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RESUMO

O mel das abelhas meliferas e meliponineos € consumido para fins alimentares e
medicinais. Os méis das abelhas nativas sem ferrdo mandagaia (Melipona mandacaia) e abelha
branca (Frieseomelitta doederleini) e da abelha de mel (Apis melifera) coletadas na Caatinga,
foram submetidas as analises melissopalinoldgicas, fisico-quimica, perfil quimico por UPLC-
DAD-QTOF-MS/MS, teor de fendlicos e flavonoides e potencial antioxidante. As andlises
melissopalinoldgicas mostraram que o pdlen predominante para a maioria das amostras foi da
espécie Mimosa tenuiflora (jurema preta). As analises fisico-quimicas (pH, acidez livre,
hidroximetilfurfural, teor de cinzas, acgucares redutores e atividade de agua) atenderam aos
critérios de qualidade estabelecidos pela legislacdo vigente. As amostras das trés espécies de
abelhas apresentaram atividade sequestradora de radical livre. Os principais compostos
identificados por UPLC-DAD-QTOF-MS/MS foram flavonoides tipo flavonois/flavonas e
flavanonol/flavanonas. O estudo da resina de uma das espécies vegetais visitadas pelas abelhas
(Myracrodruon urundeuva) foi submetida ao estudo quimico (UPLC-DAD-QTOF-MS/MS,
RMN e IV) e antimicrobiano. Através da cromatografia de média pressdo foram isolados a
mistura de trés (B-butirospermol, B-cicloartenol e B-24-metilencicloartanol) e dois (o-
obtusifoliol e a-cicloeucalenol) terpenos, além do composto 1-monopalmitina. A resina
mostrou atividade moduladora frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853) e
Staphylococcus aureus ATCC (25923).

Palavras-chave: Myracrodruon urundeuva. Resina. Mel de abelhas. Frieseomelitta

doederleini. Melipona mandacaia. Flavonoides.



ABSTRACT

Honey bees and honey bees are consumed for food and medicinal purposes. The honeys
of the native stingless bees (Melipona mandacaia) and white bees (Frieseomelitta doederleini),
and the honey bee (Apis mellifera) collected in Caatinga, were subjected to
melissopalinological, physicochemical, chemical profile by UPLC-DAD. -QTOF-MS / MS,
phenolic and flavonoid content and antioxidant potential. Melissopalinological analyzes
showed that the predominant pollen for most samples was from the species Mimosa tenuiflora
(jurema preta). The physicochemical analyzes (pH, free acidity, hydroxymethylfurfural, ash
content, reducing sugars and water activity) met the quality criteria established by current
legislation. The samples of the three bee species showed free radical scavenging activity. The
main compounds identified by UPLC-DAD-QTOF-MS / MS were flavonoids / flavones and
flavanonol / flavanones. The resin study of one of the plant species visited by bees
(Myracrodruon urundeuva) was submitted to chemical (UPLC-DAD-QTOF-MS / MS, NMR
and IR) and antimicrobial study. By means of medium pressure chromatography, the mixture
of three (B-butyrospermol, B-cycloartenol and -24-methylcycloartanol) and two (a-obtusifoliol
and a-cycloucalenol) terpenes, in addition to the compound 1-monopalmitin, were isolated. The
resin showed modulating activity against Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853) and
Staphylococcus aureus ATCC (25923).

Keywords: Myracrodruon urundeuva. Resin. Bee honey. Frieseomelitta doederleini.

Melipona mandacaia. Flavonoids.
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1 INTRODUCAO GERAL

A busca por produtos naturais com propriedades medicinais tem sido cada vez mais
intensificada, uma vez que as plantas produzem uma vasta gama de substancias (HARVEY,
2007). Essas substancias representam uma alternativa para tratamento de varias doencas e o
conhecimento obtido a partir de estudos etnofarmacol6gicos tem sido empregado para tratar
doengas na medicina tradicional e popular. Dentre os produtos naturais bioativos, existe 0s
produzidos pelas abelhas, cujos efeitos benéficos a salde humana tém sido considerados por
um namero cada vez maior de profissionais (BASA et al., 2016).

As abelhas apresentam uma grande importancia, pois atuam diretamente na manutengéo
do ecossistema global, na preservacdo da vida vegetal, manutencao da variabilidade genética e,
principalmente no processo de polinizagcdo de plantas. Entre os grupos existentes de abelhas
tem as com ferrdo: Apis mellifera e as sem ferrdo ou nativas, ambas sdo conhecidas pela
producdo de mel, pélen, propolis, geopropolis (AVILA et al., 2018, 2019; GHISALBERTI,
2015; MAIA-SILVA et al., 2012b; MATOS; ALENCAR; SANTOS, 2014).

E comum encontrar variacdes na composicdo quimica e fisico-quimicas dos produtos
apicolas e meliponicolas, devido a vérios fatores que interferem na qualidade como condicGes
climéticas, espécie de abelhas, processamento, armazenamento e a espécie vegetal que foi
coletada (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2018; ATTANZIO et al., 2016; BOUSSAID et al.,
2018). Os fatores que influenciam na preferéncia das abelhas por determinada fonte de
alimento, ainda ndo sdo bem conhecidos, porém se sabe que elas apresentam seletividade na
escolha (BARROS; LUZ; ALBUQUERQUE, 2013). Dentre os produtos o mel é um dos
principais com composic¢ao natural elaborada pelas abelhas a partir do néctar das flores ou de
exsudacdes sacarinicas de outras partes vivas das plantas que sao coletadas e transformadas por
meio da evaporagdo da agua e da adi¢do de enzimas (ALMEIDA FILHO et al., 2011). O papel
benéfico ¢ atribuido a composicdo rica em substancias como aminoécidos, proteinas, enzimas,
carotenoides, acidos organicos e polifenois, especialmente flavonoides e &cidos fenolicos
(AVILA etal., 2019; CHUTTONG et al., 2016). Os compostos fendlicos sdo destacados porque
sdo amplamente investigados como as substancias responsaveis pelos efeitos benéficos e sdo
capazes de inibir ou reduzir a formac&o de radicais livres (LIU et al., 2019). Além disso, as
abelhas recolhem resinas e/ou Oleos de diferentes partes das plantas para fazer propolis e
geopropolis, para protecdo da coldnia. As resinas sdo materiais amorfos solidos ou
semissolidos, geralmente compreendendo uma mistura complexa de compostos organicos de

compostos fendlicos e terpenos. Sdo insollveis em &gua, mas sollveis em certos solventes
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organicos (LAMBERT et al., 2010; LANGENHEIM, 2004). Eles podem ocorrer em qualquer
6rgdo ou tecido da espécie vegetal (RIKKINEN et al., 2016). As familias dos vegetais que sdo
importantes produtoras de resinas sdo Burseraceae, Dipterocarpaceae, Fabaceae, Styracaceae e
Anacardiaceae (LAMBERT et al., 2010).

Os 6leos ndo volateis utilizados pelas abelhas servem para a construgdo de ninhos, pois
fornecem impermeabilidade a dgua e protecdao antimicrobiana (ROSA, 2009). A proépolis que
também é produzidos pela as abelhas, possui mais de 300 compostos identificados, dentre os
quais se destacam: a resina, que esta presente cerca de 50-60% da composicao total, cera (30-
40%), Oleos essenciais (5-10%), grdos de polen (5%), microelementos (aluminio, célcio,
estroncio, ferro, cobre, manganés) e vitaminas (B1, B2, B6, C e E) (GHISALBERT]I, 2015;
MATOS; ALENCAR; SANTOS, 2014; SILVA et al., 2012). Dentre os metabdlitos secundarios
presentes, sdo encontrados os flavonoides, acidos aromaticos, ésteres, aldeidos e cetonas,
terpenoides, fenilpropanoides, esteroides, aminoacidos, polissacarideos, hidrocarbonetos,
acidos graxos e outras substancias em quantidades vestigiais.

Considerando que as abelhas elaboram varios produtos como mel, polen, préopolis e
geopropolis que possuem atividade antimicrobiana, este trabalho teve como objetivo realizar
caracterizacdo fisico-quimica, origem boténica dos méis apicolas e meliponicolas sendo essas
analises fundamentais para definir o seu potencial como alimento funcional e nutricional como
também analisar a composicdo quimica da resina de Myracrodruon urundeuva

(Anacardiaceae), espécie visitada pelas abelhas.
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2  ANALISES MELISSOPALINOLOGICAS, FISICO-QUIMICAS, ATIVIDADE
ANTIRRADICALAR E PERFIL QUIMICO POR UPLC-DAD-QTOF-MS/MS DOS
MEIS DE FRIESEOMELITTA DOEDERLEINI (ABELHA BRANCA):
COMPARACAO COM OS FENOLICOS PRESENTES NAS FLORES DE MIMOSA
TENUIFLORA (JUREMA PRETA)

2.1 INTRODUCAO

Os meliponineos também conhecidos como ‘abelhas indigenas sem ferrao’ (familia
Apidae, subtribo Meliponini), comp&em-se de centenas espécies em todas as regides tropicais
do mundo, bem como nas regibes subtropicais do hemisfério sul. Sdo abelhas de tamanho
pequeno a médias, em geral robustas. Todas as espécies sdo eussociais e 0s ninhos sdo, em
geral, construidos em cavidades pré-existentes (ocos de arvores, ninhos abandonados de cupins
e formigas etc.), mas algumas espécies constroem ninhos expostos. Eles possuem o ferrdo
atrofiado, e sdo incapazes de ferroar, sendo conhecidas também como abelhas nativas
(SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002).

No Brasil, existem mais de 300 espécies de abelhas nativas encontradas principalmente
nas regides Norte e Nordeste. Na Caatinga brasileira sdo conhecidas 187 espécies, sendo que a
maioria é considerada como rara (LEAL; TABARELLI; DA SILVA, 2003). As abelhas sociais
nativas sem ferrdo como jandaira, jatai, amarela, moca-branca, irapua, cupira, mandacaia,
remela, canudo, limdo, monduri e com ferrdo Apis mellifera, também conhecida como abelha
de mel, abelha europeia e abelha africanizada, sdo as mais abundantes. Outras espécies de
abelhas de habitos solitarios como também sdo abundantes e de grande importancia ecolégica
(MAIA-SILVA et al., 2012).

O género Frieseomelitta (Meliponini) é exclusivamente neotropical com ampla
distribuicdo geogréfica, ocorrendo desde o Sudeste do México até a regido Sudeste do Brasil.
Elas podem ser encontradas em florestas, Cerrado, Caatinga e regides montanhosas atingindo
até 1600 m de altitude no México (OLIVEIRA, 2003).

A Frieseomelitta doederleini, conhecida como abelha branca, asa branca e mané-de-
abreu é endémica do bioma Caatinga na regido Nordeste do Brasil, podendo ser encontrada nos
estados da Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui e Rio Grande do Norte. A F.
doederleini é uma abelha de pequeno porte (Figura 1), com o ninho em forma de cacho de uva
e produz em torno de 2 litros de mel por col6nia/ano a partir de espécies vegetais nativas da

regido. Com poucos dados na literatura, as informacGes sobre a espécie no bioma Caatinga séo
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repassadas pelas observacdes da populacdo local. O mel é muito valorizado pela populacéo,
principalmente no estado da Bahia.

Figura 1- Abelha sem ferrdo Frieseomelitta doederleini

Fonte: FERNANDES, 2018.

Os méis das abelhas nativas sem ferrdo presentes no territorio brasileiro sdo produtos
Unicos e peculiares da biodiversidade do Pais, muito valorizados pela cultura popular.
Apresentam caracteristicas proprias como maior teor de umidade, geralmente sdo mais acidos
e menos Vviscosos que o mel proveniente da espéecie exotica Apis mellifera. Estas diferencas
levam a necessidade de uma norma especifica para o estabelecimento de parametros fisico-
quimicos que sejam referéncia tanto para controle de qualidade como para sua comercializacao
(CAMARGO; OLIVEIRA; BERTO, 2017). Devido ao endemismo de determinadas espécies
de abelhas nativas em regiGes diferentes do Pais, alguns estados tém publicado resolu¢Ges com
as normas técnicas para o mel de abelhas nativas especificas como, por exemplo, a norma
técnica para o padrdo de qualidade do mel de abelhas nativas do estado de Séo Paulo (BRASIL,
2017). Por esta razdo, existe a necessidade da realizacdo dos testes fisico-quimicos para méis
de outras espécies de abelhas nativas, especialmente a abelha branca (Figura 1). A
regulamentacéo técnica para beneficiamento e controle de qualidade da produgdo do mel das
abelhas nativas do Nordeste do Brasil, pode promover uma cascata de beneficios como geragéo

de emprego e renda, fixacdo do homem no campo, incremento nas economias locais e regionais,
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valorizacdo da biodiversidade, conservacdo dos ecossistemas, incremento e promog¢éo de uma

agricultura mais sustentavel.

Existe também uma necessidade de conhecimento da vegetacdo visitada pelas as
abelhas, visto que, elas se alimentam quase que exclusivamente de p6len e néctar coletado das
plantas, a exemplo da jurema (Mimosa tenuiflora), conhecida popularmente por jurema-preta,
é uma arvore conhecida na Caatinga pela presenca de espinhos em seus ramos e floresce durante
um longo periodo do ano, porém predominantemente durante a estacdo seca. Suas
inflorescéncias séo reunidas em espigas, formadas por flores brancas, pequenas e suavemente
perfumadas que fornecem recursos florais, pélen e néctar, para muitas espécies de abelhas
nativas (incluindo a abelha branca), vespas, moscas e outros insetos, sendo muito importante
para a manutencdo da biodiversidade e funcionamento do ecossistema. Além disso, devido ao
seu crescimento rapido e a sua capacidade de rebrota essa espécie € muito importante para a
restauracdo de areas degradadas (MAIA-SILVA et al., 2012).

Este trabalho esta inserido no projeto MeliApis: Projeto de insercéo e capacitacdo da
mulher em atividade da agricultura familiar nos municipios do Territério do Sertdo do Séo
Francisco-BA, sendo uma continuagéo de trabalhos anteriores (ALVES DE SOUZA et al.,
2013; CALDAS et al., 2019; DA SILVA et al., 20143, 2013; DE SOUZA et al., 2018; SILVA
etal., 2013, 2014b; SOUZA et al., 2014).

O Territorio Sertdo do Sdo Francisco-BA (TSSF) esta localizado na regido Nordeste,
com uma érea total de 61.750,70 km?, sendo composto por dez municipios: Uaua, Campo
Alegre de Lourdes, Canudos, Casa Nova, Curagé, Juazeiro, PilioArcado, Remanso, Sento Sé e
Sobradinho PildoArcado, Remanso, Sento Sé e Sobradinho, com uma média de 31.768
agricultores familiares, 2.371 familias assentadas, comunidades quilombolas e uma terra
indigena, ja reconhecida pelo estado. O acompanhamento e assessoramento de todas as
atividades desenvolvidas no Colegiado de Desenvolvimento Territorial do Sertdo do S&o
Francisco-BA (Codeter-TSSF), através do Nucleo de Extensdo em Desenvolvimento do
Territorio Sertdo do Sdo Francisco-BA (Nedet), e a outra foi o desenvolvimento de trabalho de
campo com um grupo de seis mulheres nos Municipios de Sobradinho, Casa Nova, Remanso,
Pildao Arcado e Sento Sé na Bahia, durante toda a vigéncia do projeto, totalizando 30 mulheres.
Todo o processo foi apoiado pelo Ministério de Desenvolvimento Agrario e pela Organizagédo
das Nagdes Unidas Para a Agricultura e Alimentacdo (FAO), através de um acordo de

cooperacéo.
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O projeto foi implantado como a finalidade de aumentar a renda, principalmente das
mulheres, visto que, ainda € uma classe pouco privilegiada, contribuindo também na seguranca
alimentar e diversificacdo da producdo, para a manutencdo e geracdo de novos postos de
trabalho, em condi¢Ges compativeis como equilibrio ambiental e com os valores socioculturais
dos grupos envolvidos. Além da melhoria de renda das familias através da coleta e venda dos
produtos como mel e pélen das abelhas, o projeto também beneficiou de forma indireta a
preservacdo das plantas da Caatinga e as espécies de abelhas, principalmente as abelhas sem
ferrdo, visto que sdo endémicas da regido, e devido a captura extrativista e aos desmatamentos
elas estdo ameagadas de extingéo.

Através da implantacdo do projeto, algumas mulheres conseguiram fundar associaces,
a exemplo da Associacdo das Meliponicultoras e Apicultoras de Melosa (Arnafu) no municipio
de Remanso-BA, pois elas pretendem expandir cada vez mais as duas atividades, e apos a
implantagdo da Arnafu, ja conseguiram multiplicar o numero de caixas das melliferas, as
abelhas sem ferrdo, como também a compra de material para envasamento do mel.

Foram analisadas as amostras dos méis de abelha branca através das analises fisico-
guimicas, quimicas por Cromatografia a Liquido de Ultra eficiéncia acoplada com detectores
de Arranjo de Diodo e Espectrometro de Massas tipo triplo quadrupolo e Tempo de Voo
(UPLC-DAD-qTOF- MS/MS), teor de minerais e atividade antirradicalar, bem como o perfil

quimico das flores de Mimosa tenuiflora.

2.2 OBIJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

Analisar a composic¢éo polinica, quimica e as caracteristicas fisico-quimicas do mel e o perfil
dos fendlicos totais e potencial antioxidante das amostras de mel Frieseomelitta doederleini

(abelha Branca) e o perfil quimico das flores de Mimosa teuniflora.

