter H,O, em agua.
A GPX esta na mitocdndria e no citosol, catalisando a reagéo da glutationa reduzida
(GSH) como H,0, para formar glutationa oxidada (GSSG) e &gua (FINALD LAC,
FILAIRE, 2006).

3.6.1 Radicais Livres e as Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio

Radical livre pode ser definido como um atomo ou molécula com menos
um elétron ndo pareado na orbita mais externa (CLARKSON, THOMPSON, 2000).
Esta caracteristica confere a esses atomos e moléculas meia vida curta e alta
reatividade a outras biomoléculas, principalmente proteinas, lipideos e &cido
desoxirribonucléico (DNA) (MATSUBARA, FERREIRA, 1997; BIANCHI, ANTUNES,
1999; CLARKSON, THOMPSON, 2000; SCHNEIDER, de OLIVEIRA, 2004).

Os radicais livres podem ser gerados por todas as células vivas aerébicas
(BIANCHI & ANTUNES, 1999; COOPER et al., 2002), sendo principais 0 anion



superéxido (O;"), o radical hidroperoxila (HOy), e o radical hidroxil (HO). Existem,
porém, moléculas altamente reativas, mas que ndo apresentam elétrons
desemparelhados na ultima camada e dessa forma, ndo podem ser classificadas
como radical livre. Estas moléculas sdo derivadas do metabolismo do oxigénio,
conhecidas como espécies reativas de oxigénio (ERO’s). Dentre estas, podemos
citar o peréxido de hidrogénio (H.O2) e o oxigénio singlete (‘O,). (MATSUBARA,
FERREIRA, 1997; BIANCHI, ANTUNES, 1999; CLARKSON, THOMPSON, 2000).

O Nitrogénio e os ions metélicos, dentre eles o cobre e o ferro, também
podem gerar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. O ferro € o metal mais
abundante no organismo e o que esta biologicamente mais capacitado a gerar EROs
e catalisar reacbes de oxidacdo das biomoléculas (FERREIRA, MATSUBARA,
1999). As principais espécies reativas de nitrogénio sdo o 6Oxido nitrico (NO’), o
dioxido de nitrogénio (NO>) e o peroxinitrito (ONOQO) (COOPER et al., 2002).

Estes radicais, gerados com a acdo do O, na célula, irdo causar
alteracdes, agindo diretamente sobre alguns componentes celulares (Esquema 1).
Os &cidos graxos poliinsaturados das membranas, por exemplo, sdo muito
vulneraveis ao atague de radicais livres. Estas moléculas desencadeiam reagfes de
oxidagdo nos acidos graxos da membrana lipoprotéica, denominadas de
peroxidacdo lipidica, que afetardo a integridade estrutural e funcional da membrana
celular, alterando sua fluidez e permeabilidade. A reacdo de Fenton também
promove uma série de reagBes como radicais, na presenca de perdxido de
hidrogénio (H.O,), gerando o radical hidroxil (HO’) (HALLIWELL et al., 1992). Além
disso, os produtos da oxidagdo dos lipidios da membrana podem causar alteracdes
em certas fungdes celulares (RICE-EVANS; BURDON, 1993). As enzimas
antioxidantes superoxido desmutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPx) agem de forma a neutralizar a formacéo de espécies reativas ou

converter H,O, em 4gua ou em outras formas néo reativas.
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Esquema 1: Formacao de radicais livres (RL) (espécie reativa de oxigénio) e mecanismos de

defesa antioxidantes em sistemas biologicos (SISTEMA NERVOSO, Disponivel
http://www.sistemanervoso.com. Acesso em: 13/01/2010).

em:

Estas moléculas reativas sao produzidas pelo metabolismo normal e por

influéncias externas ao individuo. Por exemplo, luz UV e carcinogénese. Quando

produzidos em quantidades que ultrapassam a producgéo natural de antioxidantes no

corpo humano, cuja funcdo é reparar o sistema de defesa, estes radicais podem

levar a uma quebra da producédo de coenzimas,

neurotransmissores e

macromoléculas de acidos nucléicos, proteinas, lipideos e carboidratos. Ingestdes

de antioxidantes exdégenos, como vitaminas C e E, B-caroteno, podem promover a

protecdo dos componentes das células e, desta maneira, a sua funcao fisiologica.

Tais antioxidantes exdégenos séo obtidos em alimentos e incluem uma variedade de

compostos fendlicos, incluindo os flavondides (YUNTING et al. 1990).




3.6.2 Antioxidantes

Devido a producéo continua de radicais livres nos processos metabdlicos,
mecanismos de defesa antioxidante foram desenvolvidos para impedir a inducéo de
danos e para limitar os niveis intracelulares de oxidantes. Assim, os antioxidantes
s&0 0s agentes responsaveis por inibir e reduzir as lesées causadas pelos oxidantes
(BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que, em
baixa concentracdo, quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidacao deste substrato de maneira eficaz (SIES; STAHL, 1995).

Outra definicdo é dita pelos antioxidantes em alimentos, “substancia que
em pequena quantidade é capaz de prevenir ou retardar fortemente a oxidacdo de
materiais, como por exemplo, as gorduras” (BECKER; NISSEN; SKIBSTED; 2004).

Os antioxidantes s&o capazes de inibir a oxidagdo de diversos substratos,
de moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos, por meio de dois
mecanismos: o0 primeiro envolve a inibicAo da formagdo de radicais livres que
possibilitam a etapa de iniciagdo; o segundo abrange a eliminacdo de radicais
importantes na etapa de propagacdo, como alcoxila e peroxila, através da doagéo de
dtomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia
(NAMIKI, 1990).

H& ainda diferengas entre os trés principais mecanismos que podem
suprimir a formacgao de radicais livres: antioxidantes, sequestrantes de radicais livres
e guelantes. Antioxidantes e sequestrantes de radicais livres sdo usualmente
considerados sindnimos, embora nem sempre o sejam. Por exemplo, etanol € um
sequestrante de radicais hidroxila, mas nunca foi considerado um antioxidante.
Antioxidante € o termo mais antigo, que no inicio foi aplicado para a descricdo de
inibidores de processos oxidativos, 0s quais eram capazes de reagir com radical
peroxila. Agora, este termo é aplicado a todos os inibidores de radicais livres. Em

adicdo aos antioxidantes diretos, h& dois outros grupos importantes de inibidores de



radicais livres: enzimas antioxidantes e 0s compostos que possuem propriedades
antioxidantes indiretas (DENISOV; AFANAS, 2005).

3.6.3 Antioxidantes Sintéticos

Os antioxidantes sintéticos (Estruturas 1) sdo bastante utilizados como
inibidores da oxidagéo lipidica na industria. Os mais comuns s&o o tert-butil-tolueno
(BHT) tert-butil-anisol (BHA) e o tert-butil-hidroquinona (TBHQ). A escolha e a
concentragcdo de cada um deles varia de acordo com o alimento empregado. (FKI,
ALLOUCHE e SAYADI, 2004; HAN, RHEE, 2004).

OH OH
(H3C)3 C(CHg)3 C(CHa)s
OH
C(CHa)s
CH
s O(CHa)s
Butil-hidroxi-tolue no
(BHT) Butil-hidroxi-anisol
(BHA)
OH
Tert-Butil-hidroguinona
(TBHQ)

Estruturas 1: Principais antioxidantes sintéticos

Entretanto, seu uso em produtos alimenticios tem sido restrito devido a
instabilidade, bem como a suspeita de promover carcinogénese. Por esta razdo, ha
um grande interesse no estudo dos aditivos naturais com potencial antioxidante. As
propriedades antioxidantes de ervas e condimentos naturais tém sido descritas
como sendo efetivas na reducdo do processo de peroxidacdo de lipidios
(POKORNY, 1991).