2.2.2 Objetivos especificos

= Determinar a origem botanica das amostras de mel Frieseomelitta doederleini

(abelha Branca);
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= Determinar os pardmetros fisico-quimicos das amostras: umidade; cinzas
(9.100g™), pH, acidez livre (mequiv.Kg?); condutividade elétrica (uS.cm™),
hidroximetilfurfural (HMF) (mg.Kg?), atividade de &gua e agclcares
redutores(g.100g™Y);

= Avaliar a composi¢do dos fendlicos nos méis e nas flores de Mimosa teuniflora
por UPLC-DAD-QTOF-MS/MS;

2.3 PARTE EXPERIMENTAL

2.3.1 Analises fisico-quimicas

Para os testes fisico-quimicos utilizou-se balanca analitica (AW220, Shimadzu, Kyoto,
Japan), Refratometro (RHB-90ATC, MegaBrix, Parana), Estufa (TE393/2-MP Tecnal, Sdo
Paulo, Brasil), Microondas (Mars Xpress, CEM, Matthews, NC, EUA), pHmetro e
Condutivimetro (AZ 86505, Az, China), Espectrofotdmetro UV-Visivel (Lambda 45, Perkim
Elmer, Sdo Paulo, Brasil), mufla (1615, Fornitec) e equipamento medidor da atividade de &gua
(AquaLab 4TE, Decagon Devices, WA, USA). Os solventes e reagentes utilizados para estas
analises foram: hidréxido de sodio (Dinamica, Sdo Paulo, Brasil), ferrocianeto de potéassio, azul
de metileno, bisssulfito de sodio (Dindmica, Sdo Paulo, Brasil), solugdo tampédo pH 4, 7 e 9
(Haloquimica LTDA, Séo Paulo, Brasil), solu¢cdo de Fehling A e Fehling B (Teclab, Sdo Paulo,
Brasil), solucdo de Carrez | e Il (Dindmica, S&o Paulo, Brasil) e acido nitrico (Merck,
Dramstadt, Alemanha). As amostras dos méis foram submetidas as andlises: umidade, cinzas
(9.100 g), pH, acidez livre (MEq Kg), condutividade elétrica (uS.cm™), hidroximetilfurfural
(HMF, mg.Kg™?), atividade de agua e agticares redutores (g.100 g). Os testes foram realizados
em triplicata de acordo com os métodos adotado pelo Instituto Adolfo Lut (ODAIR ZENEBON.
NEUS SADOCCO PASCUET. PAULO TIGLEA, 2008).
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2.3.2 Coleta das amostras e analises melissopalinoldgicas

Cinco amostras de mel de abelha branca (1-5) foram coletadas no municipio de
Remanso-Bahia, Nordeste do Brasil em dezembro de 2015.Cadastro n® A43E41B no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético. As amostras foram armazenadas sob refrigeracdo
a temperatura de 5 °C até o inicio dos estudos. As analises melissopalinoldgicas foram
realizadas de acordo com Erdtman (ERDTMAN, 1960). Os tipos polinicos foram identificados
por comparac¢do com laminas depositadas na palinoteca do Laboratorio de Micromorfologia
Vegetal, Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Feira de Santana e
com o auxilio dos catalogos polinicos disponiveis. Os tipos polinicos foram classificados como
polen dominante (>45 %), polen acessorio (<45 % > 15 %), pdlen isolado importante (< 15 %
>3 %) e polen isolado ocasional (< 3 %). As flores de Mimosa tenuiflora (jurema preta) foram
coletadas no sitio Riacho, municipio de Vieirdpolis, estado da Paraiba. Uma exsicata esta
depositada no Herbéario da Universidade Federal Rural de Pernambuco, nimero 53530.

2.3.3 Determinacéo do teor de minerais

As amostras dos méis foram digeridas em digestor de amostras por microondas com
controle de temperatura. A 500 mg da amostra foram adicionados 5 mL de acido nitrico
concentrado, utilizando-se o seguinte método para a digestdo: 800 W min por 5 minutos com
temperatura limitada a 120 °C, 5 minutos a 800 W com temperatura limitada a 160°C e
resfriamento por 20 minutos. A solugdo foi diluida com 15 mL de 4gua deionizada antes da
andlise por absor¢do atémica utilizando lampadas de catodo oco individuais e padrdes a 100pg
mL* ppm dos minerais certificados (Qhemis-Hexis, Sdo Paulo, Brasil). A andlise elementar
(Cu, Fe, K, Mn, Zn, Cr, Na, Mg, Cd, Pb e Ca) foi realizada em espectrofotbmetro Varian AA
240 (Victoria, Australia) por espectrometria de absorgdo atdbmica com chama (F ASS). Curvas
de calibragcdo com cinco concentracdes para os metais foram construidas e todas as analises
realizadas em triplicata. Todos 0s ajustes instrumentais foram seguidos de acordo com o manual
do fabricante. Os valores obtidos para o contetdo de metais nas amostras foram calculados

como mg Kg* de mel.
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2.3.4 Extracdo dos compostos organicos do mel em fase sélida (SPE) e das flores de

Mimosa tenuiflora

Uma aliquota de 10 g do mel foi solubilizada sob agitagdo em 2 mL de agua acidificada
(pH 2 com HCI). Os compostos foram extraidos usando-se cartucho de extracdo em fase solida
SPE, (SILVA et al., 2014a), que foram previamente ativados utilizando-se 6 mL de metanol e
6 mL de &gua ultra pura. Apos este procedimento, as amostras dos meis foram submetidas a
extracdo com 10 mL de dgua ultra pura para remocao dos agucares e outros constituintes polares
do mel. A fracdo dos compostos retidas no cartucho foi eluida com 10 mL de metanol e em
seguida, o solvente foi evaporado obtendo-se as fragcbes com pesos que variaram de 10,97-12,92
mg.

As flores frescas de Mimosa tenuiflora (89,0 g) foram extraidas com etanol e a solucao
foi concentrada em rotaevaporador. Parte do extrato etanolico (3,1 g) foi submetido a particdo
com metanol: agua (1:1), hexano e acetato de etila. A fragdo acetato de etila (1,0 g) obtida apos
evaporacdo do solvente foi submetida a analise por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS para

comparacao do perfil quimico com as amostras dos méis.

2.3.5 Determinacéo do teor de fenolicos, flavonoides e atividade antiradicalar

O teor de fendlicos totais foi determinado com o reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma-
Aldrich, Sternheim, Alemanha) com modificacdes (DE SOUZA et al., 2018), utilizando o acido
galico como composto fenolico padrdo. Uma aliquota de 100 pL das solu¢bes de mel diluido
em &gua (100 mg mL™?) foram transferidos para um Eppendorff, adicionado 10 pL do reagente
de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Sternheim, Alemanha) e 360 pL de &gua destilada,
agitando-se por 1 min. Em seguida, 30 pL de Na2COs (15%) (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil)
foram acrescentados a mistura e agitados por 30 segundos, resultando na concentracéo final de
20 mg mLt. Apds duas horas, a absorbancia de cada amostra foi medida em espectrofotémetro
de Elisa UV-Vis em 760 nm ( Asys HiTech UVM 340, Biochrom, EUA), empregando-se
placas de 96 pogos. As analises foram realizadas em triplicata e o teor de fendlicos totais foi
determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibracédo
construida com solucGes do padrdo do &cido galico, o resultado foi expresso em miligrama
equivalente de acido galico por grama de mel (mg EAG.g™?)

O teor de flavonoides totais foi determinado usando o método de Vermerris & Nicholson
(WILFRED; NICHOLSON, 2006), 250 L das solugdes de mel diluido em agua (100 mg mL"
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1y foi transferido para um Eppendorff, adicionando-se, em seguida, 100 uL de cloreto de
aluminio (AICls 5 %) e completando-se o volume para 500 pL com &gua destilada. Ap6s 30
minutos, a absorbancia de cada amostra foi medida em espectrofotémetro de Elisa UV-Vis (
Asys HiTech UVM 340, Biochrom, EUA), em 425 nm, empregando-se placas de 96 pocos. As
anélises foram realizadas em triplicata e o teor de flavonoides totais foi determinado por
interpolacdo da absorbéancia das amostras contra uma curva de calibragcdo construida com
solugdes do padrdo de quercetina e expressos em miligrama equivalente de quercetina por
grama de mel (mg EQ.g™b).

A atividade antirradicalar foi determinada utilizando os radicais DPPH e ABTS (Sigma-
Aldrich, Sternheim, Alemanha). O teste com o DPPH foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por (SILVA et al., 2006) com pequenas modificacbes. As amostras dos
méis (1,0 mg mL™) foram preparadas pela adi¢io de quantidades apropriadas a 450,0 pL da
solugio de DPPH (23,6 pg mL™* em EtOH) (Dinamica, Quimica Contemporanea, Brasil)e 0
volume foi completado para 500,0 uL. com EtOH, obtento-se concentracdes finais que variaram
de 1,0 a 400,0 ug mL. Apds 30 minutos de agitacdo em aparelho de ultrassom ao abrigo da
luz, as amostras foram submetidas as analises em espectrofotémetro Elisa UV-Vis a 517 nm. A
percentagem da atividade sequestradora foi calculada pela equagao: % AS= 100 x Ahx/hc, he
= absorbancia controle, hx = absorbancia teste, Ahx = hc - hx. O acido ascérbico (Sigma-
Aldrich, Sternheim, Alemanha) (concentra¢des variando entre 0,5 a 4,0 pg mL™) foi utilizado
como controle positivo.

O ensaio da atividade sequestradora do céation radical ABTS foi realizado seguindo a
metodologia de (DA SILVA et al., 2014b), com pequenas modificagbes. O cation radical
ABTS"" foi preparado pela reacdo com 7 mM de ABTS (2,5 mL) e persulfato de potassio
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) 140 mM (44 pL). A mistura ficou ao abrigo da luz em
temperatura ambiente durante 14 horas. Para o ensaio, 1 mL da solucdo do radical ABTS foi
diluida em EtOH até obter uma absorbancia £ 0,7 a 734 nm. Foram adicionadas quantidades
apropriadas das amostras a 450,0 uL da solugdo do radical ABTS e o volume completado para
500,0 pL com EtOH, obtendo-se concentracdes que variaram de 1,0 a 100,0 pug mL™. Apds 6
minutos de agitacdo em aparelho de ultrassom ao abrigo da luz, as amostras foram submetidas
as analises por espectrofotometro Elisa UV-Vis no comprimento de onda de 734 nm. A
percentagem da atividade sequestradora foi calculada pela equacdo: % AS = 100 x Ahx / hc, hc
= absorbancia controle, hx= absorbancia teste, Ahx = hc — hx. Como controle positivo foi

utilizado o Trolox (Sigma- Aldrich, Sternheim, Alemanha) (1,0-6,0 mg mL™).
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2.3.0 Analises por UPLC-DAD-QTOF-MS/MS

Os experimentos analiticos de LC-MS foram realizados utilizando-se um cromatdgrafo
liquido de ultra eficiéncia ACQUITY UPLC H-Class (Waters Corporation, Milford, MA,
EUA), acoplado a um espectrometro de massas Quadupolo—Tof (Xevo G2-XS QTof, Waters,
EUA) com ionizacdo por eletrospray (ESI). As separa¢des cromatograficas foram realizadas
utilizando-se uma coluna ACQUITY UPLC™ BEH (2,1 x 50 mm, 1,7um, Waters, EUA) a
40°C. A fase mdvel binaria consistiu de uma solucao aquosa de acido formico (Tedia, Brasil)
(fase movel A) e acetonitrila Merck, Darmstadt, Alemanha) com 0,1% de acido férmico (fase
movel B). O gradiente de elui¢do utilizado foi: 0,0-8,0 min, 10-50 % de B; 8,0-9,0 mim, 50%-
95% de B, com o fluxo de 0,4 mL min e volume de injecdo de 5,0 uL. O monitoramento das
analises foi realizado nos comprimentos de 290 e 320 nm (UPLC-DAD). O espectrometro de
massas foi operado em modo negativo de ionizacdo (ESIY), sendo a deteccdo realizada no
método centrdide MSE em faixa de variacdo 50-1200 Da. A voltagem do capilar foi ajustada
em 3,0 KV para ESI, gas de dessolvatacdo (N2) 800 L.h'* e 600 °C, taxa do fluxo de gas do cone
100 L/h, temperatura da fonte 120 °C, energia de colisdo em rampa de 10-30 eV. Todas as
analises foram realizadas utilizando o lockspray para garantir a precisao e reprodutibilidade dos
valores de massas. Leucina-encefalina, adquiridos no kit Waters AccQ-Tag (200,0 pg mL™?)
foi utilizado como padréo/referéncia para calibracdo. A aquisicdo e analise dos dados foram
realizadas utilizando-se o software Waters MassLynx. Luteolina, quercetina, narigenina,
apigenina e acido elagico foram obtidos da Sigma-Aldrich (Hamburg, Alemanha), 7-metoxi-
narigenina (DA SILVA et al., 2014b) e isorametina (DA SILVA et al., 2013) foram previamente
isolados e identificados.

2.3.7 Analises estatisticas

Os resultados dos testes foram obtidos em triplicata e expressos como média + desvio
padrdo da média. Foi utilizado o programa GraphPad Prism 7.0. (GraphPad ® Software DEMO,
San Diego, Califérnia, EUA).
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Analises melissopalinoldgicas

O grdo de pdlen apresenta parede externa quimicamente estavel e morfologicamente
variada, 0 que permite, através da andlise palinoldgica das cargas de polen coletadas pelas
abelhas, a identificacdo dos diversos tipos polinicos constituintes, verificacdo dos periodos de
producdo e a determinacdo da origem botanica e geogréafica das amostras (BARTH, 2004).

As analises palinologicas das cinco amostras de meis analisadas da abelha branca
(Tabela 1) mostraram a presenca de sete familias botanicas diferentes, que foram a Fabaceae
com sete tipos polinicos, seguido da Malvacea com trés, Anacardeaceae com dois e as demais
Euphorbiaceae, Myrtaceae, Poaceae e Solanaceae com um tipo polinico. Entre os tipos
polinicos encontros nas amostras, observou-se que apenas 0s género Schinus sp das amostras
1,3,4 e 5, Croton 3, 4 e 5 e Mimosa tenuiflora todas as amostras de mel, apresentaram polen
acessorio que variou de 21 a 36 %, j& as demais amostras e géneros apresentaram polen isolado
importante ecom variagdo de 0,3 a 11,1%, sendo o mel classificado, portanto, como heterofloral
(Tabela 1). A unica espécie vegetal que foi encontrada em todas as amostras de mel da abelha
branca foi a Jurema-preta (Mimosa tenuiflora), provavelmente o recurso floral estava
disponivel durante o periodo de coleta das amostras, como também deve ocorrer uma
preferéncia pelo o pdlen dessa espécie vegetal, visto que Lima,2017, trabalhando com origem
botanica do mel e pdlen de abelhas mandacaias (Melipona mandacaia) em regido Semiarida,
verificou a presenca de polen dominante da jurema-preta no mel de mandacaia durante todo o
periodo estudado.

Estudo realizado por TEIXEIRA; OLIVEIRA; VIANA (2007) mostrou que espécies de
Frieseomelitta sp apresentam padrao de forrageio semelhante ao observado para outros grupos
de abelhas eussociais, visitando diversas espécies vegetais, mas concentrando a visita em
poucas espécies. Foi observado que estas abelhas visitam espécies da familia Caesalpiniaceae
em areas da Caatinga nos estados da Bahia e Paraiba. Espécies vegetais pertencentes a esta
familia s@o importantes fontes de néctar e pdélen. Da mesma forma, espécies vegetais das
familias Malpighiaceae e Anacardiaceae abundantes na regido sdo bastante visitadas pelas
abelhas F. doederleini (TEIXEIRA; OLIVEIRA; VIANA, 2007). Estas observagdes podem ser
vistas na Tabela 1 em que se verificam que espécies vegetais destas familias foram visitadas

pela abelha branca.
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Tabela 1- Frequéncia polinica das espécies vegetais nas amostras de mel de abelha branca

Tipos polinicos Méis de abelha branca

(%)

1 2 3 4 5
Anacardiaceae
Schinus 21,9 11,1 32,2 348 36,1
Spondias 2,1 1,9 1,1 1,9 0,9
Euphorbiaceae
Croton 8,1 10,8 24,4 19,9 22,8
Fabaceae
Anadenanthera 0,6 0,3 0,8 0,3 0,3
Caesalpinia 14,1 34 3,3 5,4 9
Fabaceae 1 2,1
Mimosa tenuiflora 27,9 33,1 289 339 29
Mimosa subenervis 0,3 0,3
Prosopis 0,3
Senna macranthera 0,6 0,6 0,3
Myrtaceae
Myrcia 0,3 0,8 0,3 0,6
Malvaceae
Pseudobombax 1,7 1,6 0,3
Waltheria 1,3
Sida 0,3
Poaceae
Poaceae 1
Solanaceae
Solanum 0,3
Indeterminados* 24 34,9 6,4 1,6 0,6

(©) 1) Q@ 1)

*Frequéncia de tipos polinicos (quantidade de tipos polinicos)
Fonte: MORENO, 2019

2.4.2 Analises fisico-quimicas

As amostras dos méis de abelha branca mostraram aspecto viscoso, coloragdo marrom
escura, sabor de “melaco de cana de agucar” e aromatico. O resultado das andlises fisico-
quimicas do mel de abelha branca estdo apresentados na Tabela 2 e Figura 2. Os valores de pH
variaram de 3,68 a 3,92 quando comparado com os valores reportados para os méis de abelhas
nativas do estado de Sdo Paulo (BRAZIL, 2017). Os valores de pH baixo dos méis inibem a
presenca e crescimento de micro-organismos. Este parametro € muito importante para o
armazenamento e influencia na estabilidade durante a estocagem, podendo estar diretamente
relacionado com a composigdo floristica nas areas de coleta, além das diferengas na composi¢do

do solo ou associagdo com outras espécies vegetais (CRANE, 1983).
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Os valores da acidez variaram entre 85,83 e 103,33 50 meq.kg™ (Tabela 2 e Figura 2),
sendo acima de 50 meq kg que é o permitido para abelhas sem ferrdo. A variagdo pode ser
devido a varios fatores, incluindo o armazenamento das amostras antes das anélises, variagcdo
dos &cidos organicos causada pelas diferentes fontes de néctar, acdo das bactérias durante a
maturagédo do mel, quantidade de minerais presentes, entre outros parametros ndo identificados.
A acidez pode ser um indicativo de fermentacdo de acucares em &cidos organicos (KHALIL et
al., 2012).