3.6.4 Antioxidantes Naturais

Os antioxidantes naturais sdo formados por compostos presentes nas

plantas, principalmente os tocoferois, vitamina C, carotendides e 0s compostos



fendlicos. Entretanto, devido aos efeitos deletérios que os antioxidantes sintéticos
podem causar sobre o figado e da marcada proliferagdo do reticulo endoplasmaético,
entre outras alteragcdes causadas por doses elevadas dos mesmos, tem ocorrido o
aumento do interesse terapéutico e de medicdo do potencial e eficacia dos
antioxidantes provenientes de fontes naturais (DURAN; PADILLA, 1993).

Estes compostos, especialmente os flavondides, exibem grandes efeitos
biolégicos, incluindo as atividades antibacterianas, antiinflamatorias, antialérgicas,
antitrombdticas e com acao vasodilatadora (COOK; SAMMAN, 1996).

3.7 CAPACIDADE ANTIOXIDATIVA PELO METODO INDIRETO DO SEQUESTRO
DO RADICAL DPPH (1,1-DIFENIL-2-PICRILIDRAZILA)

O radical DPPH (1,1 difenil-2-picrilhidrazila) € muito utilizado para avaliar
a capacidade sequestrante de produtos de abelhas, como o pélen, propolis e mel.

Esse radical orgénico € muitas vezes adotado nas analises em fungdo de sua
rapidez e facilidade (KOLEVA et al., 2002; LU, CHEN & CHOU, 2003).

Esse método é baseado na redugdo de solugdes alcodlicas de DPPH em
517 nm na presen¢a de um antioxidante doador de hidrogénio. Também permite
testar substancias lipofilicas e hidrofilicas, ou seja, independe da polaridade do
substrato (KOLEVA et al., 2002). A lipofilicidade e hidroflicidade dos antioxidantes
ndo afetam as rea¢cdes com o DPPH, uma vez que foi observada similaridade entre
as atividades de sequestro de radicais livres do Trolox e a-tocoferol (YAMAGUSHI et
al., 1998).

Para valores de CEsp inferiores a 30 pg/mL, ha indicativo de potenciais
sequestradores de radicais livres (RAMOS et al., 2003). Alguns extratos e fragOes

analisados apresentaram esta caracteristica.

Deve-se levar em conta a cinética da reacdo, que dependendo da
natureza do antioxidante testado, pode ser rapida, quando atinge o final em menos

de 1 minuto, intermediaria, quando leva até 30 min para se processar e lenta quando



chega ao seu final em mais de uma hora. (BRAND-WILLIAMS, CURVELIER,
BERST, 1995).

O método de sequestro de radical é realizado pela medida direta da
doacgéo do a&tomo de hidrogénio ou transferéncia de elétron de um antioxidante em
potencial as moléculas do radical livre em sistemas “livres de lipideos”. Entretanto,
esses métodos necessitam de substratos de oxidagédo e ndo refletem a situacéo in
vivo ou a peroxidacdo em alimentos (BECKER, NISSEN e SKIBSTED, 2004,
ARNAO, 2000).

Os métodos mais comumente utilizados s&o aqueles envolvendo
compostos cromogénicos de um radical natural que simula as espécies reativas de
oxigénio (ERO), por serem de usos facil, rapidos e sensiveis. A presenca do
antioxidante leva ao desaparecimento desses radicais cromogénicos. Um dos
radicais muito utilizados para medir a atividade antioxidante é o DPPH (1,1-difenil-2-
picrilidrazila). Apresenta uma excelente estabilidade em certas condicbes e
importantes diferengas nas suas respostas antioxidantes e na sua manipulagcéo
(ARNAO, 2000; BRAND-WILLIANS; CUVELIER; BERSET, 1995). O radical DPPH é
um reagente usado para dissolugdo em meio organico (especialmente em meio
alcodlico) (BLOIS, 1958; MILLER; RICE-EVANS, 1997; ARNAO; CANO; ACOSTA,
2001).

Pode-se verificar pela estrutura do DPPH, que o composto pode aceitar
um elétron ou radical hidrogénio para se tornar uma molécula estavel, que apenas
raramente pode ser oxidada irreversivelmente (BLOIS, 1958). O radical livre DPPHe
€ um cromoforo extremamente estavel que apresenta um pico de absor¢do no
comprimento de onda de 517 nm, em meio metandlico e sua solu¢gdo possui uma
coloracdo violeta intensa (ARNAO, 2000; BLOIS, 1958). Conforme o DPPH vai
sendo reduzido por um antioxidante, seu elétron se torna emparelhado e a
absortividade desaparece (BRAND-WILLIANS, CUVELIER & BERSET, 1995).

A reducdo do DPPH (Esquema 2) pode ocorrer na presenca de um
antioxidante (AH) ou de uma espécie radicalar (R"). O desenvolvimento da reacao

pode ser acompanhado pelo decréscimo da absorbancia a 517 nm, podendo ser



analisado por espectrofotometria ou por CLAE (SILVA, J. K. R., 2006). Assim,
guanto maior o decréscimo da absorbancia, maior sera a capacidade de doacao de

atomos de hidrogénio, ou seja, de porcentagem de atividade antioxidante.
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DPPH" + AH —— DPPH-H+A"

DPPH® + R® — DPPHR

Esquema 2: Sequiestro do radical DPPH frente um antioxidante RH (SILVA, J. K. R., 2006)

A porcentagem de atividade antioxidante corresponde & quantidade de
DPPH consumida pelo antioxidante. A quantidade de antioxidante necessaria para
decrescer a concentragdo inicial de DPPH em 50% é denominada concentracdo
eficiente (CEsp) ou concentragdo inibitoria (Clso). Este valor € obtido por regressao
linear onde a abcissa representa a concentragdo das amostras testadas e a
ordenada a porcentagem de inibicdo do radical DPPH (MOREIRA et al., 2005).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS UTILIZADOS

4.1.1 Equipamentos e acessOrios

Balanga analitica CHYO, modelo JL-200

Banho criostético de circulagdo HAAKE

Cromatografo a gas acoplado a espectrdbmetro de massas THERMO
ELECTRON CORPORATION, modelo FOCUS DSQ

Cubetas de plastico para espectrofotometria com 1 cm de caminho 6ptico
Espectrofotdmetro de UV/Visivel GBC 916

Evaporador rotativo HEIDOLPH, modelo LABOROTA 4000

Estufa com circulagdo de ar FABBE

Estufa de secagem a vacuo Quimis, modelo Q819V2

Micro extrator/destilador Likens - Nickerson

Micro-pipetas Labmate (volumes de 10 — 100 pL; 100 — 1000 pyL e 1000 —
5000 pL)

Banho de ultra-som BRASON 1200

4.1.2 Reagentes e solventes utilizados para analise de antioxidantes e extragao

dos aromas

Agua destilada

Acido gélico SIGMA

Agua ultrapura

Folin Ciocalteau 1N

Solventes P.A (hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, etanol e
metanol)

Metanol e diclorometano para HPLC/UV

DPPH: 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (85% de pureza), FLUKA

TROLOX: Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-2-cromandico (98% de pureza),
FLUKA.



4.2 METODOLOGIA PARA ANALISE DA GEOPROPOLIS, POLEN E CERUME DE
M. FLAVOLINEATA

4.2.1 Coletados materiais de M. flavolineata

O quadro 4 relaciona os municipios de coleta dos produtos de M.
flavolineata com o0s respectivos indices utilizados para diferenciar cada tipo
vegetacional visitado. A imagem de satélite do Estado do Para (Fotografia 6) mostra

a localizagcao geografica aproximada de cada uma das localidades visitadas.