A melhor medida da concentracdo de dgua, em termos de propriedades fisico-quimicas,
refere-se a medicdo de sua atividade de agua, ou seja, a medi¢do do teor de agua livre no
produto. A dgua pode ocorrer como agua como agua ligada e gua livre. Os valores da atividade
de agua para as cinco amostras dos meis variaram de 0,70 a 0,76 (Tabela 2 e Figura 2), estando
dentro das normas publicadas para os méis das abelhas nativas, que é de 0,80. (BRASIL, 2017).
Para umidade os valores foram de 26 e 27 %, permitidos para 0 mel in natura (mel extraido dos
potes e mantido sob refrigeracdo logo apds a sua coleta até o0 momento do consumo, ndo
submetido a qualquer outro processamento), pasteurizado (mel que apds a extracdo passa por
processo térmico de pasteurizacdo para reducdo e/ou inibicdo do desenvolvimento
microbioldgico e/ou da atividade enzimatica no produto, sendo posteriormente mantido a
temperatura ambiente ou sob refrigeracdo) ou maturado (mel que apds a extracdo passa pelo
processo de maturacdo em temperatura ambiente, caracterizado por sua fermentacédo natural, a
partir do desenvolvimento das leveduras osmofilicas naturalmente presentes) de abelhas nativas
que é no maximo 40g 100g* (BRASIL, 2017). O teor de umidade resulta em um mel menos
VisCc0s0, sendo uma caracteristica unica para os meis das abelhas nativas. A quantidade de agua
no mel de meliponineos é considerada o grande diferencial deste produto em relacao ao mel de
Apis mellifera (LIRA et al., 2014). A atividade de 4gua é um parametro importante para avaliar
0 estado e a estabilidade relativa, no que diz respeito as propriedades fisicas de qualquer
alimento, velocidade das reacdes de alteracao e atividade enzimatica, assim como crescimento
e desenvolvimento de microrganismos (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

A anélise da condutividade das amostras mostrou valores que variaram de 587,66 a
651,66 uS cm™ (Tabela 2 e Figura 2). A condutividade elétrica do mel esta diretamente
relacionada com a origem floral e depende da concentracdo dos sais minerais, acidos organicos,
proteinas e outras substancias (ACQUARONE; BUERA; ELIZALDE, 2007; YADATA, 2014).
De acordo com (YADATA, 2014) os méis escuros apresentam maiores valores para a
condutividade elétrica, indicando a presenca de acidos e compostos ionizaveis em solucéo

aquosa.
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Os valores médios obtidos para os aglcares redutores (frutose e glicose) foram de 59,44
a 60,76/100 g, estando de acordo com os recomendados pela legislacdo (limite minimo de
60/100 g). Méis de meliponas possuem menor teor de agucares (70%), sendo mais adocicados
(HOLANDA et al., 2012).

O teor de hidroxifurfural (HMF) dos méis analisados apresentaram valores bem abaixo
do permitido (até 20 mg Kg* de mel) de 3,04 a 5,23 mg Kg* (Tabela 2 e Figura 2). A avaliagdo
de HMF é um parametro para verificacdo do frescor e ou/superaquecimento do mel.

O teor de cinzas nas amostras analisadas variou de 0,18 a 0,26 % (Tabela 2 e Figura 2)
e esta de acordo com a legislagdo vigente (maximo de 0,6%). Esse pardmetro representa a
riqueza dos minerais no mel, sendo frequentemente utilizado para fins de controle de qualidade.
O conteudo mineral no mel é geralmente pequeno e depende da composicdo do néctar das
espécies vegetais, tipo de solo e estd associado a diferentes origens boténicas e geograficas
(FELSNER et al., 2004).

Com excecdo da acidez, todos os parametros fisico-quimicos para as cinco amostras dos
méis de abelha branca apresentaram-se normais de acordo com o0s dados registrados na

literatura e nas legislacBes para os méis das abelhas nativas sem ferréo.

Tabela 2— Analises fisico-quimicas do mel de abelha Branca (Frieseomelitta doederleini)

Amostras  pH Acidez livre Atividade Umidade Condutividade Agulcar HMF (mg Teor de

(meg.kg?) de Agua (%) (US cm™)  redutor (%) Kg?) cinzas

(aw) (%)

1 3,68+0,01 103,33+1,40 0,75+0,01 26,83+0,28 595,33+0,57 60,76+0,33 4,49+0,29 0,25+0,05
2 3,79+0.01 94,16+1,44 0,7340,01 26,66+ 0,57 651,66+0,57 60,56+0,33 4,13+0,31 0,22+0,01
3 3,82+0,01 94,16+1,44 0,7640,01 27,33+0,57 587,66+0,57 60,00+0,32 3,04+0,17 0,18+0,03
4
5

3,92+0,01 90,00+2,50 0,75+0,01 27,33+0,57 631,33+0,57 60,00+0,32 5,23+0,68 0,20+0,03
3,91+0,01 85,83+1,44 0,70+0,02 27,46+0,05 631,33+0,57 59,44+0,31 4,74+0,22 0,26+0,01

2 valor médio * desvio padrdo, n = 3.
Fonte: MORENO, 2019
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Figura 2— Analises fisico-quimicas do mel de abelha Branca (Frieseomelitta doederleini)

pH

HMF

Umidade
304
20 2
e
e
104
0
> &
2.4.3

Aw

e

Acidez Livre

60

404

201

% {LLLEATTETTETEE

Teor de Cinzas

0.3 T
—
0.2 el T 1
3l B
panene
panene
e
N 0.0 f T 1
Q ¥ @ e

Fonte: MORENO, 2019

Teor de minerais nos méis de abelha branca

O teor dos minerais (Na, K, Ca e Mg) encontrados nos méis de abelha branca estdo na

Tabela 3. Verificou-se que o mineral mais abundante foi o K seguido do Mg. A composi¢éo

mineral do mel varia de acordo com a origem floral, clima, solo e fatores relativos as abelhas.

Em méis das abelhas Melipona fasciculata e Melipona flavoneata foi verificado que o mineral
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mais abundante foi o K, seguido do Na, Ca e Mg (SILVA et al., 2013). Segundo Liberato et
al.,(2013) estudando as amostras de méis monoflorais e heteroflorais coletados pelas abelhas
Apis mellifera no estado do Cear4, regido Nordeste do Brasil observaram que entre os minerais
detectados nas amostras analisadas, o K apresentou a maior concentracdo seguido por Ca, Na,
e Mg.

O conteudo mineral é frequentemente expresso em macro e microelementos e sua
composicdo é dependente de condicdes intrinsecas (origem botéanica) e extrinsecas (solo,
origem geografica). Esses bioelementos estdo presentes em amostras de méis, estando entre 0s
principais macronutrientes K, Ca, Mg e Na e micronutrientes Fe, Cu, Zn, Mn e Se (LIBERATO
et al., 2013; NANDA et al., 2003). Eles séo essenciais para regulacdo das vias metabdlicas e
processos fisiologicos. Sua ingestdo adequada é fundamental para manter a homeostase,
protecdo celular, funcionalidade e salde, enquanto a sua deficiéncia pode desencadear doencas
especificas. De acordo com a regulamentacgdo brasileira para minerais, a contribuicdo de mais
de 30% da IDR (ingestdo diaria recomendada) de referéncia por 100 g de produto, classifica o
alimento como “alto contetido” e acima de 15% como “fonte” (ANVISA, 2012). Com base na
IDR, somente o potassio presente nas amostras dos meis de abelha branca pode ser considerado

como “fonte" deste mineral.

Tabela 3— Teor de minerais (mg. Kg*) no mel de abelha Branca (Frieseomelitta doederleini) @

Amostra K Mg Na Ca
de mel

1 1259,60 £16,90 40,31 +0,56 11,81 +0,50 6,58 +0,50

2 1260,98 +£33,57 40,23 £0,66 9,92 +£0,49 6,21 +0,43

3 1287,41 £38,04 3598 +0,81 12,66 +0,28 5,16+ 0,44

4 1145,73 £ 8,53 35,19+0,56 17,13 +£1,92  5,58+0,59

5 1334,07+37,64 40,22+0,46 13,20+ 1,54 5,50+ 0,43

2 valor médio * desvio padrdo, n = 3.
Fonte: MORENO, 2019
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2.4.4 Analises por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS

O perfil quimico das cinco amostras de F. doederleini (abelha branca) é mostrado na
Figura 3 mostrando semelhancas entre eles. Alguns compostos conhecidos presentes no mel de
abelha branca foram identificados por comparacdo com padrfes auténticos de acordo com 0s
tempos de retencdo, dados de ultravioleta (UV) e espectros de massas. Os compostos néo
conhecidos foram caracterizados pela anélise dos fons produtos (espectros MSE) e pelos

espectros de UV comparados com registros na literatura.

Figura 3- Perfil quimico da fracdo SPE metandlica das amostras do mel de abelha branca
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Fonte: MORENO, 2019

Dos 34 compostos analisados nas amostras de méis, trinta e dois foram identificados
(Tabela 4), destes, os compostos 1, 7, 8, 12, 13 e 30 foram comparados com padrdes auténticos.
Com excecdo dos compostos 3 e 4 (ndo foi possivel a identificacdo somente com 0s espectros
de massas) todos sdo derivados fenolicos. Apenas trés compostos ndo sdo flavonoides
agliconas: 1 (acido elégico), 2 (dihidroxicumarina) e 5 (isoramnetina-glicosideo). Dos 29
flavonoides agliconas identificados 21 sdo nucleos tipos flavonas/ flavondis e 8 sao flavanonas/
flavonois (Figura 4). Os cromatogramas obtidos por UPLC-DAD e ion pico base (UPLC-
qTOF/MSE) em modo negativo da fragdo SPE metandlica do mel de abelha branca (amostra 3)

estdo nas Figuras 5 e 6 respectivamente.
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Figura 4— Nucleos de estruturas flavonas/flavondis (1); flavonas/ flavonéis (1)
‘ OH
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| I
Fonte: MORENO, 2019

Figura 5- UPLC-DAD (290 nm) da fracdo SPE metandlica (amostra 3) do mel de abelha
branca
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Fonte: MORENO, 2019

O pico 1 mostrou o ion [M-H] em m/z 300,9997 e foi identificado como acido elagico.
Os ions produtos em m/z 283.9943 [M-H20] ", m/z 257,0072 [M-H-COz2] ", m/z 229,9945 [M-H-
C02-CQOJ 7, m/z 201,0184 [M-H-CO2-2CQO] ", m/z 185,0241 [M-H-2C0O2-CQO]" corroboram com
a identificagdo (WYREPKOWSKI et al., 2014). O pico 2 apresentou o ion [M-H] em m/z
177,0193 [M-H]". Os ions produtos em m/z 133,0292 e 89,0383 ¢é referente a perda de COz e
em m/z 105,0334 é devido a perda de CO. Estes dados sugerem que 0 composto 2 pode ser uma
cumarina dihidroxilada (XU et al., 2013).

Os compostos 3 e 4 ndo foram identificados com os dados obtidos pelos espectros de

massas e ndo apresentam absor¢do no UV. Composto 5 (isoramnetina-glicosideo) com m/z
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477,2039 [M-H] mostrou a perda de 162 Da, sugerindo a presenga de uma hexose na estrutura.
O fragmento em m/z 315,0502 [M-H-hexose]" corresponde a molécula da isoramnetina
(quercetina metilada) desprotonada. Os flavonoides agliconas foram separados em dois grupos
baseados nos valores das absor¢des no UV (em torno de 290 nm para flavanona/flavanonol e
345-360 nm para flavona/flavonol) e nos ions produtos obtidos nos espectros de massas, sendo
a grande maioria isbmeros como: 7, 30 (285 Da); 8, 14, 15, 17, 24 (301 Da); 10, 16, 18, 25 (315
Da); 11, 19 (345 Da); 21, 22, 27, 28 (329 Da); 26, 32, 33 (313 Da) e 29, 34 (343 Da). Os picos
mais comuns derivados da perda neutra de pequenas moléculas ou ions como por exemplo CO
(28 Da), H20 (18 Da) ou CHs (15 Da) estdo na Tabela 4.

Figura 6— Cromatograma do ion pico base obtido por MSE (UPLC-qTOF/MSE) em modo
negativo da fracdo SPE metandlica (amostra 3) do mel de abelha branca
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Fonte: MORENO, 2019

Geralmente a presenca dos ions produtos resultantes da perda destas moléculas com
baixa intensidade e a presenca acentuada do pico do ion desprotonado é observado no espectro
MSE obtido com a mais baixa energia de coliséo.

No mesmo tipo de analise MSE utilizando-se uma rampa com maior energia de colisdo
que varia de 10 a 30 V, a abundancia relativa dos ions produtos que geram moléculas neutras é
aumentada, como também aparecem outros fragmentos resultantes da quebra do anel C dos
flavonoides, clivagem retro Diels-Alder (RDA), pois com o0 aumento da energia de coliséo,
ocorre uma completa fragmentacdo a partir da molécula desprotonada. A clivagem RDA resulta

em fragmentos que revelam o padréo de substituicdo nos anéis A e B. Os ions produtos sdo
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denominados 'A- e "B-, A e B representam os anéis e os niimeros sobrescritos indicam a quebra
das ligacGes a partir das moléculas desprotonadas (MA et al., 1997; TSIMOGIANNIS et al.,
2007). Deste modo, os fragmentos representativos das clivagens das ligacdes 0,2 e 1,3 do anel
C em RDA séo %2A7, °2B- e 13A- 13B-, respectivamente. A quebra através da retrociclizagdo do
anel C que representa as duas classes dos flavonoides esta na Figura 7 e os ions produtos (MS?)
obtidos para todos os flavonoides identificados estdo na Tabela 5. Os fragmentos obtidos
resultantes do anel A e B indicam um possivel padrdo de substituicdo nestes anéis relativo ao
namero de hidroxilas e metoxilas presentes, embora ndo possa indicar a posicdo exata destes
grupos no anel. Um exemplo para as duas classes de flavonoides detectados esta na Figura 6,
onde é mostrado os principais ions produtos para a isoramnetina e 7-metoxi-naringenina,
respectivamente. Isoramnetina representa um flavonol que apresenta o ion desprotonado em
m/z 315,0506 [M-H]~ ( Figura 7). O espectro de massas mostra a perda de metila em m/z
300,0285 [M-H-CHs], perda de &gua 283,0275 [M-2H-CHzs-H20]" e subsequentes perdas de
CO m/z 271,0248 [M-2H-CH3-CQJ, 255,0310 [M-2H-CHs-H20-CO] e m/z 227,0358 [M-2H-
CH3-H20-2CO] . De acordo com (HUCK et al., 2000) as flavonas metoxiladas primeiro perdem
a metila [M-H-CHs]", depois ocorre desidratacdo [M-2H-CHs-H20] e perda de carbonila. A
clivagem do anel C referente a RDA forneceu os ions produtos em m/z 164,0111, m/z 149,9961,
m/z 151,0025 referentes aos fragmentos %?A-, %2B- e 13A", respectivamente. O ion produto em
m/z 164,0111 demonstra que a metoxila esté ligada no anel B da isoramnetina. Os flavonoides
semelhantes a isoramnetina apresentaram perfil de ionizagdo similares (Tabela 4). A 7-metoxi-
naringenina, representante de uma flavanona, apresentou o pico do ion desprotonado em m/z
285,0762 [M—H] . Os principais ions produtos formados foram m/z 269,0383 [M-2H-CHzs] e
m/z 252,0089 [M-2H-CHs-H20]", além dos ions referentes a RDA em m/z 165,0467 (°2A) e
m/z 119,0494 (°2B°). Mais uma vez a presenca da metoxila na posicdo 7 do anel A foi
confirmada pelo pico referente a ®2A" de m/z 165,0467 (Figura 7). Os picos dos ions produtos

obtidos de todas as outras flavanonas ou flavanonois estdo nas Tabelas 4 e 5.
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Tabela 4— Identificacdo dos compostos dos méis de abelha branca por UPLC-DAD-QTOF-MS-MS

RT Amax [M-H] [M-H] Tentativa de identificacéo
(min)  (nm)  (m/z) (m/z)
Calculado
1 2,15 364 300,9997 300,9990 257,0072 [M-H-COz], 229,9945 [M-H-CO,-CQ], 185,0241 [M-H-CO.-COJ Acido elagico*
2 249 293 177,0193 177,0193 133,0292 [M-H-CO2], 105,0334 [M-H-COJ, 89,0383 [M-H-2CO2] Dihidroxicumarina
3 2,77 - 543,2815 - N&o identificado
4 3,52 - 573,2867 - N&o identificado
5 3,656 345 477,1039  477,1039 315,0502 [M-H-glicose] Isoramnetina-glicosideo
6 3,99 287 287,0558 287,0561 259,9099 [M-H-COJ Tetrahidroxi-flavanona
7 4,15 359 285,0400  285,0405 257,0378 [M-H-CQOJ Luteolina*
8 436 345 301,0305 301,0353 283,0178 [M-H-H20], 273,0399 [M-H-COJ Quercetina*
9 452 345 331,0437 331,0459 316,0200 [M-H-CHa]", 301,0304 [M-H-2CHjs], 272,0483 [M-2H-2CH3-CO]J Pentahidroxi-metoxi-
flavona
10 459 356 315,0576  315,0510 300,0258 [M-H-CHs], 271,0230 [M-2H-CH3-CQ], 272,0288 [M-H-CHs-COT, Tetra-hidroxi-metoxi-
255,0301 [M-2H-CH3-CO-H.0] flavona
11 474 358 345,0608 345,0608 330,0374 [M-H-CHa], 315,0137 [M-H-2CHa]", 287,0194 [M-H-2CH3-COJ Pentahidroxi-dimetoxi-
flavona
12 480 288 271,0606  271,0611 253,0455 [M-H-H20] Naringerina*
13 489 345 269,0451 269,0455 241,3104 [M-H-CQJ Apigenina*
14 504 290 301,0790  301,0716 286,0473 [M-H-CHs] Trihidroxi-metoxi-
flavanona
15 510 288 301,0710  301,0716 285,0385 [M-2H-CHza] Trihidroxi-metoxi-
flavanona
16 516 360 315,0505 315,0510 300,0261 [M-H-CHa], 272,0299 [M-H-CH3-CQJ, 271,0230 [M-2H-CHs-COT, Tetrahidroxi-metoxi-
243,0287 [M-2H-CH3-2COJ flavona
17 522 286 301,0701 301,0716 286,0464 [M-H-CHs] Trihidroxi-metoxi-
flavanona
18 528 345 315,0506 315,0510 300,0238 [M-H-CHa], 283,0275 [M-H-CH3-H20], 271,0248 [M-2H-CH3-CO],,  Isoramnetina
255,0301 [M-2H-CH3-CO-H20]~ 227,0358 [M-2H-CHs-H20-2COJ
19 535 346 329,0638 329,0666 314,0409 [M-H-CHa]", 299,0177 [M-H-2CHa]", 271,0231 [M-H-2CH3-COJ Tetrahidroxi-dimetoxi-
flavona
20 544 349 299,0558 299,0561 284,0302 [M-H-CHs], 255,0276 [M-2H-CH3-CQO], 227,0328 [M-2H-CHs- Trihidroxi-metoxi-flavona
2COr
21 561 339 329,0663 329,0666 314,0415 [M-H-CHa], 299,0180 [M-H-2CHa]", 271,0232 [M-H-2CH3-CO] Trihidroxi-dimetoxi-flavona
22 567 355 329,0663 329,0666 314,0394 [M-H-CHs], 299,0163 [M-H-2CHa]", 271,0261[M-H-2CHs-COT, Trihidroxi-dimetoxi-flavona
243,0272
23 584 346 359,0772 359,0772 344,0544 [M-H-CHa], 329,0302 [M-H-2CHa]", 301,0359 [M-H-2CH3-CQT, Trihidroxi-trimetoxi-
286,0110 [M-H-3CHs-COJ flavona
24 598 286 301,0716 301,0716 283,0501 [M-H-H20] Trihidroxi-metoxi-
flavanona
25 6,12 287 315,0878 315,0874 285,0410 [M-H-2CHa] Dihidroxi-metoxi-flavanona
26 623 333 313,0714  313,0717 298,0471 [M-H-CHs], 283,0235 [M-H-2CHjs], 255, 0291 [M-H-2CH3-CO] Dihidroxi-dimetoxi-flavona
27 630 359 329,0666 329,0666 314,0435 [M-H-CHa], 299,0202 [M-H-2CHa]", 271,0266 [M-H-2CH3-CO] Trihidroxi-dimetoxi-flavona
28 659 357 329,0655 329,0666 314,0415 [M-H-CHa]", 299,0178 [M-H-2CHjs], 271,0234 [M-H-2CH3-COJ Trihidroxi-dimetoxi-flavona
29 6,72 245 343,0808 343,0823 328,0567 [M-H-CHa], 313,0329 [M-H-2CHa]", 298,0099 [M-H-3CHa] Dihidroxi-trimetoxi-flavona
30 694 287 285,0762 285,0768 269,0383 [M-2H-CHa] 7-metoxi-naringenina*
31 711 345 283,0610  283,0611 268,0362 [M-H-CHa] Dihidroxi-metoxi-flavona
32 732 346 313,0714  313,0718 298,0453 [M-H-CHa], 283,0211 [M-H-2CHa]", 255, 0273 [M-H-2CHs-COJ Dihidroxi-dimetoxi-flavona
33 759 357 313,0694  313,0718 298,0453 [M-H-CHa]", 283,0211 [M-H-2CHjs], 255, 0267 [M-H-2CH3-CO] Dihidroxi-dimetoxi-flavona
34 782 345 343,0811 343,0813 328,0560 [M-H-CHs], 313,0325 [M-H-2CHa], 285,0378 [M-H-2CH3-CQT, Hidroxi-trimetoxi-flavona

270,0139 [M-H-3CHs-COJ

*Comparado com padrdo autentico

Fonte: MORENO, 2019
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Tabela 5- fons produtos (MS?) dos flavonoides oriundos da retrociclizagio do anel C (RDA)

[M-HT Flavonoides 027 0.2B- 0.4B- L3A- 1.3B- [M-H-B] [M-H-B-CH3]
6 287,0558  Tetrahidroxi-flavanona 135,0444 151,0029
7  285,0400 Luteolina 151,0029 133,0291  193,0128
8 301,0305 Quercetina 151,0036 133,0266
9 331,0437  Pentahidroxi-metoxi-flavona 223,0232  208,0002
10 315,0576  Tetrahidroxi-metoxi-flavona 151,0057 148,0146
11 345,0608 Pentahidroxi-dimetoxi-flavona 175,0050
12 271,0606  Naringerina 119,0494 151,0027 177,0188
13 269,0451  Apigenina 119,0499 151,0031
14 301,0790  Trihidroxi-metoxi-flavanona 165,9903 119,0496 151,0935
15 301,0710 Trihidroxi-metoxi-flavanona 151,0031 177,0190
16 315,0505 Tetrahidroxi-metoxi-flavona 165,9903
17 301,0701  Trihidroxi-metoxi-flavanona 151,0023
18 315,0506 Isoramnetina 163,0033  149,0207 151,0029 162,9986
19 329,0638  Trihidroxi-dimetoxi-flavona 151,0029 193,0130
20 299,0558  Trihidroxi-metoxi-flavona 183,0439
21 329,0663  Trihidroxi-dimetoxi-flavona 165,9888
22 329,0663  Trihidroxi-dimetoxi-flavona 193,0482
23 359,0772  Trihidroxi-trimetoxi-flavona 195,8101
24 301,0716  Trihidroxi-metoxi-flavanona 165,0181 135,0441
25 315,0878 Dihidroxi-metoxi-flavanona 165,0184
26 313,0714  Dihidroxi-dimetoxi-flavona 163,0037 151,0030
27 329,0666  Trihidroxi-dimetoxi-flavona 199,0377
28 329,0655  Trihidroxi-dimetoxi-flavona 181,0505
29 343,0808 Dihidroxi-trimetoxi-flavona 197,0455
30 285,0762  7-metoxi-naringenina* 177,0483 119,0772 165,0466 119,0772
31 283,0610 Dihidroxi-metoxi-flavona 151,0031
32 313,0714 Dihidroxi-dimetoxi-flavona
34 313,0694 Dihidroxi-dimetoxi-flavona 183,0424
35 343,0811 Hidroxi-trimetoxi-flavona 193,0808

Fonte: MORENO, 201
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Figura 7— Espectro de ions produtos de isoramnetina (A) e 7-metoxi-naringenina (B)
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Uma vez que a analise melissopalinol6gica mostrou uma maior porcentagem de polens
coletados da espécie Mimosa tenuiflora (Tabela 1) com o indicativo que as abelhas visitaram
esta espécie vegetal com maior frequéncia, as flores de Mimosa tenuiflora (jurema preta) foram
coletadas para extracao e analise por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS e 0s cromatogramas estdo na
Figura 8. As andlises dos cromatogramas mostraram que os flavonoides (compostos 5-34)
presentes nos méis de abelha branca sdo os principais constituintes das flores da jurema preta,
ou seja, em relacao a estes compostos tanto os méis quanto a flor apresentam o mesmo perfil
quimico. Estes dados reforcam que os méis analisados apresentam a maior constituicdo do
néctar coletado das flores desta espécie vegetal como mostrado na analise palinoldgica. Mais
uma vez os dados obtidos neste trabalho mostram o forrageamento especifico das abelhas
nativas em espécies vegetais também nativas da Caatinga brasileira (DA SILVA et al., 2014b),
indicando que os meliponineos ndo apenas interferem nos aspectos sociais e econdmicos, mas
também em processos ecoldgicos e no ecossistema. Neste sentido, existe a necessidade de

preservacdo para a manutencao da diversidade vegetal e da flora nativa aumentando os sitios
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de nidificacdo para as abelhas sem ferrdo e manutencdo do equilibrio na regido semiarida do
Nordeste.

Figura 8- UPLC-DAD (290 nm) da fracdo AcOEt da flor de Mimosa tenuiflora (A) e
cromatograma do fon pico base (B) obtido por MSE (UPLC-qTOF/MSE) em modo negativo
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2.4.5 Teor de flavonoides, fendlicos totais e atividade antirradicalar (DPPH e ABTS)
dos méis da abelha branca (Frieseomelitta doederleini)

Os resultados das andlises teor de flavonoides, fendlicos totais e atividades
antirradicalares frente aos radicais DPPH e ABTS dos méis da abelha branca estdo na Tabela
6. O teor de compostos fendlicos variou de 1,15-1,23 miligramas equivalente ao &cido galico
por grama do mel (mgGAE g?). Este resultado é similar aos valores encontrados para 0s méis
in natura da abelha sem ferrdo Melipona subnitida (SILVA et al., 2013). Os teores de
flavonoides variaram de 0,15-0,18 miligramas equivalente a quercetina por cada grama de mel
(mg EQ g'! de Mel).

As atividades antirradicalares das amostras de mel estdo na Tabela 6. A CEso variou de
4,21-5,51 mg mL* (ABTS) e 7,19-14,32 mg mL* (DPPH). Para os resultados obtidos com o
radical DPPH os valores da CEso também estdo proximos dos valores encontrados para 0s meis
da Melipona subnitida (SILVA et al., 2013). Provavelmente a atividade antirradicalar esta
relacionada com os flavonoides presentes nos méis, dentre eles a quercetina e luteolina
conhecidos por apresentarem estas atividades (BURDA; OLESZEK, 2001). Todos os
resultados obtidos com os méis de abelha branca séo inéditos. Sobre a realizagao dos testes teor
de fendlicos totais, teor de flavonoides e avaliacdo das atividades antirradicalares nos méis de
abelha branca in natura, na literatura so existe relato sobre esta metodologia para os méis da
abelha sem ferrdo jandaira (SILVA et al., 2013). As atividades antirradicalares apresentadas
pelas cinco amostras de méis indicam o potencial antioxidante do mel de abelha branca com

tipo polinico jurema preta predominante.

Tabela 6- Teor de flavonoides, fendlicos totais e atividade antiradicalar (DPPH e ABTS) dos
méis da abelha branca?

Amostras Teor de fendlicos Teor de flavonoides DPPH CEso(mg  ABTS CEso
(mg EAG ¢! (mg EQ g'! Mel) mL™) (mg mL1)
Mel)
B1 1,21 + 0,02 0,15+0,02 14,32 + 0,82 4,76 + 0,04
B2 1,16 +0,01 0,18 = 0,02 13,81+ 0,31 5,51 + 0,08
B3 1,21 + 0,06 0,16 + 0,01 13,17+ 0,81 421+0,97
B4 1,15+0,03 0,16 = 0,00 10,38 + 0,45 526+0,19
BS5 1,23 + 0,02 0,15+ 0,00 15,24 £ 0,11 4,95+ 0,08
Ac. ascorbico - - 6,02 + 0,10 -
Trolox - - - 3,42 £ 0,06

2 valor médio * desvio padrdo, n = 3.

Fonte: MORENO, 2019
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25 CONCLUSAO

As analises palinologicas das cinco amostras de méis analisadas da abelha branca
mostraram a presenca de sete familias botanicas diferentes, que foram a Fabaceae com sete
tipos polinicos, seguido da Malvacea com trés, Anacardeaceae com dois e as demais
Euphorbiaceae, Myrtaceae, Poaceae e Solanaceae com um tipo polinico. A predominancia foi
de dois principais tipos polinicos, um relativo a plantas do género Schinus (Anacardeaceae),
com variagdo de 11 a 36 %, e outro de Mimosa tenuiflora (Fabaceae), com variacdo de 29 a 34
%, clasificada como heterofloral.

As andlises fisico-quimicas mostraram um perfil similar nas amostras analisadas (pH —
3,68 - 3,92; acidez livre 85,83 - 103,33 meq.kg™!; atividade de agua 0,70 - 0,76; umidade 26,66
- 27,46 %; condutividade 587,66 - 651,66 uS.cm™'; aclcar redutor 59,44 — 60,76 %; HMF 3,04
— 5,23 mg. Kg'; e teor de cinzas 0,18 — 0,26 %), contribuindo estes resultados para o
conhecimento da especie Frieseomelitta doederleini (abelha branca) para possiveis normas
futuras de qualidade de abelhas sem ferrdo. Entre os minerais analisados o potassio (1145,73-
1334,07 mg.Kg*) foi o mais abundante, seguido do magnésio (35,19-40,31 mg.Kg™).

Os méis apresentam potencial antioxidante, demonstrado pela atividade antirradicalar
frente ao DPPH (10,28-15,24 mg mL™') e ABTS (4,21-5,26 mg mL™).

Pela anélise de UPLC-DAD-qTOF-MS/MS foi possivel identificar o mel da abelha
branca 32 principais substancias, sendo todos derivados fendlicos. Apenas trés compostos nao
sdo flavonoides agliconas: acido elagico, dihidroxicumarina e isoramnetina-glicosideo. Dos 29
flavonoides agliconas identificados 21 sdo flavonas/flavonois e 8 sdo flavanonas/flavanonois.

A abelha branca apresemtam um forrageamento especifico para as espécies vegetais

nativas da Caatinga brasileira.
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3 ANALISES MELISSOPALINOLOGICAS, FISICO-QUIMICAS, ATIVIDADE
ANTIRRADICALAR E PERFIL QUIMICO POR UPLC-DAD-QTOF-MS/MS DOS
MEIS DE APIS MELLIFERA E MELIPONA MANDACAIA (MANDACAIA)

3.1 INTRODUCAO

O mel das abelhas sem ferrdo e Apis sdo produtos naturais produzidos e comercializados
em todo o mundo. Eles contém compostos Unicos e diferentes que apresenta importancia
nutricional e biologica variavel. O mel das abelhas sem ferrdo é um produto popular e apresenta
docura diferente, mistura com um sabor acido e textura fluida, possuindo maior valor agregado
do que o mel de A. mellifera. A producdo é relativamente baixa, quando comparada com a de
mellifera, este produto natural precisa que sejam estabelecidos padrdes e metodologias oficiais
a nivel nacional e internacional para servir como referéncia para o controle de qualidade
(AVILA etal., 2018). O sabor, aroma e a sua composicao quimica, estdo associados fortemente
com a suas condi¢cbes ambientais, origem boténica e area geografica, condigcdes de
armazenamento e as espécies de abelhas envolvidas na producdo (DA COSTA et al., 2018).

O mel das meliponas também contém acidos orgéanicos, flavonoides e uma ampla
variedade de outros compostos organicos que contribuem para a sua cor, odor e sabor (SILVA
etal., 2013). E um dos alimentos naturais mais complexos, possui quantitativamente um maior
teor de umidade, maior acidez, um nivel ligeiramente mais baixo de carboidratos totais do que
o das Apis mellifera (AVILA et al., 2018).

As abelhas sem ferrdo fazem parte de uma classe de abelhas eussociais disseminadas
em todas as regides tropicais do mundo. Elas sdo encontradas na Africa, América do Sul e
Central, Australia e sudoeste da Asia. Pertencem a familia Hymenoptera e & subfamilia
Meliponinae. Existem mais de 500 espécies identificadas em todo o0 mundo distribuidas em 32
géneros, com aproximadamente 100 novas espécies ainda a serem caracterizadas (MICHENER,
2013; RASMUSSEN, 2008).

No Brasil, existem mais de 300 espécies de abelhas nativas sendo encontradas
principalmente nas regiGes Norte e Nordeste, devido a criacdo racional de varias espécies. Na
Caatinga sdo conhecidas 187 espécies, a maioria delas considerada como espécies raras
(ZANELLA; MARTINS, 2003), sendo as mais abundantes a jandaira (Melipona subnitida),
jatai (Tetragonisca angustula), amarela (Frieseomelitta varia), moga-branca (Frieseomelitta
doederleini), arapua (Trigona spinipes), cupira (Partamona seridoensis), mandacaia (Melipona

mandacaia), canudo (Scaptotrigona depilis), limdo (Lestrimelitta limao), munduri (Melipona
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marginata). Outras espécies de abelhas de habitos solitarios também sdo abundantes e de grande
importancia ecolégica (MAIA-SILVA et al., 2012).

As abelhas sem ferrdo do género Melipona pertencem a tribo Meliponini sdo
encontradas exclusivamente nos neotropicos que ocorre desde o México a Argentina, como as
demais abelhas, sdo de grande importancia ecoldgica e econdmica devido a polinizacdo das
plantas nativas e cultivadas e incluem diversas espécies como mandacaia (Melipona
quadrifasciata Lepeletier, 1936), urucu-verdadeira (M. scutellaris Latreille, 1811), urugu-boca-
de-renda (M. seminigra Friese, 1903), urugu-amarela (M. mondury Smith, 1863), guaraipo (M.
bicolour Lepeletier, 1836) e Manduri (M. marginata Lepeletier, 1836) (KERR et al., 1996;
NOGUEIRA NETO, 1997). A Melipona mandacaia é uma abelha responsavel pela polinizagdo
de muitas plantas nativas do Brasil. Apesar de sua importancia ecoldgica e econdmica,
populacdes naturais de M. mandacaia foram esgotados por causa do desmatamento (PRADO-
SILVA et al., 2016).