Amostra Local de coleta Tipo Vegetacional
1 Vigia Capoeira alta/floresta secundaria
2 Tracuateua Localidade préxima de mangue
3 S&o Jodo de Pirabas Localidade préxima de mangue
4 Baido Capoeiraffloresta secundaria

Quadro 4: Municipios e tipos de vegetacao circundante dos locais de coleta do geoprépolis, pélen e
cerume e mel de M. favolineata.

S. Jodo de Pirabas

Jracuateua

Fotografia 6: Imagens de satélite do continente latino-americano (esquerda) e do Estado do Para
(direita) com a localizacdo aproximada dos municipios de coleta dos materiais de M. flavolineata.
(Adaptada do site:

http://www.zonu.com/imapa/americas/Mapa_Satelital Foto Imagen Satelite Estado ParaBrasil.jpg)




Os materiais foram coletados da seguinte forma: o mel foi retirado dos
potes de cerume com uma seringa de 10 ml com ponta de borracha. Outros potes
continham também o poélen, que pdde ser retirado com uma pequena colher. O
cerume, que armazenava tanto mel quanto pélen, foi também coletado inclusive em
maior quantidade. O geopropolis foi raspado com uma espétula da superficie dos
ninhos onde serve de protecdo contra a entrada de invasores. Apos a retirada dos
materiais, que foi realizada uma Unica vez em cada localidade, os mesmos foram
colocados em sacos plasticos, potes de plastico e de vidro (no caso do mel),
acondicionados em isopor para transporta-los até a universidade onde passaram a
ser armazenados a 5°C em um refrigerador do Laboratorio de Engenharia de

Produtos Naturais.

4.2.2 Secagem e processamento dos extratos

Os materiais coletados, com excec¢éo do mel, foram secos em estufa com
circulagéo de ar a 50 °C por um periodo aproximado de 6h, no caso do geoprépolis,
4h no caso da resina e em estufa & vacuo (60° C) para o pélen (12h). Em seguida,
foram triturados visando o aumento da area de interagcdo com o solvente. Os
materiais brutos foram entdo pesados, separou-se uma quantidade adequada e
extraiu-se exaustivamente com etanol, utilizando Soxhlet (Fotografia 7) & 60 °C. Os
extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo sob vacuo. A
codificacdo dos extratos foi feita segundo o quadro abaixo com indices
correspondentes a cada local de coleta (1- Vigia, 2- Tracuateua, 3- S&o Joao de

Pirabas , 4- Baido):

EEGP Extrato Etanolico de Geoprépolis
EEPO Extrato Etandlico do Pélen
EER Extrato Etané6lico do Cerume

Quadro 5: Nomenclatura codificada dos extratos brutos de geoprépolis, pélen e cerume.



Fotografia 7: Extracdo com etanol utilizando o conjunto soxhlet, manta aquecedora e condensador.

4.2.3 Particéo liquido-liquido dos extratos

Ap6s obtencdo dos extratos, separaram-se massas proporcionais aos
rendimentos de cada amostra para realizacdo de particao liquido-liquido em um funil
de decantacdo (Fotografia 8). Preparou-se inicialmente uma solugdo com o extrato
bruto de 150 mL metanol/agua (8:2) que foi solubilizada em ultrasom por 15 min. Em

seguida, transferida para o funil de decantagéo.

Os eluentes utilizados inicialmente foram diferenciados para cada
material, tendo em vista a presenca de componentes apolares no cerume e pdlen. O
primeiro eluente adicionado, no caso do geoprépolis, responsavel pela formacao das
duas fases foi diclorometano (75 mL). Retirou-se a fase diclorometano e adicionou-
se 50 ml de acetato de etila. Para melhor visualizacdo das fases, neste caso, foi
necessario adicionar agua destilada. Foi retirada entdo a fase acetato de etila. No
caso da resina, por ser um material com caracteristicas apolares, o fracionamento foi
iniciado com a adicdo de hexano na solugcdo metanol/agua, seguido de

diclorometano.



A fase remanescente da interagcdo com os dois eluentes foi denominada
fase hidroalcodlica, com excecao da resina da regido de Vigia, na qual foi separada
a fracdo metandlica das demais no lugar da hidroalcodlica. Todas as fracfes foram

concentradas em evaporador rotativo e colocadas em dessecador.

Fotografia 8: Aspecto da extracdo liquido-liquido dos extratos brutos.



A sequéncia para obtencé@o dos extratos e fracdes além dos testes nas

metodologias de capacidade antioxidativa esté ilustrada no fluxograma 1.

Materiais brutos (geoprépolis, p
4 municipios

Extracdo por Soxhlet com
etanol (2h) a 60°C

Extratos etandlicos brutos
de geoproépolis, pélen e resina

Medic&o da capacidade antioxidativa pelos métodos de Folin
Ciocalteau e de inibicdo do radical DPPH.

Extratos com valores mais significativos nos dois testes

foram fracionados por parti¢cdo liquido-liquido.

Extrato de Extrato de d Extrato d Extrato d Extrato d
Geopropolis 1 Geopropolis 2 0 Pélen 3 Resina 1 Resina 3
m = 6g) m = 1g) m =1, m = 1q) 1 =1,3g) =500mg)

Testes de Fendlicos totais e

sequestro do radical DPPH

h Andlise dos resultados‘

Fluxograma 1: Processo de obteng&o dos extratos brutos e fracdes de geoprépolis, pdlen e resina de
M. flavolineata.

FH — Frag&o hexanica; FD — Frag&o diclorometano; FA — Fragdo acetato de etila; FHA — Fracéo
hidroalcodlica; FM — Fracdo metandlica.




4.2.4 Célculo do Rendimento dos extratos e fracfes

O célculo do rendimento bruto dos extratos e fragdes foi realizado através
da relagdo entre a massa de extrato obtido pela massa de material bruto seco

utilizado para extragao.

4.3 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS EXTRATOS E
FRACOES PELO METODO FOLIN CIOCALTEAU

43.1 Teor de Fendlicos totais utilizando o método colorimétrico Folin

Ciocalteau

O conteudo de fendlicos totais dos extratos brutos e fragBes foram
determinados pelo método colorimétrico de Folin Ciocalteau (SINGLETON et al.,
1999). Este método envolve a oxidacdo de fendis por um reagente amarelo
heteropoliacido de fosfomolibdato e fosfotungsténio (reagente de Folin Ciocalteau) e
a medida colorimétrica de um complexo azul Mo-W que se forma na reagdo em meio
alcalino (SINGLETON e ROSSI, 1965).

Para cada extrato e fragdes dos mesmos, foram preparadas solugdes-
mée a 10 mg.mL™ em metanol, as quais foram colocadas alguns minutos no ultra-
som, retirando-se em seguida uma aliquota para diluicAo em agua ultra pura
obtendo uma concentracdo de 5 mg.mL™*. Em seguida, as amostras foram diluidas e
testadas até que se obtivessem resultados de absorbancia na faixa linear

compreendida entre 0,3 e 0,8.

A uma aliquota de 500 uL da solucdo dos extratos e fracdes diluidas,
foram adicionados 250 pL do reagente Folin Ciocalteau (1N) e 1250 uL de carbonato
de sédio (75 g.L™"). A reacéo foi mantida em ambiente escuro e apés 30 minutos.
Absorbéancia foi verificada em espectrofotometro / UV - visivel no comprimento de
onda de 760 nm. As diluicbes das amostras foram ajustadas a uma faixa linear de
absorbancia final compreendida entre 0,3 a 0,8. Todas as analises foram feitas em

triplicata.



O calculo das concentracdes de fendlicos totais (C) das amostras,
expressas em miligramas de equivalente de acido gélico por grama de material (mg

EAG/q), foi feito segundo a férmula:
C= (AbS(am) — AbS(br)) x Dil. x O(AG) (1)

Onde,

C = Concentracao de fendlicos expressa em mg EAG/g de extrato;
Absm) = Absorbancia da amostra;

Abs ) = Absorbéancia do branco;

Dil. = Diluicdo da amostra;

a (pc) = Coeficiente angular da curva padréo do acido galico.

4.3.2 Curva de calibrag&o com o padrdo Acido Galico

Foi construida uma curva de calibracdo com o padréo &cido galico nas
concentracdes de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 (ug.mL™), seguindo 0os mesmos
procedimentos descritos no item 4.3.1, em relagdo a proporgao da mistura reacional,
realizados para as amostras. A leitura da absorbancia foi feita em triplicata a 760

nm.

OH

HO
O

Estruturas 2: Acido galico, um &cido fenélico usado como padréo fendlico



4.4 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDATIVA DOS EXTRATOS DE
GEOPROPOLIS, POLEN, CERUME E FRACOES PELO METODO INDIRETO DO
SEQUESTRO DO RADICAL DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila)

4.4.1 Procedimento datécnica e preparo da mistura reacional

A capacidade antioxidativa das amostras foi medida pela técnica de
sequestro do radical DPPH, estavel em solucéo alcodlica que sofre descoloragdo do
violeta para amarelo na presenca de antioxidantes (BRAND - WILLIAMS,
CURVELIER & BERST, 1995).

Cada amostra foi pesada (10 mg) e solubilizada em 1 mL de metanol
(concentracdo de 10.000 pg.mL™). Apés isso, foram diluidas em diferentes
concentracdes decrescentes, que variaram de 250 a 1,6 pg.mL™, correspondendo a
uma faixa de diluicdo de 40 a 6525 vezes, levando em conta o fator de diluicdo da
mistura reacional (40 vezes). Estas diluicbes foram obtidas apds sucessivos testes
até que se conseguisse uma curva linear com, no minimo, quatro pontos bem
ajustados. O radical DPPH também foi inicialmente solubilizado em metanol a uma
concentracdo de aproximadamente 60 uM, cuja absorbancia inicial ficou em torno de

0,620 = 0,02, a 517nm, em temperatura ambiente.

A mistura reacional foi preparada em uma cubeta para cada amostra.
Foram adicionados 1950 pL de DPPH (60 uM) a aliquotas de 50 uL das amostras
diluidas em concentragfes decrescentes, compondo uma mistura reacional de 2 ml.
A absorbéancia foi monitorada a 517 nm até que seu valor permanecesse constante.
As andlises foram feitas em triplicata. A reagdo controle foi lida com 50 pyL de

metanol no lugar da amostra.

4.4.2 Célculos para avaliagdo da capacidade antioxidativa

a) Inibi¢éo do radical DPPH

Os valores de inibicdo do radical (I DPPH (%)) para cada concentragdo

das amostras foram calculados de acordo com a equagéao 2:



lopPPH (%) = [l - (AbS(am) - AbS(br))] x 100 (2)

Onde Absam) € Absp) sdo absorbancia da amostra e absorbancia do

branco, respectivamente.

A atividade antioxidante foi expressa em termos de Concentragdo efetiva
(CEsp), que € a capacidade que de reducdo de 50% da concentragdo do radical
DPPH na presenca de amostra, calculada por regresséo linear, onde a abcissa
representa a concentragdo e a ordenada representa a inibicdo. Os valores foram
comparados aos encontrados para os antioxidantes comerciais sintéticos Trolox e
BHA (butilidroxi-anisol).

4.5 OBTENCAO E ANALISE DOS COMPOSTOS VOLATEIS DO MEL

4.5.1 Obtencé&o dos compostos voléateis do mel

Os compostos volateis do mel coletado nas quatro regifes distintas foram
extraidos por meio do aparato de micro extragdo-destilagdo denominado Likens-
Nickerson. O solvente de extracdo utilizado foi diclorometano. ApOs extracdo, as
amostras foram mantidas sob refrigeracdo (5°C) até posterior injecdo no
cromatografo a gas acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM) do Laborat6rio
de Engenharia de Produtos Naturais (LEPRON).

4.5.2 Cromatografia gasosa/espectrometria de massas dos volateis do mel

Foi utilizado um CG-EM Thermo, modelo FOCUS DSQ, equipado com
coluna capilar de silica fundida (30m x 0,25mm d. i.) com fase estacionaria DB-5 MS
(0,25m de espessura do filme). As condigcbes de operagdo foram as seguintes:
injetor a 240°C, interface a 240°C e coluna programada para operar a 60°C a 240°C,
com gradiente de temperatura de 3°C/min, gas de arraste hélio, em velocidade linear
de 32 cm/s (medidos a 100°C); tipo de injecdo sem divisédo de fluxo (volume de
injecdo de 0,1yL de uma solugdo do aroma do mel em diclorometano),

espectrometro de massas: impacto eletrénico, energia do elétron a 70 eV;



temperatura da fonte de ions: 200°C. Os componentes volateis do mel foram
identificados e quantificados por comparagéo de seus espectros de massas (massa
molecular e padréo de fragmentacdo) com os registros obtidos da literatura (ADAMS,

2007). Nao foi necessério o calculo dos indices de retencgéo.

4.6 METODOS ESTATISTICOS

4.6.1 Analise de Agrupamentos

A andlise de agrupamento (A.A) tem por objetivos classificar uma amostra
de n objetos, caracterizados por p variaveis, em nimero g de grupos ou classes

homogéneas, de acordo com as suas similaridades ou dissimilaridades.

Um conceito fundamental para AA € a medida da distancia entre dois
objetos, ou a quantificacdo do quanto sdo parecidos. Esta medida é o coeficiente de
parecenca. Nas medidas de similaridade, quanto maior o valor observado, mais
similares sdo o0s objetos. Nas medidas de dissimilaridade, vale o inverso. Um
exemplo de medida de similaridade é o coeficiente de correlagdo, enquanto que a

distancia euclidiana € um exemplo de dissimilaridade (BASSAD et al., 1990).

4.6.2 Técnicas Hierarquicas de Agrupamento

Nesta técnica, objetos sdo classificados em diferentes etapas, de modo

hierarquico, produzindo uma &rvore de classificacdo (BASSAD et al., 1990).

Na Analise Hierarquica de Clusters (HCA), os compostos identificados nos
aromas do mel de M. flavolineata foram tomados como variaveis. Foi utilizado o
método por ligagdo completa e distancia Euclidiana com base na similaridade entre

0S grupos, utilizando o software MINITAB 14.0.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TEOR DE FENOLICOS TOTAIS DE GEOPROPOLIS, POLEN E CERUME
PELO METODO COLORIMETRICO DE FOLIN CIOCALTEAU

5.1.1 Fendlicos Totais (FT) dos extratos etanolicos brutos de geopropolis,

poélen e cerume

As concentracfes de fenodlicos Totais foram calculadas com base nos
fatores da curva obtida para o acido galico (y = 11,99 X, r2 = 1,00). A tabela 3 exibe
o teor de compostos fendlicos, expressos em média + desvio padrdo, dos extratos

etandlicos de geoprodpolis, polen e cerume das 4 localidades.