A espécie M. mandacaia popularmente conhecida como mandacaia ou mandacaia
menor é endémica do bioma Caatinga e esta muito estendida entre os estados da Bahia, Ceara,
Paraiba, Piaui e Pernambuco geralmente na regido do Vale do S&o Francisco (BATALHA-
FILHO; WALDSCHMIDT; ALVES, 2011; SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002)

E uma abelha muito importante para a meliponicultura nos municipios de Petrolina (PE)
e Juazeiro (BA), onde sdo utilizadas para producédo de mel, sendo a abelha mais utilizada para
essa pratica na meliponicultura local, a redugdo dessa espécie vem sendo relatada na regido
(BRAGA et al., 2012). Pouco se sabe sobre o nicho tréfico dessa espécie, mas estudos recentes
sobre os tipos polinicos encontrados nas células de estocagem das colmeias de M. mandacaia,
apresentam dados importantes sobre sua polinizacao, principalmente no que se refere a espécies
comuns da regido do semiarido como, como plantas da familia Fabaceae: Leucaena
leucocephala, Mimosa pudica (dormideira), Melochia sp, Ipomoea cairica L. (jitirana) e
Spondias tuberosa L. (umbuzeiro) (CARNEIRO-NETO et al., 2017; PRADO-SILVA et al.,
2016).

Devido & sua importancia e endemismo, a mandagaia (Melipona mandacaia) tem sido
alvo de pesquisas, principalmente pelo fato de haver poucas informagGes sobre a espécie, junto
a grande procura para a criacao racional e comercializacdo dos seus produtos (SOUZA et al.,
2009). Existem poucas pesquisas relacionadas aos parametros fisico quimicos do mel dessas
abelhas segundo Avila et al., (2018) sendo encontrado a penas tem registro de caraterizacio dos

parametros fisico quimicos.
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Por tanto o estudo dos parametros fisico quimicos do mel Melipona mandacaia pode
contribuir para o conhecimento desse produto e possivel atualizacdo da legislacdo de méis de

abelhas sem ferrao.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo geral

Analisar a composicao polinica, quimica (UPLC-DAD-QTOF-MS/MS), parametros fisico-
quimicas, teor de fendlicos totais e potencial antioxidante das amostras de mel das abelhas

mandacaia (Melipona mandacaia) e Apis mellifera.

3.2.2 Objetivos especificos

. Determinar a origem botanica das amostras de mel das abelhas mandagaia (Melipona
mandacaia) e Apis mellifera;

. Determinar os parametros fisico-quimicos: umidade; cinzas (g.100g?), pH, acidez livre
(mequiv. Kg?); condutividade elétrica (uS.cm™), hidroximetilfurfural (HMF) (mg. Kg™?),
atividade de agua e aclcares redutores (g.100g™?);

. Avaliar a composicdo dos fenolicos por UPLC-DAD-QTOF-MS/MS e atividade
antirradicalar dos méis;

. Determinar a concentracdo dos fendlicos totais, de flavonoides e potencial antioxidante

dos méis.

3.3 PARTE EXPERIMENTAL

3.3.1 Coleta das amostras

Os méis de Apis melifera e da abelha sem ferrdo Mandagaia (Melipona mandacaia)
foram coletados na regido ao entorno do Lago de Sobradinho pela professora Dra. Eva Monica
Sarmentos da Silva. Cadastro n® A471564 e A43E41B no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético respectivamente. As cidades onde foram coletados estdo na Tabela 7,
Figura 9.
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Tabela 7— Amostras dos méis de Apis mellifera e Mandacaia (Melipona mandacaia)

Melipona mandacaia Apis mellifera
Cédigo Local de Coleta Data Cédigo  Local de Coleta Data
M1-M4 Remanso - BA 02/16 Al-A2 Remanso - BA 03/16
M5 Remanso - BA 12/15 A3-A4 Pildo Arcado-BA 03/16
M6 Remanso - BA 05/15 A5-Ab Sento Se - BA 03/16
M8 Sobradinho- BA 03/16 AT7-A8 Petrolina -PE 02/16
M9 Pildo Arcado-BA 03/16 A9-Al12 Remanso - BA 06/16
M18-M29 Remanso - BA 06/16 Al3 Petrolina -PE 11/16
M30-M31 Remanso - BA 09/16 Al4 Petrolina -PE 11/16
M32-M33 Remanso - BA 09/16
M34-M35 Remanso - BA 09/16
M37 Remanso - BA 10/16
M38 Remanso - BA 10/16
M39 Remanso - BA 11/16
M40 Remanso - BA 11/16
M41-M42 Remanso - BA 12/16
M43-M44 Remanso - BA 02/17
M45 Remanso - BA 04/17

Fonte: MORENO, 2019

A metodologia das analises fisico-quimicas, andlises melissopalinolégicas, extracdo dos
compostos organicos do mel em fase solida (SPE), determinagdo do teor de fendlicos,
flavonoides totais, atividade antirradicalar, analises por UPLC-DAD-QTOF-MS/MS e as
analises estatisticas foram realizadas de acordo com o descrito no capitulo | (paginas de 24 até
28).

Figura 9— Mapa das cidades das coletas das amostras dos méis do estado de Bahia

MNTO W

3.1 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.1 Analises melissopalinoldgicas
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O grédo de pdlen apresenta parede externa quimicamente estavel e morfologicamente
variada, 0 que permite, através da andlise palinoldgica das cargas de polen coletadas pelas
abelhas, a identificacdo dos tipos polinicos constituintes e a determinacdo da origem botéanica
e geografica das amostras (BARTH, 2004).

As analises melissopalinoldgicas das catorze amostras dos méis coletados de Apis
mellifera (Tabela 8) mostraram a presenca de vinte familias botanicas diferentes, que foram a
Fabaceae com vinte e um tipos polinicos, seguido de Malvaceae com sete, Euphorbiaceae com
quatro, Asteraceae e Rubiacea com trés, Curcubitaceae com dois e as demais Amaranthaceae,
Anacardeaceae, Lamiaceae, Melastomataceae, Moringaceae, Nyctaginaceae, Polygonaceae,
Poaceae, Phyllanthaceae, Phytolaccaceae, Plantaginaceae, Rhamnaceae, Sapindaceae,
Verbenaceae com um tipo polinico. Entre eles, observou-se que mostraram a predominancia de
tipos polinicos da familia Fabaceae, em sua maioria da espécie do género Mimosa tenuiflora,
que apresentou uma variacdo de 47,7 a 88%, para as amostras de Al até A9 e a amostra Al4,
que foram classificadas como monofloral (Tabela I1.2). Na amostra A10 foi identificado outro
tipo polinico, Fabaceae 7 com 84 % de frequéncia polinica, na amostra A12 encontrou outro
tipo referente ao género Senegalia (Fabaceae), com 69.9 % de frequéncia polinica, sendo os
dois considerados como monofloral para estas espécies. O pélen apicola ou meliponicola s6 é
considerado monofloral quando apresenta predominancia com mais de 45% de uma
determinada espécie vegetal. Na amostra All foi observada polen acessorio com uma
frequéncia de 30% de Mimosa tenuiflora, 19 % de Senegalia (Fabaceae) e 18% de Fabaceae 7,
como também uma quantidade significativa das espécies Antigonon leptopus (Polygonaceae)
32,9 %, sida galheirensis (Fabaceae) 26,9 %, sendo classificado, portanto, como heterofloral
(Tabela 11.2). A Unica espécie vegetal que foi encontrada em todas as amostras de mel de Apis
mellifera foi a Jurema-preta (Mimosa tenuiflora), provavelmente o recurso floral estava
disponivel durante o periodo de coleta das amostras.

Gréos de pdlen de vérias outras espécies estavam presentes nas catorze amostras de mel
de Apis mellifera, mas em pequenas quantidades, a familia Fabaceae foi a mais representativa
nas amostras dos méis de Apis mellifera. Vinte e duas amostras de propolis em uma regido do
Semiéarido no Estado da Bahia (Agreste de Alagoinhas), Brasil, produzida por Apis mellifera
foram analisadas palinologicamente e a familia Fabaceae foi a mais representativa (MATQOS;
ALENCAR; SANTOS, 2014), compactuando com os resultados obtidos nas amostras de méis
de A. mellifera analisadas mostrando ser uma fonte de recurso floral importante para estas

abelhas.



Tabela 8— Anélises melissopalinoldgicas das amostras do mel de Apis mellifera

Familia Espécie Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 AI0 All Al12 Al3 Al4
Amaranthaceae Alternanthera 0,9
Anacardiaceae Spondias 0,2
Asteraceae Tridax procumbens L. 5,3 1,6 24 6,8 5,7
Mikania 0,2
Vernonanthura 3,3
Cucurbitaceae Momordica charantia L. 1 15
Cucumis melo momordica 2,2
Euphorbiaceae 0,2
Croton 0,3 11 48 38
Croton campestris St Hil. 7,8 12,7 2 48 63
Alchornea 0,3
Ricinus 0,2
Fabaceae Aeschynomene martii Benth. 51 3.1
Bauhinia 1,3
Caesalpinia pyramidalis Tul. 14 42 6,1 31 36
Chamaecrista 15
Dalbergia 0,3
Macroptilium atropurpureum 1,7
Mimosa acutistipula 05 17 2,7 05
Mimosa quadrivalvis 18 89
Mimosa pudica 0,5
Mimosa sp. 3,5 2,2
Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. 88 75,4 744 816 612 761 602 47,7 544 05 30,7 149 21,1 66,6
Prosopis 05 03
Senegalia 19,1 69,9
Senna macranthera 9,6 0,3 0,5
Sida galheirensis Ulbr 269 111
Fabaceae 2
Fabaceae 3 0,3 1,3
Fabaceae 5
Fabaceae 6 0,8
Fabaceae 7 84 18
Fabaceae 8 6,1 0,5

Lamiaceae Hyptis 0,5 31



Malvaceae Sida ciliaris L. 1,7 14,8
Sida 16,2 36 05
Sida galheirensis Ulbr. 322 79 96 409
Waltheria 1 0,2 1,3 05
Waltheria douradinha A. St.-Hil. 2,1 2
Waltheria paniculata L. 5,2 2,6 22,8
Herissantia crispa L. 1
Melastomataceae ~ Miconia 0,5 04 33
Moringaceae Moringa oleifera Lam. 7,6
Nyctaginaceae Nyctaginaceae 1 1 0,2 0,7
Polygonaceae Antigonon leptopus 32,6
Poaceae Poaceae 1 64 05
Phyllanthaceae Phyllanthus 02 05
Phytolaccaceae Microtea 03 1 31 1
Plantaginaceae Angelonia 0,5 0,4
Rubiaceae Diodia teres Walter 1,2
Diodella 02 05
Borreria 2,3 1,1 05
Rhamnaceae Zizyphus joazeiro Mart. 1,9
Sapindaceae Cardiospermum 03 06
Verbenaceae Lantana sp. 7,4
NI_3 1 15 02 02 03
NI 4 1 15 1 1 1 1
Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

NI_3 e NI_4: Tipos polinicos ndo identificados.

Fonte: MORENO, 2019
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A partir da analise melissopalinolégica das 35 amostras de méis de M. mandacaia, pode-
se observar (Tabelas 9, 10 e 11) que mostraram a presenca de vinte familias botanicas
diferentes, que a espécie mais representativa foi a Mimosa tenuiflora (Fabaceae),
compreendendo de 51,6 até 92,5% de frequéncia polinica das amostras estudadas, sendo
classificada como pdlen dominante em vérias amostras. Das 35 amostras analisadas, apenas 8
ndo foram classificadas como monofloral para o pélen de M. tenuiflora (Figura 12) (Tabelas 9,
10 e 11). A amostra M04 apresentou o tipo polinico do género Chamaecrista (Fabaceae) com
55 %, a amostra MO8 presentou tipo polinico referente a espécie Mimosa acutistipula
(Fabaceae) com 51,8 %, e as amostras M21, M23, M27 apresentou tipo polinico do género
Waltheria (Malvaceae) 59,2; 58,8 e 88,6 %, respectivamente.

De forma geral, podemos perceber a preferéncia da M. mandacaia para as espécies da
familia Fabaceae em particular a M. tenuiflora (Figura 10), mas a mandacaia como observado
na Tabela 10, também visita espécies da familia Malvaceae, como o género Waltheria, que foi
considerado dominante e monofloral para as amostras M21, M23 e M27, o segundo tipo
polinico frequente foi M. tenuiflora. Os fatores que podem influenciar no resultado da
frequéncia polinica destas trés amostras, pode ser o periodo de florescéncia da Waltheria,
dependendo da chuva, mostrando ser uma fonte de recurso floral importante para as abelhas
(LOPES et al., 2016) ou o fator volumétrico poderia influenciar na determinacdo do tipo de
polen (DE FRANCA ALVES; DOS SANTOS, 2018).

Figura 10- Inflorescéncia da espécie Mimosa tenuiflora (Fabaceae) presente em todos 0s
méis analisados

Fonte: SARMENTOS, 2018

Das amostras analisadas de M. mandacaia trés foram classificadas como polen

heterofloral. A amostra M06 mostrou tipos polinicos do género Mimosa tenuiflora (Fabaceae)
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21 %, Chamaecrista (Fabaceae) com 37,8 % e a espécie do género Anadenanthera (Fabaceae)
com 27,8 %. J& a amostra M26 presentou tipos polinicos do género Chamaecrista (Fabaceae)
38,1 e Mimosa tenuiflora (Fabaceae) 36,4 %, como 0s mais significativos, sendo que a amostra
M28 mostrou uma quantidade expressiva de Mimosa tenuiflora (Fabaceae) 42,2 %, e mais
baixo de Senna macranthera (Fabaceae) 21,4 % e do género Mimosa acutistipula (Fabaceae)
com 13,2 %.

A Unica espécie vegetal que foi encontrada em todas as amostras de mel de Melipona
mandacaia foi a Jurema-preta (Mimosa tenuiflora), provavelmente o recurso floral estava
disponivel durante o periodo de coleta das amostras, como também deve ocorrer uma
preferéncia pelo o pélen dessa espécie vegetal (Figura 12), visto que Lima,2017, trabalhando
com origem botanica do mel e pdlen de abelhas mandacaias (Melipona mandacaia) em regido
Semiérida, verificou a presenca de pdlen dominante da jurema-preta no mel de mandacaia
durante todo o periodo estudado, algumas como p6len dominante e nas amostras que nédo foi
dominante foi encontrado em quantidades significativas, menos nas amostras M08 e M27 que
teve entre 7 a 10,9 %. Em um estudo realizado por Oliveira et al., (2017), para analisar o perfil
palinologico de méis de abelhas sem ferrdo do género Melipona do estado de Sergipe, mostrou
que a amostra de M. mandacaia foi monofloral para o pélen de Mimosa spp. (Fabaceae). Assim
como a M. tenuiflora ja havia sido observado em méis coletados por outras espécies do género
Melipona como a abelha jandaira, a Melipona subnitida (SILVA et al., 2013).

Considerando as analises do alimento proteico das abelhas, a M. tenuiflora seguido por
outras espécies da familia Fabaceae, sdo os principais constituintes do polen apicola das
meliponas no periodo de seca em regido semiarida. A jurema preta (M. tenuiflora), € uma
espécie arbustiva que se reproduz durante um longo periodo do ano, mas principalmente durante
a estacdo seca. Suas inflorescéncias sdo formadas por pequenas flores brancas (Figura 10),
aroma doce e fornecem recursos florais como néctar e polen para muitas espécies de abelhas,
vespas, moscas e outros insetos. Esta espécie € muito importante para a manutencdo da
biodiversidade e do ecossistema (MAIA-SILVA et al., 2012). Apo6s a Fabaceae, a familia
Malvaceae foi a mais representativa significativamente em algumas amostras, compreendendo
a espécie Waltheria (Figura 11), outras familias botanicas também estdo presentes apenas no
espectro polinico dos méis estudados em quantidades menos significativas.

Trabalho realizado por Braga et al., (2012), sobre avali¢do dos tipos polinicos coletados
pela M. mandacaia na regido central do municipio de Petrolina-PE, demonstrou que elas
visitam as diversas familias botanicas, no entanto apenas duas sdo mais representativas,

Fabaceae e Malvaceae, 0 que se assemelha com os resultados obtidos nesta pesquisa. Isto pode
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indicar a preferéncia dessas abelhas por espécies de familias botanicas, que pode atuar em

conjunto com a florada acentuada e a proximidade da colmeia dos recursos polinicos.