Tabela 3: Fendlicos totais dos extratos brutos do geopropolis, pélen e cerume das 4 regides

Extratos FT (mg EAG/g)
EEGP1 118,6 + 8,0
EEGP2 337,7+5,2
EEGP3 52,4+2,3
EEGP4 39,8+0,9
EEPO1 69,2+ 0,8
EEPO2 -
EEPO3 84,0+2,0
EEPO4 62,7+2,6

EER1 63,4 +4,5
EER2 39,0+ 3,0
EER3 79,8 +6,3
EER4 63,5+ 3,8

EEGP - Extrato etandlico de geoprépolis; EEPO — Extrato etandlico do pdlen; EER — Extrato
etandlico do cerume; 1 — Vigia; 2 — Tracuateua; 3 — Sao Jodo de Pirabas; 4 — Baido;
(-) Nao foi coletado

O indice de fendlicos nas amostras de extratos variou de 39,0 a 337,7 mg
EAG/g. Para as amostras de cerume e geoprépolis da regido de Tracuateua,

respectivamente.



5.1.2 Fendlicos Totais (FT) das fragcdes do geopropolis de Vigia (1) e

Tracuateua (2)

As fracBes de geopropolis das regides de Vigia (1) apresentaram valores
equivalentes ou superiores aos teores de fendlicos totais obtidos para o extrato bruto
(Tab. 4), com destaque para as fragbes acetato de etila (FA-EEGP1, FT = 182 + 4,9
mg EAG/g) e hidroalcodlica (FHA-EEGP1, FT = 304,5 + 8,6 mg EAG/g. Porém, as
fracbes de geopropolis de Tracuateua curiosamente apresentaram teores muito
abaixo quando comparadas aos obtidos com o extrato bruto. O maior teor de
fendlicos obtidos na fase acetato de etila de Tracuateua (FA-EEGP2, FT = 58,5 +

4,0), mostrou-se aproximadamente 6 vezes menor que o valor do extrato bruto.

Tabela 4: Fendlicos totais das fracdes e dos extratos brutos de geoproépolis de Vigia e Tracuateua.

Amostras de geopropolis FT (mg EAG/g)
EEGP1 118,6 + 8,0
FD-EEGP1 116,2+11,5
FA-EEGP1 182,0+4,9
FHA-EEGP1 304,5+ 8,6
EEGP2 337,7+5,2
FD-EEGP2 45,5+0,6
FA-EEGP2 58,5+4,0
FHA-EEGP2 139+0,6

EEGP - Extrato etandlico de geoprépolis ; 1 — Vigia; 2 — Tracuateua



5.1.3 Fendlicos Fotais (FT) das fracbes do podlen de Vigia e Sdo Jo&do de

Pirabas.

A capacidade de reducdo do reagente Folin Ciocalteau das fragbes de
pblen das regides de Vigia (1) e Sdo Jodo de Pirabas (3) mostraram resultados
bastante significativos e superiores aos obtidos para o extrato bruto (Tab. 5).
Destacaram-se as fragdes acetato de etila e diclorometano das duas localidades
(FA-EEPO1; FT = 291,7 + 4,4 mg EAG/g e FD-EEPO1; FT = 115,4 + 8,6) e (FA-
EEPO3; FT = 196,4 + 1,4 mg EAG/g e FA-EEPO3; FT = 267,1 + 1,8 mg EAG/g),
com valores bastante expressivos. A fracdo hidroalcodlica de Vigia também exibiu

resultado aproximadamente 50% maior em relagé@o ao extrato bruto.

Tabela 5: Fendlicos totais das fragdes e dos extratos brutos de poélen de Vigia e Sdo Jodo de Pirabas

Amostras de pélen FT (mg EAG/g)

EEPO1 69,2 +£0,8
FD-EEPO1 115,4 + 8,6
FA-EEPO1 291,7+4,4
FHA-EEPO1 96,8 +7,2

EEPO3 84,0+2,0
FD-EEPO3 267,1+1,8
FA-EEPO3 196,4+1,4
FHA-EEPO3 30,0+1,3

EEPO - Extrato etandlico do pélen; 1 — Vigia; 3 — Sdo Jodo de Pirabas

O teor de compostos fendlicos das fracbes de polen de M. flavolineata
variou de 30 — 291,7 mg EAG/g. Estes valores sao consideravelmente maiores que
os teores de fenolicos de extratos de pélens das abelhas Apis mellifera, coletados na
regido sul do Brasil, que variaram de 19,3 a 48,9 mg EAG/g (CARPES et al., 2008).



5.1.4 Fenolicos Totais (FT) das fragcbes da cerume de Vigia e Sado Jodo de

Pirabas.

Nas frac6es de cerume de Vigia (1), obteve-se valores proximos aos
obtidos no extrato (Tab. 6), com excecdo da fragdo metandlica que acumulou um
teor de fendlicos totais maior que todas as amostras de resina (FT =127,8 + 11,0 mg

EAG/g), uma quantidade que chega ao dobro do valor obtido para o extrato bruto.

Nas fragbes de cerume de Sao Jodo de Pirabas (3), os maiores teores
foram obtidos nas fragbes diclorometano (FT = 83,4 + 15 mg EAG/g) e
hidroalcodlica (FT = 94,6 + 2,7 mg EAG/g). Porém, estes valores se mostraram

proximos ao valor obtido com o extrato bruto.

Tabela 6: Fendlicos totais das fracdes e dos extratos da cerume de Vigia e Sao Joao de Pirabas.

Amostras de cerume FT (mg EAG/g)
EER1 63,4 +4,5
FH-EER1 43,1+3,3
FD-EER1 62,2+2,2
FM-EER1 127,8 +11,0
FAg-EER1 44,0+ 6,2
EER3 79,8 +6,3
FH-EER3 60,1+2,4
FD-EER3 834+1,5
FHA-EER3 94,6 £2,7

EER — Extrato etandlico do cerume ; 1 — Vigia; 3 — Sao Joao de Pirabas;

Analisando os trés produtos da abelha, observa-se que nas amostras de
geopropolis, o valor maximo obtido foi de 304,5 + 8,6 mg EAG/g (FHA-EEGP1). Nas
fragBes do pdlen, os maiores valores foram para FA-EEPOL1 (291,7 + 4,4 mg EAG/g)
seguida de FD-EEPO3 (267,1 £ 1,8 mg EAG/g). O maior valor obtido com as fragoes
de cerume foi na particdo metandlica (127,8 + 11,0 mg EAG/Q).



Comparando o teor de fendlicos do extrato e fracdes da geoprdpolis de M.
flavolineata com o teor de fendlicos obtidos em outro trabalho desenvolvido com
extrato etandlico, fracdes e sub-fracdes da propolis vermelha da abelha Apis
mellifera (CABRAL et al., 2009), observa-se que o extrato etanolico da prépolis
vermelha apresentou um teor de fendlicos igual a 258 mg EAG/g e suas fragcdes
hexénica e cloroférmica exibiram os valores 154,8 mg EAG/g e 249,8 mg EAG/g.
Similarmente, o geopropolis de M. flavolineata de duas regides (Vigia e Tracuateua)
apresentou teores de fendlicos de 118,6 mg EAG/g e 337,7 mg EAG/g,
respectivamente. As fracdes diclorometano, acetato de etila e hidroalcodlica de
geopropolis de Vigia também apresentaram consideraveis teores (116,2 mg EAG/g,
182 mg EAG/g e 304,5 mg EAG/g, respectivamente), que sdo comparaveis e até
superiores aos obtidos do trabalho com a propolis vermelha da abelha Apis

mellifera.



5.2 CAPACIDADE ANTIOXIDATIVA PELO METODO DE SEQUESTRO DO
RADICAL DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila)

5.2.1 Capacidade antioxidante dos extratos brutos de geopropolis, pélen e

cerume.