Figura 11— Inflorescéncia da especie vegetal Waltheria (Malvaceae) presente nos méis das
amostras M21, M23, M27 de Melipona mandacaia analisados

Fonte: LIMA, 2018

Figura 12— Grdos de polen da espécie Mimosa tenuiflora (Fabaceae)

- —

Fonte: SARMENTOS; LIMA; SANTOS, 2018.
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Tabela 9- Frequéncia polinica das amostras M1 — M9 de méis de Melipona mandacaia

Tipos polinicos Espécie MOl ™M02 M™MO3 M04 MO5 MO6 MO8 M9
Anacardiaceae Schinus 2,1 151 0,3 15 1,3
Spondias 2,5 0,6
Euphorbiaceae 286 09 03 03 12 23,1
Fabaceae Anadenanthera 3,8 0,9 1,2 5,6 27,8
Chamaecrista 45 47 0,7 550 198 379 96
Fabaceae 1 0,3
Fabaceae 2 0,3
Libidibia ferrea 1,82
Leucaena leucocephala
Mimosa acutistipula 0,3 23 30 13 518
Mimosa arenosa 0,3
Mimosa pudica 1,0
Mimosa subenervis 2,8 1,3 2,3 0,9 2,7 1,9 2,3
Mimosa tenuiflora 516 56,5 925 29,7 636 210 7,0 67,27
Piptadenia stipulacea 14,54
Prosopis 0,7 06 36 03
Senna macranthera 3,8 7,9 3,9 0,6 1,2 1,6
Lamiaceae Hyptis 0,3
Malvaceae Pseudobombax 0,6 3,64
Sida galheirensis
Waltheria 2,6 5,45
Myrtaceae Myrcia 1,7 09 0,3 1,4
Eucalyptus 7,27
Phytolaccaceae Microtea 0,3
Rubiaceae Borreria 3,7
Diodia 0,3
Indeterminados™ 7,6 9,8 0,3
) (€ I ) I )
Total 100 100 100 100 100 100 100 100

Fonte: MORENO, 2019
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Tabela 10— Frequéncia polinica das amostras M18 — M29 de méis de Melipona mandacaia

Tipos polinicos

M18 M19 M20 M21 M22 M23 M24 M25 M26 M27 M28

M29

Anacardiaceae
Schinus
Spondias
Tapirira
Euphorbiaceae
Ricinus
Fabaceae
Acacia
Chamaecrista
Mimosa
acutistipula
Mimosa
tenuiflora
Mimosa pudica
Mimosa
quadrivalvis
Prosopis
Fabaceae 1
Fabaceae 2
Fabaceae 3
Fabaceae 4
Fabaceae 5
Senna
macranthera
Prosopis
Malvaceae
Waltheria
Melastomataceae
Miconia
Myrtaceae
Myrcia
Phytolaccaceae
Microtea
Plantaginaceae
Angelonia
Poaceae
Poaceae 1
Rubiaceae

0,2
0,2

0,2
6,1
6,4

3,7
1,8

0,6

0,8
0,2

19,8 1,0

0,2

0,2

1,0

0,3

0,5

48 49 41 101 20 8,0 381
133 03 39 02 12 21,1 83

0,8

0,3
0,2

0,2
0,7
2,3

0,2

2,0

0,3

0,3

74,7 83,9 68,5 34,8 65,8 30,3 56,2 61,6 36,4

16 05 05
0,7 03 0,7

0,2

59,2 23,8 58,8 39,2

0,2

0,7 0,5
0,7
0,2
0,7

3,5
13,2

3,8
1,4

10,9 42,2

0,2
0,3

02 02

0,2 0,7
0,2

0,7 0,2
0,3 0,5
0,2

63 1,7 214
0,5
5,5

80,6 3,5

0,2

4.1
0,3 0,2

1,8

17,8
16,0

62,4

3,4
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Borreria 0,2

Solanaceae

Solanum 0,3 0,7

Indeterminados* 03 41 02 02 02 47 08 125 04
1 3 @O @ 1 @ @O @O @)

Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Fonte: MORENO, 2019



Tabela 11— Frequéncia polinica das amostras M30 — M45 de méis de Melipona mandacaia

64

Familia

Espécie

M
30

M M M M M
31 32 33 34 35

M
37

M
38

M
39

M
40

M
41

42

Asteraceae

Acanthaceae

Bombacaceae
Capparaceae

Cucurbitaceae
Euphorbiaceae

Fabaceae

Lamiaceae

Malvaceae

Nyctaginaceae
Rhamnaceae
Rubiaceae
Turneraceae
Verbenaceae

Myrtaceae

Elephantopus

Vernonia

Ruellia asperula (Mart. ex Ness)
Lindau

Pseudobombax tomentosum (Mart.)

Cleome hassleriana

Momordica charantia L.
Cucumis melo momordica
Croton campestris St Hil.
Croton

Aeschynomene martii Benth.
Caesalpinia pyramidalis Tul.
Cratylia mollis Mart. ex Benth.
Leucaena leucocephala (Lam.) de
Wit

Chamaecrista sp

Libidibia ferrea

Mimosa sp.

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.
Neptunia plena (L.) Benth
Piptadenia

Poincianella pyramidalis

Senna sp.

Ocimum basilicum var. pilosum
Hyptis

Pseudobombax tomentosum
Sida galheirensis

Waltheria sp.

Waltheria rotundifolia Schrank
Boerhavia diffusa L.

Zizyphus joazeiro Mart.
Borreria verticillata (L.) G. Mey.
Turnera ulmifolia L.

Lantana sp.

NI_1

Psidium L.(Psidium guajaba L.,)
NI_3

0,7
4,3
4,6
6,3

2,6

5,0
72,8

0,4

2,1 2,0 39
14
50 21 21

6,1 3,1 6,1 76
8,2 54 84 108 57
0,2

5.8 2,7

15 1.0

53 34 14
686 779 793 724
1,0

0,5

0,7 0,3

3,8
0,5

2,9 2,8
28 13

0,5
2,6
0,2
1,0

5,6
74

819 80,2

2,1

04
2,5

3,4
51

0,4

86,5

1,2

0,6
54

13
87,8

0,6
13

0,6
1,3

0,6

14,0

6,6

4,0
74,0

0,3
0,7

0,7

0,3

2,8

31,0
64,9

0,3

4,0
2,7

1,7

20,7
68,0
0,3

2,0

10,8

7,2
72,0

4,5

2,7
18
0,9

10,2
64,1

8,55

5,13

1,7

11

4,6

6,9

52,8

20,6
8,04

2,3
3,4

Total

100

100 100 100 100 100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Fonte: MORENO, 2019
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3.1.2  Analise fisico quimica das amostras de Apis mellifera e Melipona mandacaia

O mel tem a sua autenticidade dos parametros fisico-quimicos estabelecidos pela
regulamentacdo nacional (BRASIL, 2000) e internacional (CODEX, 2001) para abelhas Apis,
gue consideram os requisitos maximos e minimos para a padronizacdo do produto, garantindo
uma qualidade e igualdade na comercializa¢do. Os comités normativos avaliam as propriedades
sensoriais como a cor, sabor e aroma e 0s parametros de maturidade, pureza e deterioragdo do
mel.

Em 2017 foi aprovado Regulamento Técnico de Identidade e Padrdo do mel produzido
pelas abelhas da subfamilia Meliponinae (abelhas sem ferrdo), para contemplar os requisitos de
processamento e seguranca alimentar para 0 consumo humano direto.

Para a comercializacdo do mel as normativas avaliam o teor de agucares redutores, e
umidade, e para a determinacdo da pureza consideram o teor de cinzas, condutividade elétrica,
e para a deterioracdo do mel € verificada pela avaliacdo do contetdo de hidroximetilfurfural
(HMF), acidez livre, entre outros. O resultado das anélises fisico-quimicas dos méis das abelhas
Apis mellifera e Melipona mandacaia estdo apresentados na Figura 13 e nas Tabela 12 e 13,

respectivamente.

3.1.2.1 Analise de pH

Os valores de pH para as amostras de A. mellifera variaram de 3,37 a 4,55 quando
comparado com os valores reportados para os meis de abelhas A. mellifera na regulamentacéo
do Ministério da Agricultura e Abastecimento (BRASIL, 2000) e compactuam relativamente
com os resultados de quarenta e nove amostras (monoflorais e heterofloral) encontrados (DO
NASCIMENTO et al., 2018).

Ja para as amostras dos méis de M. mandacaia o pH teve uma variacdo de 3,08 a 3,65,
gue corresponde com os valores reportados para os méis de abelhas nativas do estado de S&o
Paulo, de acordo com a Resolugdo SAA-32 (BRASIL, 2017) e ainda corroboram com o estudo
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de méis de abelhas nativas que apresentou uma variacio de 2,93 a 4,77 (AVILA et al., 2018).
Alves et al., (2005) mostrou resultados parecidos para méis de mandacaia, onde o pH
apresemtaram uma media 3,27 + 0,09 para 20 amostras analisadas (ALVES et al., 2005).

Os valores baixos de pH dos méis inibem a presenca e crescimento de micro-
organismos. Esse pardmetro € muito importante para o armazenamento e influencia na
estabilidade durante a estocagem do mel podendo estar diretamente relacionado com a
composicdo floristica nas areas de coleta, além das diferencas na composi¢do do solo ou

associacdo com outras espécies vegetais (CRANE, 1983).

3.1.2.2 Acidez livre

Os valores da acidez variaram entre 19,16 e 52,51 meq kg, sendo que uma amostra
ficou ligeiramente acima de 50 meq kg que é o permitido para a legislacéo de abelhas Apis
mellifera. De forma relativamente semelhante a acidez livre foi encontrado para amostras de
Apis mellifera (DO NASCIMENTO et al., 2018). Os valores da acidez para o méis de
mandagaia variaram entre 28,33 e 105,33 meq.kg (Figura 13, Tabela 13 ), sendo acima de 50
meq kg para a maioria das amostras, que é o permitido para abelhas sem ferrdo, valores
semelhantes aos analisados por Avila.et al., (2018).

A variacdo pode ser por conta de varios fatores, incluindo o armazenamento das
amostras antes das andlises, variacdo dos &cidos organicos causada pelas diferentes fontes de
néctar, acdo das bactérias durante a maturacdo do mel, quantidade de minerais presentes, entre
outros parametros ndo identificados. A acidez pode ser um indicativo de fermentacdo de

acucares em &cidos organicos (KHALIL et al., 2012).
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3.1.2.3 Atividade de agua

Os valores da atividade de dgua para as catorze (14) amostras dos méis de Apis mellifera
variaram de 0,44 a 0,63. Ja as trinta e cinco (35) amostras dos méis de M. mandacaia variaram
de 0,63 a 0,74 (Figura 13, Tabela 13 ), estando dentro das normas publicadas para os méis das
abelhas nativas, que € de 0,80 (BRAZIL, 2017).

A atividade de &gua é um parametro importante para avaliar o estado e a estabilidade
relativa, no que diz respeito as propriedades fisicas de qualquer alimento, velocidade das
reacdes de alteracdo e atividade enzimatica, assim como crescimento e desenvolvimento de
microrganismos (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

3.1.2.4 Umidade

Para umidade dos méis de A. mellifera os valores foram de 16,33 a 19,03%, permitidos
para o mel destas abelhas que € no maximo 20g /100 g. De forma relativamente semelhante foi
encontrado para amostras de Apis mellifera (DO NASCIMENTO et al., 2018), e nas que foram
analisadas (AVILA et al., 2018). Os méis de mandacaia, apresentaram valores entre 21,43 a
31,53 %, esses valores foram parecidos aos analisados de méis de abelhas sem ferrdo (AVILA
et al., 2018) (13,26 a 56,27), e semelhantes aos encontrados por Alves et al., (2005)
(28,78+2,73) para M. mandacaia.

Esses valores sdo permitidos para o mel de abelhas nativas in natura (mel extraido dos
potes e mantido sob refrigeracdo logo apo6s a sua coleta até 0 momento do consumo, nédo
submetido a qualquer outro processamento), pasteurizado (mel que apos a extracdo passa por
processo térmico de pasteurizagdo para reducdo e/ou inibicdo do desenvolvimento
microbiologico e/ou da atividade enzimética no produto, sendo posteriormente mantido a
temperatura ambiente ou sob refrigeracdo) ou maturado (mel que apds a extracdo passa pelo
processo de maturagdo em temperatura ambiente, caracterizado por sua fermentagédo natural, a
partir do desenvolvimento das leveduras osmofilicas naturalmente presentes) de abelhas nativas
que é no maximo 40g 100g* (BRASIL, 2017).
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O teor de umidade alto resulta em um mel menos viscoso, sendo uma caracteristica
Unica para 0os méis das abelhas nativas. A quantidade de agua no mel de meliponineos é
considerada o grande diferencial deste produto em relacdo ao mel de Apis mellifera (LIRA et
al., 2014).

3.1.2.5 Condutividade

A andlise da condutividade das amostras de A. mellifera mostrou valores que variaram
de 196,66 a 520,00 pS. cm™. Valores relativamente semelhantes foram encontrados para
amostras de Apis mellifera (DO NASCIMENTO et al.,, 2018). Ndo ha valores para a
condutividade, estabelecidos pela legislagdo brasileira. A analise da condutividade das amostras
de M. mandacaia mostrou valores que variaram de 196,66 a 576,33 uS cm™ (Figura 13, Tabela
13), encaixados nos encontrados. para Melipona mandacaia (ALVES et al., 2005) (352,25 +
48,71) e para amostras analisadas para abelhas sem ferrdo (AVILA et al., 2018) ( 25 -1337).

A condutividade elétrica do mel est4 diretamente relacionada com a origem floral e
depende da concentracdo dos sais minerais, acidos organicos, proteinas e outras substancias
(ACQUARONE; BUERA; ELIZALDE, 2007; YADATA, 2014). De acordo com Yadata
(2014), os méis escuros apresentam maiores valores para a condutividade elétrica, indicando a

presenca de acidos e compostos ionizaveis em solugcdo aquosa.

3.1.2.6  Acucar redutor

Os valores médios obtidos para os agUcares redutores (frutose e glicose) foram de 63,68
a 75.59/100 g, nas amostras de Apis mellifera, estando de acordo com os recomendados pela
legislagdo (limite minimo de 60/100 g) (BRASIL, 2000).

As amostras de mandacaia demonstram valores medios obtidos para os agucares redutores
(frutose e glicose) de 64,09 a 75,28/100 g, estando de acordo com os recomendados pela
legislagdo (limite minimo de 60/100 g) (BRASIL, 2017). Em um estudo realizado por Alves et
al., (2005) apresentou resultados similares (74,82+4,28) de acUcar redutor para 0s méis de
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Melipona mandacaia coletados no municipio de Sdo Gabriel, regido semiérida do Estado da
Bahia, ainda assim Avila et al., (2018) fez um levantamento de amostras de méis de abelhas
sem ferrdo do mundo e para algumas amostras analisadas os valores de agucar redutor sdo
relativos aos que foram encontrados nos méis de Melipona mandacaia. Méis de meliponas que

possuem menor teor de agucares (70%), sendo mais adocicados (HOLANDA et al., 2012).

3.1.2.7 Teor de hidroxifurfural (HMF)

A avaliacdo de HMF é um parametro para verificagcdo do frescor e ou/superaquecimento
do mel. O teor de hidroxifurfural (HMF) dos méis analisado de A. mellifera apresentaram
valores abaixo do permitido (até 20 mg.kg™? de mel) de 2,44 a 19,66 mg. kg*. Mesmo em
ambiente com temperaturas altas como na regido onde foram coletadas as amostras, 0s méis
apresentaram baixos teores de HMF. Valores relativamente semelhantes foram encontrados
para amostras de Apis mellifera (DO NASCIMENTO et al., 2018).

J4 os valores de HMF dos méis de mandacaia também demonstram valores bem abaixo
do permitido (até 20 mg Kg* de mel) de 2,64 a 43,16 mg . Kg* (Figura 13, Tabela 13), esses
valores foram relativos para algumas amostras nos encontrados. para Melipona mandacaia ,
onde apresentou valor maximo de 16,54 (ALVES et al., 2005) e para analisados para abelhas
sem ferrdo que foram relatados valores de 0,21 a 58,27 para abelhas do Brasil, Venezuela,
Malasia, Tailandia, Nigéria, Cuba, México, Australia, Argentina e Colémbia (AVILA et al.,

2018), o que as amostras que tiveram HMF mais alto foi feita a analise ap6s dois anos da coleta.

3.1.2.8 Cinzas

O teor de cinzas nas amostras de A. mellifera analisadas variou de 0,07 a 0,22% e esté
de acordo com a legislacdo vigente (maximo de 0,6%) (BRASIL, 2000). Valores relativamente
semelhantes foram encontrados para amostras de Apis mellifera (DO NASCIMENTO et al.,
2018). Nas amostras de mandacaia, esse teor variou de 0,04 a 0,26 % (Figura 13, Tabela 13) e
estd de acordo com a legislacdo vigente (méximo de 0,6%) (BRASIL, 2017), valores
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semelhantes foram encontrados para os analisados de algumas abelhas sem ferrdo (AVILA et
al., 2018).

O teor de cinzas representa a riqueza dos minerais no mel, sendo um parametro que é
frequentemente utilizado para fins de controle de qualidade. O conteddo mineral no mel é
geralmente pequeno e depende da composicao do néctar das espécies vegetais, tipo de solo e
esta associado a diferentes origens botanicas e geogréaficas (FELSNER et al., 2004).

Com excecdo da acidez, e HMF de 12, amostras (M30 a M45 com excecdo M41. M43,
M44), todos os parametros fisico-quimicos para as trinta e cinco amostras dos méis de abelha
Melipona mandacaia apresentaram-se normais de acordo com os dados registrados na literatura
e nas legislagdes para os méis das abelhas nativas sem ferrdo. Quando comparado os valores
dos parametros fisico quimicos das abelhas Melipona mandacaia e Apis mellifera analisadas
neste estudo, com excecdo da acidez e HMF de alguma amostras, todas apresentaram-se
normais de acordo com os dados registrados na literatura e nas legislaces para os méis das

abelhas nativas sem ferréo e Apis mellifera.