O gréfico 2 exibe os valores de concentracdes efetiva responséaveis pela
reducédo do radical DPPH em 50% de sua concentracdo inicial (CEsp). Dos trés
materiais testados, o que se mostrou menos ativo foi o polen. O valor de CEsg mais
significativo encontrado neste material foi da amostra de S&o Jodo de Pirabas
(EEPO3, CEsp = 43,6 £+ 2,6 ug/mL). Nas amostras de geopropolis, destacaram-se as
da regiédo de Vigia (EEGP1) (CEsy = 7,8 £ 0,5 pg/mL) e Tracuateua (EEGP2) (CEsp =
6,0 £ 0,1 pg/mL). Os resultados mais expressivos para o cerume foram das
amostras de Vigia (EER1) (CEsp = 11,1 £ 0,4 ug/mL) e S&o Joédo de Pirabas (EER3)
(CEso = 10,3 £ 0,4 pug/mL). Estas amostras exibiram valores de CEsy comparaveis
aos padroes Trolox (CEsp = 4,9 £ 0,1 pg/mL) e BHA (CEsp = 3,6 £ 0,1 pg/mL). Os
extratos acima destacados foram separados e particionados. Suas fracbes foram

avaliadas em termos de fendlicos totais e capacidade antioxidativa.
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Grafico 2: Valores de CEsq para os extratos brutos de geopropolis, pélen e cerume das 4 localidades
e dos padrbes Trolox e BHA.

EEGP - Extrato etanodlico de geopropolis; EEPO — Extrato etandlico do polen; EER — Extrato
etandlico do cerume; 1 — Vigia; 2 — Tracuateua; 3 — Sao Jodo de Pirabas; 4 — Baido.



Trabalhos de Manrique & Santana (2004) em que analisaram a atividade
antioxidante de extratos etandlicos da propolis de Meliponineos (Melipona
qguadrifasciata, Tetragonisca angustula e Nannotrigona sp.) obtiveram resultados

gue indicaram alta atividade antioxidante.

O extrato bruto da propolis de Melipona Scutellaris (Urugu) foi analisado
por Camilo (2008), utilizando o método do sequestro do radical DPPH e apresentou
um percentual de inibicdo do radical livre de 89,1%, na concentragao de 90 ug/mL.
Comparando com os resultados da geoprépolis de M. flavolineata da regido de
Tracuateua (EEGP2), extrato que apresentou maior atividade antioxidante, utilizou-
se uma concentracdo de 10 yg/mL para se obter um percentual de inibicdo de 79%.
Isso mostra que o geopropolis de M. flavolineata € uma potente fonte de compostos
antioxidantes, mesmo comparados a propolis de outra espécie de abelha sem
ferréo.

FragOes etandlicas de dois tipos de pdlen da abelha sem ferrdo Melipona
Subnitida (amarelo e marrom) foram testadas na metodologia de captura do radical
DPPH e foram calculados seus valores de CEsg (SILVA, T. M. S. et al., 2006). Estas
fracdes das amostras de polen amarelo e marrom exibiram valores de CEs (104,5 +
0,5 e 106,1 + 1,3 pyg/mL) similares aos obtidos no pélen da regido de Vigia (CEso =
101,9 + 2,4 ug/mL) assim como o valor obtido para o pélen de Baido (CEso-118,5 +
6,5).



5.2.2 Capacidade antioxidante das fragdes dos extratos mais ativos

Os extratos que apresentaram menores valores de CEso frente ao método
do sequestro do radical DPPH foram fracionados por particdo liquido-liquido e suas
fracdes testadas. Os resultados para os trés materiais sdo mostrados nos gréficos 3,
4eb.

5.2.2.1 Capacidade antioxidante das fracbes de Geoprépolis de Vigia (1) e

Tracuateua (2).

As fracBes de geopropolis de Vigia mostraram maiores atividades que as
da regido de Tracuateua (Gréfico 3), que inicialmente havia apresentado o valor de
CEso (6,0 + 0,1 pg/mL) mais proximo dos padroes. O valor de CEs, de FHA-EEGP1
(5,5 £+ 0,4 pg/mL) similar aos dos padrbes Trolox (CEsp = 4,9 = 0,1 pg/mL) e
BHA(CEs, = 3,6 + 0,1 pg/mL). Isso mostra que esta fracdo € uma potencial fonte de
compostos fendlicos com capacidade antioxidante. Enquanto que o0s menores
valores de CEsg para as fragdes de EEGP2 foram obtidos da FA-EEGP2 (44,4 + 2,6
pug/mL) e FD-EEGP2 (44,8 = 0,3 pug/mL), ou seja, sdo aproximadamente 9 vezes
menos ativos que o Trolox (CEsp = 4,9 £ 0,1 ug/mL) e 12 vezes menos ativos que 0
BHA (CEsp = 3,6 £ 0,1 yg/mL).
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Grafico 3: Valores de CEs, das fracGes de geoprépolis de Vigia e Tracuateua e dos padrfes Trolox e
BHA. EEGP — Extrato etandlico de geoprépolis; 1 — Vigia; 2 — Tracuateua.



Os valores de CEsy, mais significativos dos extratos metandlicos de
geopropolis de duas espécies de abelha sem ferrdo foram: para Melipona
compressipes (15,0 = 7,1 yg/mL e 18,4 £ 0,3 pg/mL) e para a abelha Melipona
seminigra (162,0 = 0,4 yg/mL e 181,0 = 3,0 yg/mL) (MUNIZ et al., 2009). Todas as
amostras apresentadas sdo menos ativas que os extratos etandlicos de geoprépolis
de M. flavolineata das localidades de Vigia e Tracuateua, 0os quais apresentam
valores de CEsx inferiores aos destas amostras (7,8 £ 0,5 uyg/mL e 6,0 + 0,1 ug/mL,

respectivamente).



5.2.2.2 Capacidade antioxidante das fracdes de p6len de Vigia (1) e Sdo Joédo

de Pirabas (3).

As fracdes obtidas dos extratos de pdlen das regides de Vigia e Sdo Jodo

de Pirabas exibiram valores satisfatorios quando comparadas aos obtidos com os

extratos brutos (Grafico 4). As fragcbes mais ativas foram a acetato de etila de Vigia
(FA-EEPO1, CEsp =12 + 0,4 pg/mL) e as fragdes diclorometano (FD-EEPO3, CEs =
9,5 + 1,2 yg/mL) e acetato de etila (FA-EEPO3, CEso = 18 + 0,1 yg/mL), ambas de

Sao Jodo de Pirabas. Estas amostras foram, em média, 3 vezes menos ativas que 0

padrdo Trolox. Porém, as fragdes hidroalcodlicas apresentaram valores de CEsg
acima de 100 pg/mL. A fragdo diclorometano de Vigia (FD-EEPO1, CEsp= 53,7 £ 0,1

pMg/mL) apresentou uma atividade moderada com valor de CEsp 11 vezes menor que

a do padréo Trolox (CEsp = 4,9 = 0,1 pg/mL) e 15x menor que a do padrdo BHA

(CEso = 3,6 £ 0,1 ug/mL). Estes dados sdo mostrados no grafico 4.
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Grafico 4: Valores de CEsg das fracdes de pdlen de Vigia e S8o Jodo de Pirabas e dos padrdes
Trolox e BHA. EEPO — Extrato etandlico do pdlen ; 1 — Vigia; 3 — S0 Jodo de Pirabas

Estudos realizados com 12 amostras de polen de diferentes regiées da

Cracdvia, constataram que uma grande variabilidade de compostos fendlicos e na

maioria dos polens examinados a alta atividade estava relacionada com o nivel de

fenilpropandides nas amostras (LEJA et al., 2008).




5.2.2.3 Capacidade antioxidante das fracdes de cerume de Vigia (1) e S&do Joé&o
de Pirabas (3)

Para as fracbes de cerume das localidades de Vigia e Sdo Jodo de
Pirabas (Grafico 5), destacou-se que a fragdo metandlica de Vigia (FM-EER1, CEsp =
10,4 £ 0,6 yg/mL) e a diclorometanica de S&o Joao de Pirabas (FD-EER3, CEsy = 8,6
*+ 0,4 ug/mL), Estas apresentaram os melhores resultados de atividades antioxidante
com valores em média 2 vezes menos ativos que o padrao Trolox (CEsp = 4,9 £ 0,1
pMg/mL) e 3 vezes menos ativos que a do padrao BHA (CEsp = 3,6 = 0,1 pg/mL). Isto

indica que sdo importantes fontes de agentes antioxidantes.
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Grafico 5: Valores de CEsq das fracGes de resina de Vigia e Sao Jodo de Pirabas e dos padrdes
Trolox e BHA. EER — Extrato etandlico do cerume ; 1 — Vigia; 3 — Sao Jodo de Pirabas

Uma explicag@o para uma consideravel atividade antioxidante das fracdes
menos polares quando comparadas as fracdes hidroalcodlicas ou aquosas do
cerume, é de que a afinidade dos antioxidantes com o método DPPH néo ¢ afetada
pela polaridade do substrato (KOLEVA et al., 2002).

A literatura, ndo fornece dados que relatam atividade antioxidante de
extratos do cerume de abelhas indigenas sem ferrdo o que torna estes resultados
importantes para o estudo deste produto explorado pela abelha M. flavolineata que

possui consideraveis teores de fendlicos e atividade antioxidativa.



5.3 CORRELACOES ENTRE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E FENOLICOS TOTAIS

Analisando os extratos de geoprépolis, pélen e cerume, foram observadas

correlag@es positivas entre teor de fendlicos totais e atividade antioxidante.

As correlagbes podem ocorrer devido a similaridade nos mecanismos de
sequestro do radical DPPH e da determinag@o de compostos fendlicos totais, j&4 que
em ambos os casos hé transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para

um oxidante, por meio da doacéo de um hidrogénio (KATSUBE et al.,2004).

Os coeficientes de correlagdo obtidos para os 3 materiais (geopropolis,
pblen e cerume) por comparacdo de pares de valores, em relagdo aos teores de
fendlicos totais e capacidades antioxidantes, apresentaram-se todos positivos. O
maior valor obtido foi para os extratos de pélen (R? =0,99), seguido pelo coeficiente
do cerume (R? =0,86). O menor valor de correlacdo foi dos extratos de geoprépolis
(R? =0,67). Isto é indicativo de que em todas as amostras a atividade antioxidante
estq diretamente ligada a presenca decompostos fendlicos na composicdo dos
materiais produzidos por M. flavolineata. Os graficos 6, 7 e 8 (P4g. 68) com as

equagdes da reta e os respectivos coeficientes de correlagdo sdo mostrados.
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Grafico 6. Correlagfes estatisticas entre teor de fendlicos totais e valores de CEs, para os
extratos brutos de geopropolis de M. flavolineata.
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Grafico 7. Correlacgdes estatisticas entre teor de fendlicos totais e valores de CEs, para os
extratos brutos de pélen de M. flavolineata.
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Grafico 8. Correlacdes estatisticas entre teor de fendlicos totais e valores de CEs, para os
extratos brutos do cerume de M. flavolineata.



5.4 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DAS AMOSTRAS DE MEL

5.4.1 Composicao quimica dos volateis do mel

Foram identificados um total de 17 constituintes, sendo 10 presentes na
amostra de Vigia (1), 10 em Tracuateua (2), 10 para a de Sdo Joéo de Pirabas (3) e
13 componentes na amostra de Baido (4), que representaram 98,3%, 97%, 97,9% e

97,6% do conteudo total destes compostos nas amostras de mel, respectivamente.

Os componentes volateis presentes no mel foram identificados e
quantificados por comparagdo visual de seus espectros de massas (massa
molecular e padréo de fragmentagdo) com os registros obtidos da literatura (ADAMS,
2007).

Todas as amostras apresentaram substancias das classes dos
monoterpenos oxigenados, alcoois, aldeidos, cetonas e hidrocarbonetos alifaticos.

As estruturas dos principais constituintes sdo mostradas no quadro 6, p. 77.

Os constituintes predominantes nas amostras de cada localidade, em

percentual de area relativa, foram:

Vigia — Regido 1 (Capoeira alta/ Floresta secundéria)

Na amostra de mel coletada em Vigia, as classes de substancias com
maior ocorréncia foram alcoodis e aldeidos, e monoterpenos oxigenados. Dentre o0s
principais estdo o 3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol (58,4%), fenilacetaldeido (22,5%),
feniletanol (5,2%). Em percentuais menores estdo o 6xido de nerol (2,7%), o 6xido
de cis-linalol (furandide) (2,6%), o éxido de trans-linalol (piranoide) (2,3%) e o Oxido
de trans-linalol (furandide) (1,6%), &lcool perilico (0,42%) e o hidrocarboneto
tricosano (0,22%).



Tracuateua — Regido 2 (Manguezal)

A amostra de mel de Tracuateua se caracterizou pela predominancia,
como ocorreu ha amostra de Vigia, das mesmas classes de substancias, porém, em
percentuais de area relativa diferentes. Ficaram assim descritos: 3,7-dimetil-1,5,7-
octatrien-3-ol (71,8%), fenilacetaldeido (9,6%) e Oxido de nerol (3,5%). Em
quantidades menores estdo o o6xido de cis-linalol (furandide) (3,4%), 6xido de trans-
linalol (furandide) (2,6%), o 6xido de cis-linalol (pirandide) (1,2%) e o hidrocarboneto

tricosano (0,4%).

S&0 Joao de Pirabas — Regido 3 (Manguezal)

O alcool 3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol (64,2%) também foi o0 componente
majoritario na amostra de mel de Sdo Joao de Pirabas, seguido pelo monoterpenos
oxido de cis-linalol (furandide) (10,2%) e pirandide (4,7%), feilacetaldeido (5,7%) e
oxido de trans-linalol (furandide) (5,6%). Em menores propor¢des encontram-se o
oxido de nerol (2,8%), o hidrocarboneto alifatico E,E-2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraeno
(2,5%), feniletanol (1,4) e tricosano (0,75%).

Baido — Regido 4 (Capoeira/Floresta secundéria)

Assim como nas amostras anteriores, o mel de Baido também continha
predominantemente o composto 3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol (44,7%), seguido por
fenilacetaleido (19,8%), pelos oOxidos de cis-linalol (pirandide) (6,5%) e furandide
(6,1%). Em propor¢Bes menores estdo o feniletanol (2,4%), tricosano (2,3%), Oxido
de nerol (2,1%), E,E-2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraeno (1,8%), alcool benzilico (0,8%),
pentacosano (0,4%), delta-decalactona (0,3%), heneicosano (0,2) e a-terpineol
(0,1%).

Os resultados da andlise dos volateis das amostras de mel das 4
localidades do Estado Para (Vigia, Tracuateua, S&o Jodo de Pirabas e Baido) com o

percentual de area relativa de cada constituinte estao descritos na tabela 7, pag. 71.