Figura 13- Gréficos das anélises fisico-quimicas do mel de abelha Apis mellifera e
Mandacaia (Melipona mandacaia)
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Tabela 12— Analises fisico-quimicas do mel de abelha Apis mellifera
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A pH Acidez Livre Atividade de Umidade Condutividade Acgucar HMF Teor de
(meq.kg!)  dgua(aw) (%) (uS.cm™) re‘:;:)t " (mg.Kg') cinzas(%)
Al 3,84+0,01  36,42+1,52  0,44+0,00  16,33+0,57  235,66+0,57 70,85+0,91 2,54+0,53 0,11+0,00
A2 3,75£0,00  30,83+1,44  0,48+0,00  18,43+0,05 268,66+0,57 71,64+0,46 3,49+0,90 0,08+0,00
A3 3,77£0,00  38,33+1,44  0,47+0,00  18,13+0,11  330,66+0,57 71,91+0,80 18,11+£0,9 0,10+0,00
A4 3,76£0,00  34,16£1,44  0,50+0,01 17,4£0,10  270,66+0,57  70,85+0,91 13,17+0,9 0,07+0,00
A5 3,95+0,00  19,16+1,44  0,55+0,01  16,46+0,05 196,66+0,57 75,59+0,51 3,54+0,22 0,10+0,01
A6 4,09+0,01 25,00+2,5 0,45+0,00 16,6+0,17 353,66+0,57 73,56+0,84 2,59+0,17 0,17+0,01
A7 3,37£0,00  48,33+1,44  0,53+0,01  17,33+£0,57  208,66+0,57 72,73+0,82 8,83+0,29 0,13+0,02
A8 3,38+0,01  50,83+1,44  0,48+0,00 17,1£0,17 203,66+0,57 72,45+0,47 6,43+0,53 0,14+0,02
A9 3,57£0,01  46,66+£1,44  0,54+£0,00  16,56+0,05  318,66+0,57 73,00+0,48 16,16+0,7 0,09+0,00
Al10 3,46+0,00  51,66+1,44  0,56+0,00  19,03+0,05  340,66+0,57 72,46+0,95 19,66+0,6 0,10+0,01
All 3,77£0,00  35,83+1,44  0,54+£0,01  16,56+0,05  306,66+0,57 75,59+0,51 13,77+0,5 0,11£0,01
Al2 3,76+0,00  38,33+1,44  0,55+0,00  18,23+0,05  273,66+0,57 72,45+0,47 17,91+0,8 0,13+0,01
Al3 4,55+0,01 37,76+1,41 0,62+0,00 17,03+0,15 520,00£1,0 65,11+0,72 3,44+1,27 0,22+0,03
Al4 3,61+0,01 52,51+1,41 0,63+0,00 18,06+0,11 337,33+1,15 63,68+0,60 5,35+0,92 0,08+0,00
Média 3,75+0,30 38,98+10,10 0,52+0,05 17,37+0,86 297,51+83,46 71,56+3,36 10,51+6,67 0,11+0,04

Fonte: MORENO, 2019



Tabela 13— Analises fisico-quimicas do mel de abelha Mandagcaia (Melipona mandacaia)
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A pH Acidez Livre Atividade Umidade Condutividade Acucar HMF Teor de
(meg/kg) de Hz0 (aw) (%) (US.cm-1) redutor (%) (mg/KQg) Cinzas (%)
M1 3,38+0,01 86,66+1,44 0,71+0,01 26,53+0,15 472,66+0,57 74,42+0,86 6,68+0,34 0,11+0,00
M2 3,39+0,00 103,33+1,4 0,66+0,01 26,03+0,15 476,66+0,57 73,00+0,48 6,08+0,31 0,10+0,00
M3 3,22+0,00 78,33+1,44 0,69+0,00 27,43+0,11 285,66+0,57 73,00£0,48 9,37+0,31 0,05+0,05
M4 3,11+0,01 105,83+1,4 0,63+0,01 27,70+0,17 312,66+0,57 72,18+0,47 7,03+0,25 0,12+0,02
M5 3,18+0,00 78,33+1,44 0,60+0,01 26,53+0,05 254,66+0,57 72,73+0,82 6,08+0,22 0,07+0,00
M6 3,21+0,01 87,50+2,5 0,71+0,00 26,43+0,11 316,66+0,57 72,45+0,47 2,64+0,34 0,08+0,00
M8 3,11+0,00 75,00+£2,5 0,73+0,00 28,16+0,28 282,66+0,57 72,45+0,47 4,64+0,29 0,14+0,03
M9 3,25+0,01 66,66+1,44 0,640+00 24,93+0,05 279,66+0,57 71,64+0,46 14,67+0,5 0,11+0,00
M18 3,22+0,00 40,83%1,44 0,72+0,00 32,5740,15 197,66+0,57 67,84+0,41 4,74+0,52 0,08+0,00
M19 3,38+0,00 41,66+1,44 0,67+0,00 25,26+0,11 265,66+0,57 67,37£0,70 11,12+0,4 0,13+0,04
M20 3,41+0,01 49,16+1,44 0,68+0,00 26,53+0,05 252,66+0,57 65,08+0,38 9,88+0,29 0,10+0,00
M21 3,30+0,00 28,33+1,44 0,74+0,00 28,66+0,28 196,5+0,62 64,21+0,37 5,28+0,52 0,03+0,00
M22 3,22+0,01 54,16+1,44 0,72+0,00 30.56+0,05 229,66+0,57 70,59+0,45 4,54+0,22 0,03+0,00
M23 3,23+0,01 43,33+1,44 0,73+0,00 31,53+0,05 206,66+0,57 64,21+0,37 7,03+0,68 0,03+0,00
M24 3,27+0,01 42,50+2,5 0,69+0,01 29,5+0,11 196,66+0,57 70,59+0,45 3,69+0,22 0,02+0,00
M25 3,41+0,00 59,16+1,44 0,64+0,00 27,1340,35 251,66+0,50 68,57+0,85 13,42+0,4 0,06+0,00
M26 3,34+0,01 51,50+1,41 0,72+0,00 28,16+0,28 222,66+0,57 66,67+0,69 4,74+0,22 0,04+0,06
M27 3,31+0,01 38,33+1,44 0,74+0,00 30,5+0,12 186,66+0,50 68,10+1,44 3,64+0,37 0,01+0,00
M28 3,44+0,00 44,16+1,44 0,66+0,00 25,56+0,05 237,66+0,57 72,45+0,47 3,39+0,22 0,04+0,01
M29 3,40+0,00 73,33+1,44 0,69+0,00 28,50+0,14 264,5+0,65 73,56+0,85 5,73+0,37 0,05+0,00
M30 3,08+0,01 63,17+1,41 0,67+0,00 23,16+0,15 273,66+1,15 75,28+0,96 33,28+1,21 0,04+0,04
M31 3,09+0,01 67,27+1,41 0,71+0,00 27,00£0,2 238,66+0,57 72,58+0,78 43,16+1,39 0,07+0,04
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M32 3,19+0,01 73,00+1,41 0,71+0,00 27,03+0,15 237,66+0,57 71,81+0,76 37,67+2,29 0,06+0,00
M33 3,24+0,01 73,00+81,41 0,70+0,00 26,73+0,25 295,00+1,00 69,35+0,82 36,72+1,06 0,06+0,00
M34 3,28+0,02 75,46+1,41 0,67+0,00 23,00+0,62 261,33+1,15 69,59+0,71 24,55+1,30 0,06+0,01
M35 3,21+0,01 77,92+1,41 0,71+0,00 26,90+0,1 238,00+1,00 66,18+0,64 38,37+0,22 0,10+0,00
M37 3,23+0,02 74,64+1,41 0,64+0,00 21,43+0,11 256,33+0,57 69,59+0,71 29,39+0,95 0,07+0,01
M38 3,21+0,01 75,46%2,83 0,70+0,00 26,46%0,20 237,00+1,00 67,05+0,76 20,95+0,14 0,09+0,01
M39 3,30+0,01 77,92+1,41 0,70+0,00 25,83+0,28 297,66+1,52 67,06+1,02 33,83+1,42 0,04+0,01
M40 3,43+0,01 79,56+1,41 0,70+0,00 25,76+0,25 299,66 0,57 70,31+0,73 28,14+0,91 0,06+0,01
M41 3,35+0,00 69,72+1,41 0,67+0,00 24,10+0,26 224,00+1,00 64,09+0,92 13,52+2,90 0,08+0,01
M42 3,35+0,01 73,00+1,41 0,68+0,00 23,46+0,11 248,33+1,15 67,28+1,01 27,74+0,90 0,08+0,01
M43 3,65+0,01 50,87+1,41 0,74+0,01 26,31+0,09 576,33+1,52 73,37+0,79 17,71+0,96 0,26+0,01
M44 3,20+0,01 52,51+1,41 0,71+0,00 26,9+0,10 532,66+1,15 73,10+0,45 16,66+1,72 0,22+0,01
M45 3,62+0,01 58,25+1,41 0,71+0,00 25,83+0,20 238,33+0,57 72,84+0,45 22,10+0,70 0,08+0,00
Média  3,29+0,13 65,42+18,22 0,69+0,03 26,80+2,35 281,27+92,31 70,01+3,18 15,94+12,48 0,07+0,05

Fonte: MORENO, 2019
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3.1.3 Analises por UPLC-PDA-qTOF-MS/MS da fracdo SPE metandlica dos méis

Alguns compostos conhecidos presentes no mel de abelha Melipona mandacaia e Apis
mellifera foram identificados por comparacéo com padrdes auténticos de acordo com o0s tempos
de retencéo, dados de ultravioleta (UV) e espectros de massas como no caso de (2) 4-quinolona,
(9) écido eldgico, (23) acido (2E,4E)-abscisico, (30) acido (2Z,4E)-abscisico, (31) luteolina,
(34) quercetina, (40) naringerina, (41) apigeninae (67) 7-metoxi-naringenina, onde 0s espectros
de massa foi mostrado no capitulo 2 para (7). Os compostos ndo conhecidos foram
caracterizados pela analise dos fons produtos (espectros MSF) e pelos espectros de UV
comparados com registros na literatura. Um representativo por localidade dos cromatogramas
obtidos por UPLC-DAD e ion pico base (UPLC-qTOF/MSE) em modo negativo da fragdo SPE
metanolica dos méis de analisados estdo nas Figuras 14 até 18, respectivamente. Os compostos
encontrados por amostras e localidaddes estdo nas Tabelas 14 até 19.

Dos 71 picos analisados nos cromatogramas das amostras de méis, cinquenta e trés deles
foram identificados (Tabela 20), destes, os compostos 9, 31, 34, 40, 41 e 67 foram comparados
com padrdes auténticos. Com excecdo dos compostos 3, 4, 14,17, 18, 19, 21, 22, 24, 25, 27, 32,
33, 36, 39, e 45 (ndo foi possivel a identificagdo somente com os espectros de massas) todos
sdo derivados fendlicos. Apenas sete compostos ndo séo flavonoides agliconas: 2 (4-quinolona),
5 e 8 (acido dihidroxi cumarinico), 9 (acido elagico), 10 (4cido dihidro abscisico), 23 e 30 (acido
abscisico) e os compostos 1, 6, 7, 11, 13, 28 (flavonoides -glicosilados). Dos 40 flavonoides
agliconas identificados 26 séo flavonas/flavonois e 14 sdo flavanonas/flavanonois. O composto
2 apresentou o ion [M-H] em m/z 144,0455 (4-quinolona) e os compostos 23 e 30 m/z 263,1289
(23 acido (2E,4E)-abscisico e 30: acido (2Z,4E)-abscisico), comparados com Silva et al.,
(2014). Os ions produtos em m/z 219,1366[M-H-COz]; é referente a perda de CO2 e em m/z
204,1132 [M-H-CHs], referente a perda de CHas. Espectro de massa é mostrado na Figura 19.
O pico 9 mostrou o ion [M-H] - em m/z 300,9997 e foi identificado como &cido elagico. Os ions
produtos em m/z 283,9943 [M-H-H20]", m/z 257,0072 [M-H-COz] ", m/z 229,9945 [M-H-CO-
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COJ]", m/z 201,0184 [M-H-C02-2CO]", e m/z 185,0241 [M-H-2C0O2-CO] corroboram com a
identificacdo (WYREPKOWSKI et al., 2014).

Figura 14— Cromatograma do ion pico base obtido por MSE (UPLC-qTOF/MSE) em modo
negativo da fracdo SPE metanolica (amostra A1 Remanso) UPLC-DAD (254 nm) (A Apis, B
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Fonte: MORENO, 2019

mostrou o ion [M-H] em m/z 549,1614 e foi proposto tentativamente como

1.00 2.00 3.00

flavonona pentosahexosideo. Os ions produtos em m/z 387,1102 [M-H-hexose]; m/z

295,9734[M-H-hexose-pentose]”. Os compostos 6, 7 e 11 tem tentativa de identificagdo como

flavonoides glicosilados e fragmentagdes sdo mostradas na Tabela 20. O composto 13 m/z
623,1618. Os ions produtos em m/z 593,3466 [M-H-CH3O]; 463,1875[M-H-hexose]; e m/z

314,0389 ¢ referente a perda de as hexoses. Espectro de massa € mostrado na Figura 20
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Figura 15— Cromatograma do ion pico base obtido por MSE (UPLC-gTOF/MSE) em modo
negativo da fracdo SPE metandlica (amostra A7 Petrolina) UPLC-DAD (254 nm)
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Composto 28 (isoramnetina-glicosideo) com m/z 477,1039 [M-H] - mostrou a perda de
162 Da e posterior 28 Da, sugerindo a presenca de uma hexose na estrutura. O fragmento em
m/z 287.0538 [M-H-CO-hexose]” corresponde a molécula da isoramnetina (quercetina

metilada) desprotonada.
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Figura 16— Cromatograma do fon pico base obtido por MSE (UPLC-gTOF/MSE) em modo
negativo da fracdo SPE metandlica (amostra M8 Sobradinho) UPLC-DAD (254 nm)
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Fonte: MORENO, 2019
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Figura 17— Cromatograma do ion pico base obtido por MSE (UPLC-gTOF/MSF) em modo
negativo da fragdo SPE metanolica (amostra A6 Sento S€) UPLC-DAD (254 nm)
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Figura 18- Cromatograma do ion pico base obtido por MSE (UPLC-qTOF/MSE) em modo

A3

A3

negativo da fracdo SPE metanolica (amostra A6 Pildo Arcado) UPLC-DAD (254 nm)
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Figura 20— Espectro de ions produtos de isoramnetina-dihexosideo
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Fonte: MORENO, 2019

Os flavonoides agliconas foram separados em dois grupos baseados nos valores das

absor¢bes no UV (em torno de 290 nm para flavanona/flavanonol e 345-360 nm para
flavona/flavonol) e nos ions produtos obtidos nos espectros de massas, sendo a grande maioria
isbmeros como: 31 (285 Da); 34, 42, 46 54 (301 Da); 27 (287 Da); 35, 38, 56, 59, 60 (315 Da);
64 (343 Da); 20, 49, 50, 51, 61 (329 Da); 55, 57, 58, 70 (313 Da); 43, 53, 66, 69 (283 Da); e
44, 47, 48 (299 Da). Os picos mais comuns derivados da perda neutra de pequenas moléculas
ou ions como por exemplo CO (28 Da), H20 (18 Da) ou CH3 (15 Da) estdo na Tabela 20.
Geralmente a presenca dos ions produtos resultantes da perda destas moléculas com baixa
intensidade e a presenca acentuada do pico do ion desprotonado é observado no espectro MSE

obtido com a mais baixa energia de colisao.



Tabela 14— Identificacdo dos compostos das amostras de mel de A. mellifera (A) e M. mandacaia (M) coletas no municipio Remanso-BA
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A [M-H] . . L Al A2 A9 A0 A1l A12 M1 M2 M3 M M5 M6 M18 MI19 M20 M21 M22 M23 M24 M25
Rt Calculado Tentativa de identificagdo
(nm) (m/z) 4
1 0,32 264 549,1630 549,1614 Flavonona pentose-hexose X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
2 0,70 328 144,0440 144,0455 4-quinolona X X X X X X X X
3 1,80 340 609,1463 609,1461 Flavonol dihexosideo X X X X X X X X X X X X
4 1.90 340 639,1567 639,1567 Trihidroxi-metoxi-flavonol X X X X X X X X X X X
' dihexosideo
5 2,00 300 165,0542 165,0557 Dihidro &cido coumarinico X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
6 2.45 260 3330616 333,0616 Tetrahidroxi-metoxi- X X X X X X
flavonol
7 2.50 340 6231618 623,1618 Trihidrogi—metgxi—flavona X X X X X X X X X X X
dihexosideo
8 275 260 3330601 3330616 Tetrahidroxi-metoxi- X
flavonol
9 2.95 340 4771039 477,1039 Trihidroxi-metoxi-flavonol X X X X
hexose
10 3,09 361,1504 NI
11 3,14 573,2885 NI
12 3,24 573,2885 NI
13 3,45 723,5014 NI
14 3,54 280 263,1250 263,1289 Acido abscisico X X X X X X X X X X X X X X X X X
25 3,77 836,5810 NI
16 3,90 199,0976 199,0976 X X X X X X X
17 4,12 280 263,1250 263,1289 Acido abscisico X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
18 4,14 360 285,0400 285,0405 Tetrahidroxi-flavona X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
19 454 360 315,0505 315,0510 Tetrahidroxi-metoxi-flavona X X X X X X X X X X X X X X X X X X
20 4,75 280 271,0603 271,0612 Naringerina* X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
21 4,85 340 269,0461 269,0455 Apigenina* X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
22 5,05 340 299,0549 299,0561 Trihidroxi-metoxi-flavona X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
23 542 340 299,0549 299,0561 Trihidroxi-metoxi-flavona X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
24 5,52 340  329,0661 329,0667 ;I;etrahidroxi-dimetoxi- X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
avona
25 5,95 280 301,0702 301,0716  Trihidroxi-metoxi-flavanona X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
26 6,12 360 313,0705 313,0718 Dihidroxi-dimetoxi-flavona X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
27 6,56 350 329,0635 329,0666  Trihidroxi-dimetoxi-flavona X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
28 6,89 280  285,0750 285,0768 7-metoxi-naringenina* X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
29 7,05 360 283,0609 283,0612 Dihidroxi-metoxi-flavona X X X X X X X X X X X X
30 7,55 340 313,0701 313,0718 Dihidroxi-dimetoxi-flavona X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
31 7,62 256 355,1187 355,1187  Trihidroxi-dimetil-flavonona X X