Tabela 7: Componentes volateis das amostras de mel coletados nos 4 municipios do Para

Amostras de mel

Componente TR (min)

1 2 3 4

1 Nao identificado 59-8,5 1,1 0,8 - -
2 Alcool benzilico 8,8 - - - 0,76
3 Fenilacetaldeido 9,1-9,2 22,5 9,6 57 19,8
4 Oxido de cis-linalol (furanéide) 10,1-10,2 2,6 3,4 10,2 6,1
5 Oxido de trans-linalol (furandéide) 10,7-10,8 1,6 2,6 5,6 10,1

6 Linalol 11,2 - 0,8 - -
7 3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol 11,3-11,4 58,4 71,8 64,2 447
8 Feniletanol 11,6-11,7 5,2 1,2 1,4 2,4
9 E,E-2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraeno 12,4—-12,5 2,6 2,5 2,5 1,8
10 Oxido de nerol 13,3—-13,4 2,6 3,5 2,8 2,1

11 a-terpineol 14,1 - - 0,1 -
12 Oxido de cis-linalol (piranside) 14,0 - 14,1 - 1,2 4,8 6,5

13 Oxido de trans-linalol (pirandide) 14,3 2,3 - - -

14 Nao identificado 15,2—-19,1 0,3 1,6 - -

15 Alcool perilico 19,1 0,4 - - -
16 Delta decalactona 27,5 - - - 0,3
17 Heneicosano 48,9 - - - 0,2

18 Nao identificado 50,8 - 0,2 - -
19 Tricosano 54,7 0,2 0,4 0,7 2,3
20 Nao identificado 58,8 - 58,9 - 0,2 1,7 1,6
21 Pentacosano 59,1 - - - 0,4
22 Nao identificado 59,3 - - - 0,4
TOTAL (26) identificado 98,3 97 97,9 97,6

1 - Vigia; 2 - Tracuateua; 3 - Sao Jodo de Pirabas; 4 - Baido.
TR — Tempo de retencao (min.)



5.4.2 Andlise Hierarquica de Agrupamento (HCA) dos constituintes voléateis das

amostras de mel das 4 localidades.

A andlise estatistica de HCA resultou no seguinte dendograma:

96,80 +

97,87

Similaridade

98,93 +

100,00 T T

Amostras

Dendograma 1: Percentual de similaridade entre pares de amostras de mel de M. flavolineata.
1 - Vigia; 2 - Tracuateua; 3 - Sdo Jodo de Pirabas; 4 - Baido.

O dendograma dividiu-se em dois grupos. A maior similaridade
encontrada (99,45%) foi entre as amostras 2 e 3, que apresentam as maiores
concentracgdes de 3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol (71,8%; 64,2%). As amostras 1 e 4
formaram outro grupo com 98,40% de similaridade. Além da alta concentragédo de
3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol (58,4%; 44,7%) estas amostras possuem quantidades
semelhantes de fenilacetaldéido (22,5%; 19,8%). A elevada similaridade (96,8%)
entre todas as amostras (1, 2, 3 e 4) mostrou que a composi¢do quimica do aroma

dos méis das quatro localidades nédo diferem significativamente.

O componente determinante para a formacdo de dois grupos foi o

segundo mais abundante (Fenilacetaldeido).

Portanto, as amostras de mel de M. flavolineata coletas nos municipios do
Pard, possuem similaridade significativa em termos de componentes majoritarios

(Quadro 6, pag. 73). Por outro lado, componentes minoritarios como o 6xido de



trans-linalol (pirandéide) (2,3%) e o alcool perilico (0,4%) foram identificados somente
na amostra de mel de Vigia. A presencga do linalol (0,8%) foi detectada unicamente
na amostra da regido de Tracuateua. Os hidrocarbonetos alifaticos heneicosano,
pentacosano e a cetona delta-decalactona sé foram identificados na amostra de mel
de Baido. Um percentual minimo de a-terpineol (0,1%) foi observado na amostra de
mel de S&o Jodo de Pirabas. Finalmente, o hidrocarboneto insaturado E,E-2,6-
dimetil-1,3,5,7-octatetraeno foi identificado em 3 das 4 amostras analisadas

(Tracuateua, S&o Jodo de Pirabas e Bai&o).

CHa CHa
ey
(0]
OH

3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol Fenilacetaldeido Feniletanol

OH

(0]
IIIIIII/H
HO
Oxido de dis - linalol
OH (pirandide)
Oxido de cis - linalol Oxido de trans - linalol
(furanoide) (furanoide)

Quadro 6: Estruturas dos componentes majoritarios do mel das 4 localidades do estado do Para.

A similaridade entre os dois grupos de amostras formados pode ser
atribuida as localidades de coleta dos materiais. Pois nos municipios de Vigia (1) e
Baido (4) sdo caracterizados pela predominancia de uma vegetagcdo semelhante
(capoeira alta e mata secundéria), explicando a alta similaridade entre eles
(99,45%). O mesmo ocorreu para as outras duas localidades (Tracuateua — 2 e S&o
Jodo de Pirabas — 3), cuja vegetagdo predominante nos arredores € manguezal,
com percentual de similaridade de 98,40%. Portanto, a vegetagao circundante dos
ninhos das abelhas influencia diretamente na composicdo dos componentes

principais do mel produzido pelas abelhas, no caso, da espécie M. flavolineata.



Foram analisados méis provenientes da RuUssia e identificaram
componentes com as mesmas classes daqueles encontrados nas amostras de mel
de M. flavolineata: terpendides e ésteres, como por exemplo a-terpineno, citronelol,
nerol, linalol, mentol, formato de citronelina e acetato de linalina, os quais
provavelmente originaram-se diretamente da fonte floral (TSCHOSGOWADSE,
KOBLIANIDSE & DEMBIZKII,1973).

Os pesquisadores Ferber & Nursten (1977) usaram CG acoplada a
espectrometria de massas (EM) para estudar os compostos volateis obtidos por
destilagdo a véacuo. Cerca de 50 compostos foram identificados, principalmente,
hidrocarbonetos e compostos aromaticos, tais como o fenilmetanol (alcool benzilico)

e o alcool 2-feniletilico.

Em um estudo com amostras de mel de duas espécies de abelhas sem
ferrdo (Partamona cupira e Melipona marginata) da regido do Piaui, observou que
estas apresentaram similaridade com a abelha M. flavolineata em termos de classes
de componentes principais: a -pineno, feniletanal, feniletanol, (cis) 6xido de linalol,
(trans) oOxido de linalol, fenilpropanona e hexadecanoato de metila, foram comuns a
todos os meis na técnica de extracdo por micro-hidrodestilagdo (SILVA, I. S. et al.,
2006).

E necessario um aprofundamento do estudo a respeito das floras

visitadas pelas abelhas em cada localidade de coleta das amostras de mel.



6 CONCLUSAO

Geopropolis, pélen e cerume se apresentaram como importantes fontes
de compostos fendlicos e elevada capacidade antioxidativa. Os resultados foram
supreendentes e promissores, principalmente quando comparados aos padrbes

fenolicos Trolox e BHA.

Observou-se correlagbes positivas entre os teores de fendlicos totais e
atividade antioxidante para os trés tipos extratos. Isto indica que a alta atividade
antioxidante de algumas amostras de geopropolis, pdélen e cerume pode estar

diretamente relacionada com a presenca de compostos fendlicos nesses materiais.

Foi possivel a identificagdo de 17 constituintes volateis nas amostras de
mel de M. flavolineata dos 4 municipios. Pela analise hierarquica de agrupamento,
foi comprovado um alto grau de similaridade entre os pares e entre as 4 amostras
de mel. As similaridades estabelecidas, em termos de componentes principais, entre
as amostras de mel de Vigia e Bai@o e entre os méis de Tracuateua e S&o Jodo de
Pirabas podem ser explicadas pela semelhangca de vegetagdo circundante dos
ninhos. No primeiro grupo (Vigia e Baiéo), predomina a capoeira e mata secundaria.
No segundo grupo (Tracuateua e S&o Jodo de Pirabas), as localidades estdo

proximas a regido de mangue.

Os resultados obtidos séo de suma importancia no sentido de se ampliar
informagbes mais precisas a respeito da fonte e de quais sdo dos produtos
coletados e transformados pelas abelhas indigenas amazénicas, bem como a

identificacdo de suas possiveis atividades biologicas.
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