*Comparado com padrdo autentico

Fonte: MORENO, 2019



Tabela 15— Identificacdo dos compostos das amostras de mel de M. mandacaia (M) coletas no municipio Remanso-BA
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B Tentativa de M M M M M M M M M M M M M M M M M M M
Rt &£(@mm) [M-H]"(m/2) Calculado identificacio 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 37 38 39 40 41 42 43 44 45
1 032 264 549,1630 549,1614 F'a"o”ﬁe”)f;’:”tose' X X X X X X X X X X X X X X
2 07 328 144,0443 144,0455 4-quinolona
3 1,8 340 609,1463 609,1461 Flavonol-dihexose X X X X
19 340 639,1567 639,1567 Trihidroxi-metoxi-
flavonol dihexose
4 200 300 1650542 165,0557 Dihidro-acido X X X X X X X X X X X X X X
coumarinico
5 214 360 300,9977 300,9990 Acido elagico*
6 25 340 623,1618 623,1618 Trihidroxi-metoxi- o X
flavona dihexoxideo
7 275 735,3468 NI
8 287 260 3330601 3330616 Tetrahidroxi-metoxi- o
flavonol
9 295 340 477,1039 477,1039 Trihidroxi-metoxi- oy X
flavonol hexose
10 3,09 361,1504 NI
11 314 573,2885 NI
12 324 573,2885 NI
13 334 723,5014 NI
14 34 735,3468 NI
15 345 735,3468 NI
16 3,54 280 263,125 263,1289 Acido abscisico X X X X X X X X X X X X X
17 387 280 287,054 287,0561 Tetrahidroxi-flavonol X X X X X
18 39 199,0976 199,0976 NI X X X X
19 4,00 949,664 NI
20 4,12 280 263,125 263,1289 Acido abscisico X X X X X X X X X X X
21 414 360 285,0400 285,0405 Luteolina* X X X X X X X X X X X
22 426 360 301,0345 301,0354 Quercetina* X X X X X
23 433 360 3150516 3150510 Tetrahidroxi-metoxi- X X X X X
flavona
24 454 360 315,0505 315,0510 Te”ah'f‘i';?/)é'r;;”etox" X X X X X X X X X X X X X X
25 46 280 373,1256 373,1293 Pentametoxi- X X X X X X X X X

flavanona



26
27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

32

33

34

35

4,75
4,85

4,96
5,05
5,18
5,38
5,52
5,61
5,95
6,08
6,18
6,4
6,66
6,9

7,05

280
340

280

340

280

340

340

340

280

280

360

360

360

280

360

271,0610
269,0461

301,0719

299,0549

301,0714

299,0559

329,0661

329,0661

301,0714

315,0869

313,0711

315,0512

343,0820

285,0766

283,0609

271,0612
269,0455

301,0716

299,0561

301,0716

299,0561

329,0667

329,0667

301,0716

315,0874

313,0718

315,051

343,0823

285,0768

283,0612

Naringerina*
Apigenina*
Trihidroxi-metoxi-
flavanona
Trihidroxi-metoxi-
flavona
Trihidroxi-metoxi-
flavanona
Trihidroxi-metoxi-
flavona
Tetrahidroxi-
dimetoxi-flavona
Tetrahidroxi-
dimetoxi-flavona
Trihidroxi-metoxi-
flavanona
Dihidroxi-dimetoxi-
flavanona
Dihidroxi-dimetoxi-
flavona
Tetrahidroxi-metoxi-
flavona
Dihidroxi-
trimetoxiflavona
7-metoxi-
naringenina*
Dihidroxi-metoxi-
flavona

X

X

X

X

X X X X X
X X X X X
X X X X

X X X
X

X X X X X

X X X X

X

X

X

X

X

X
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*Comparado com padrdo autentico

Fonte: MORENO, 2019



Tabela 16— Identificacdo dos compostos das amostras de mel de A. mellifera (A) coletadas no municipio Petrolina-PE

Comp. Rt £ (nm) [M-H] " (m/z) Calculado Tentativa de identificacdo A7 A8 Al3 Al4
1 0,32 259 549,1630 549,1614 Flavonona-pentose-hexose X X
2 0,7 328 144,0443 144,0455 4-quinolona X X X X
3 2 300 165,0542 165,0557 Dihidro-4cido-coumarinico X X X X
4 2,16 300 279,1214 279,1238 Acido-dihidroxi-abscisico X X X X
5 2,45 543,2803 NI
6 2,5 351,2177 351,2177 NI
7 2,73 301,1270 301,1293 NI
8 2,87 160,0398 160,0404 Hidroxi-2-quinolona X
9 2,95 301,1270 301,1293 NI X X X
10 3,09 301,1270 301,1293 NI X X X
11 3,24 480,1438 NI
12 3,45 351,2167 351,2177 NI X X
13 3,54 280 263,1260 263,1289 Acido abscisico X X X X
14 3,68 295.1424 NI
15 39 199,0976 199,0976 NI X X
16 4,12 280 263,1260 263,1289 Acido abscisico X X X X
17 4,26 360 301,0345 301,0354 Quercetina* X
18 4,28 218 201,1113 201,1132 NI X X X
18 4,33 360 315,0516 315,051 Tetrahidroxi-metoxi-flavona X
19 4,5 321,1620 321,1609 NI X
20 4,7 323,1755 323,1765 NI X X X
21 4,75 280 271,0610 271,0612 Naringerina* X X X X
22 4,85 280 301,0719 301,0716 Trihidroxi-metoxi-flavanona X
23 4,9 340 269,0461 269,0455 Apigenina* X
24 5,02 360 315,0505 315,0510 Tetrahidroxi-metoxi-flavona X X
25 51 323,1755 323,1765 NI
26 5,23 340 299,0549 299,0561 Trihidroxi-metoxi-flavona X X
27 5,38 340 329,0661 329,0667 Tetrahidroxi-dimetoxi-flavona X X
28 5,74 280 301,0714 301,0716 Trihidroxi-metoxi-flavanona X X
29 5,8 360 283,0612 283,0612 Dihidroxi-metoxi-flavona X X X
30 5,95 340 329,0661 329,0667 Tetrahidroxi-dimetoxi-flavona X
31 6 360 313,0711 313,0718 Dihidroxi-dimetoxi-flavona X
32 6,18 360 315,0505 315,051 Tetrahidroxi-metoxi-flavona X X
33 6,68 280 285,0766 285,0768 7-metoxi-naringenina* X
34 6,84 350 253,0502 253,0506 Dihidroxi-flavona X X
35 6,9 360 283,0609 283,0612 Dihidroxi-metoxi-flavona X X
36 7,00 260 255,0663 255,0663 Dihidroxi-flavonona X X

Fonte: MORENO, 2019



Tabela 17— Identificacao dos compostos da amostra de mel de M. mandacaia (M) coletas no municipio Sobradinho-BA

Comp Rt £ (nm) [M-H] " (m/z) Calculado Tentativa de identificacao M8
1 0,32 259 549,1630 549,1614 Flavonona-pentose-hexose X
2 0,70 328 144,0443 144,0455 4-quinolona X
3 1,17 270 229,0945 229,0983 NI X
4 1,52 300 345.1166 NI X
5 1,96 300 513.2648 NI X
6 2,0 300 165,0542 165,0557 Dihidro-acido-coumarinico X
7 2,46 543,2803 NI X
8 2,70 735,3402 NI X
9 3,18 573,2818 NI X
10 3,45 573,2818 NI X
11 3,54 280 263,1260 263,1289 Acido abscisico X
12 4,12 280 263,1260 263,1289 Acido abscisico X
13 4,60 373.1279 373.1293 NI X
14 4,75 280 271,0610 271,0612 Naringerina* X
15 4,85 340 269,0461 269,0455 Apigenina* X
16 5,80 360 283,0612 283,0612 Dihidroxi-metoxi-flavona X
17 6,00 360 313,0711 313,0718 Dihidroxi-dimetoxi-flavona X
18 6,18 360 315,0505 315,0510 Tetrahidroxi-metoxi-flavona X
19 6,38 719.3436 NI X
20 6,68 280 285,0766 285,0768 7-metoxi-naringenina* X
21 6,75 733,3880 NI X
22 7,00 260 255,0663 255,0663 Dihidroxi-flavonona X

*Comparado com padrdo autentico

Fonte: MORENO, 2019
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Tabela 18— Identificagcdo dos compostos das amostras de mel de A. mellifera (A) coletas no municipio Sento Sé-BA

91

Comp, Rt £ (nm) [M-H] " (m/z) Calculado Tentativa de identificacdo A5 A6
1 0,32 263 549,1638 549,1614 Flavonona-pentose-hexose X
2 0,70 328 144,0425 144,0455 4-quinolona X X
3 1,17 315 169,0381 169,0367 NI X
5 1,82 225,1122 225,1132 NI X
6 1,96 209,0800 NI X
7 2,39 360 785,2142 785,2146 Trihidroxi-metoxi-flavona-trihexose X
8 2,50 290 351,2167 NI X
9 2,87 280 473,1440 473,1453 X
10 3,09 280 361,1497 NI X
11 3,54 263 263,1266 263,1289 Acido abscisico X X
12 3,90 217 199,0957 199,0976 NI X
13 4,12 261 263,1255 263,1289 Acido abscisico X X
14 4,22 278 331,1131 331,1187 Dihidroxi-trimetoxi-flavona X
15 4,90 260 263,1269 263,1289 Acido abscisico X
16 5,61 340 329,0648 329,0666 Tetrahidroxi-dimetoxi-flavona X
17 6,20 360 313,0700 313,0718 Dihidroxi-dimetoxi-flavona X
18 6,90 280 285,0747 285,0768 7-metoxi-naringenina* X

*Comparado com padrdo autentico

Fonte: MORENO, 2019



Tabela 19— Identificacdo dos compostos das amostras de mel de A. mellifera e M. mandacaia (M) coletas no municipio Pildo Arcado — BA
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Comp, Rt £ (nm) [M-H] (m/z) Calculado Tentativa de identificacdo A3 A4 M9
1 0,32 271 549,1638 549,1614 Flavonona-pentose-hexose X X
2 0,70 328 144,0440 144,0455 4-quinolona X X X
3 1,37 387,1641 387,1661 NI X X
4 1,80 225,1122 225,1132 NI X X
6 2,00 300 165,0542 165,0557 Dihidro-acido coumarinico X X
7 2,14 705.3339 NI X X X
8 2,16 300 279,1214 279,1238 Acido-dihidroxi-abscisico X X X
9 2,39 360 785,2142 785,2146 Trihidroxi-metoxi-flavona-hexose X X
10 2,50 340 623,1618 623,1618 Trihidroxi-metoxi-flavona-dihexose X X X
11 2,69 543,2792 NI X X
13 2,75 543,2792 NI X X X
14 2,92 361,1465 NI X X
15 2,95 395,1906 NI X
16 3,09 361,1497 NI X
17 3,14 573,2891 NI
18 3,24 480,1438 NI X X
19 3,28 256 329,1021 329,1031 Hidroxi-trimetoxi-flavanona X
20 3,37 363,1625 NI X X
21 3,46 573,2881 NI X X
22 3,54 280 263,1266 263,1289 Acido abscisico X X
23 3,90 199,0976 199,0976 NI X X
24 3,95 356 477,1028 477,1039 Trihidroxi-metoxi-flavanol-hexose X
25 4,12 280 263,1255 263,1289 Acido abscisico X X X
26 4,28 360 283,0609 283,0612 Dihidroxi-metoxi-flavona X X X
27 4,33 360 301,0345 301,0354 Quercetina* X X X
28 4,54 360 315,0505 315,0510 Tetrahidroxi-metoxi-flavona X X X
29 4,75 280 271,0603 271,0612 Naringerina* X X X
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30
31
32
33
34
35
36
37

4,85
5,05
5,40
5,61
5,95
6,18
6,90
7,05

340
340
340
340
280
360
280
360

269,0461
299,0549
299,0549
329,0661
301,0702
313,0705
285,0750
283,0609

269,0455
299,0561
299,0561
329,0667
301,0716
313,0718
285,0768
283,0612

Apigenina*
Trihidroxi-metoxi-flavona
Trihidroxi-metoxi-flavona

Tetrahidroxi-dimetoxi-flavona
Trihidroxi-metoxi-flavanona
Dihidroxi-dimetoxi-flavona
7-metoxi-naringenina*

Dihidroxi-metoxi-flavona

X X X X X X X X

X X X X X X X X

X X X X X X X X

*Comparado com padrdo autentico

Fonte: MORENO, 2019
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Tabela 20— Proposta de identificacdo dos compostos dos méis por UPLC-DAD-QTOFMS-MS das amostras A. mellifera e M. mandacaia

Comp Rt £ (nm) Calculado Tentativa de identificacao
1 0,32 271 549,1614 387,1102[M-H-hexose] ; 295,9734[M-H-hexose-pentose] - Flavonona-pentose-hexose
2 0,70 328 144,0455 4-quinolona
3 1,17 270 229,0983 211,0493[M-H-H20] - NI
4 1,37 327,1038 NI
5 1,52 300 165,0557 147,0433[M-H-H;0] - Dihidro-acido-coumarinico
6 1,80 340 609,1461 283,0628[M-2H-2hexose] - Flavonol-dihexose
7 1,90 340 639,1567 609,1461[M-H-2CHjs] -; 477,1005[M-H-hexose] - Trihidroxi- metoxi- flavonol-dihexosideo
8 2,00 300 165,0557 147,0433[M-H-H,0]" Dihidro-acido coumarinico
9 2,14 360 300,9990 257,0072 [M-H-CO2], 229,9945 [M-H-CO,-CO]", 185,0241 [M-H-CO,-CO] Acido elagico*
10 2,16 300 279,1238 217,1060[M-H-H,0-CO,]" Acido-dihidroxi-abscisico
11 2,39 360 785,2146 623,1618[M-H-hexose] -; 497.3369[M-H-2H,0-hexose] - Trihidroxi-metoxi-flavona-trihexose
12 2,45 260 333,0616 315,0471[M-H-H,0] ~; 284,0307[M-H-CH30]" Tetrahidroxi-metoxi-flavonol
13 2,50 340 623,1618 593,3466[M-H-CH0] -; 463,1875[M-H-hexose] ; Trihidroxi-metoxi-flavona-dihexose
14 2,75 543,2792 NI-
15 2,87 260 333,0616 284,0307[M-H- H,0-CH30]- Tetrahidroxi-metoxi-flavonol
16 2,95 260 333,0616 284,0307[M-H- H,O-CH30]" Tetrahidroxi-metoxi-flavonol
17 3,09 361,1497 NI-
18 3,14 573,2891 NI-
19 3,24 480,1438 NI-
20 3,28 256 329,1021 301,0383[M-H-CO] -; Hidroxi-trimetoxi-flavanona
21 3,34 363,1625 NI-
22 3,45 573,2881 NI-
23 3,54 280 263,1289 219,1366[M-H-CO;] ~;204,1132[M-H-CH3] - Acido abscisico
24 3,68 723,4895 NI
25 3,77 723,4895 NI
26 3,87 278 287,0561 259,9099 [M-H-CO]- Tetrahidroxi-flavanona
27 3,90 199,0976 NI
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28 3,95 356 477,1039 287,0538[M-H-CO- hexose] Trihidroxi-metoxi-flavanol-hexose
29 4,00 949,6611 NI

30 4,12 280 263,1289 219,1366[M-H-CO,] ;204,1132[M-H-CHa]" Acido abscisico

31 4,14 360 285,0405 257,0378 [M-H-COJ Luteolina*

32 4,22 321,1609 NI

33 4,26 323,1765 NI

34 4,28 360 301,0354 283,0178 [M-H-H:0] -, 273,0399 [M-H-CO]" Quercetina*

35 4,33 360 315,0510 300,0249 [M-H-CH3];271,0222 [M-2H-CH3-CO]- Tetrahidroxi-metoxi-flavona
36 4,50 321,1609 NI

38 4,54 360 315,0510 300,0234 [M-H-CH3];271,0215 [M-2H-CH3-CO] - Tetrahidroxi-metoxi-flavona
39 4,60 323,1765 NI

40 4,75 280 271,0612 253,0455 [M-H-H,0]" Naringerina*

41 4,85 340 269,0455 239,9015[M-2H-COJ Apigenina*

42 4,96 280 301,0716 286,0402[M-H-CHjs]; 283,0220[M-H-H20] Trihidroxi-metoxi-flavanona
43 5,02 360 283,0612 268,0362 [M-H-CHs3] - Dihidroxi-metoxi-flavona
44 5,05 340 299,0561 284,0321[M-H-CHs]~ Trihidroxi-metoxi-flavona
45 5,10 323,1765 NI

46 5,18 280 301,0716 285,9039[M-2H-CHj3] - Trihidroxi-metoxi-flavanona
47 5,23 340 299,0561 284,0321[M-H-CHj3] - Trihidroxi-metoxi-flavona
48 5,38 340 299,0561 284,0321[M-H-CHs] - Trihidroxi-metoxi-flavona
49 542 340 329,0667 314,0491[M-H-CHjs]; 299,8727[M-H-2CH3];271,9001[M-H-2CH3-CO] - Tetrahidroxi-dimetoxi-flavona
50 5,52 340 329,0667 314,0447[M-H-CH3J; 299,0198[M-H-2CH3];271,0164[M-H-2CH3-CO] " Tetrahidroxi-dimetoxi-flavona
51 5,61 340 329,0667 314,0491[M-H-CHjs]; 299,8727[M-H-2CH3];271,9001[M-H-2CH3-CO] - Tetrahidroxi-dimetoxi-flavona
52 5,74 280 301,0716 285,9039[M-2H-CHj3] - Trihidroxi-metoxi-flavanona
53 5,80 360 283,0612 268,0346[M-H-CHj3] - Dihidroxi-metoxi-flavona
54 5,95 280 301,0716 285,9039[M-2H-CHj3] - Trihidroxi-metoxi-flavanona
55 6,00 360 313,0718 298,0453 [M-H-CH3]", 283,0211 [M-H-2CH3]", 255, 0267 [M-H-2CH3-CO]- Dihidroxi-dimetoxi-flavona
56 6,08 360 315,0510 300,0257 [M-H-CH3];271,0223 [M-2H-CH3-CQO] - Tetrahidroxi-metoxi-flavona
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Tabela 20 — Proposta de identificagdo dos compostos dos méis por UPLC-DAD-QTOFMS-MS das amostras A. mellifera e M. mandacaia (Continuagao)

57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

71

6,12
6,18
6,20
6,40
6,56
6,66
6,68
6,75
6,84
6,89
6,90
7,00
7,05
7,55

7,62

360
360

360
360
340
360
280
360
350
360
280
260
360
360

256

313,0718
313,0718

315,0510
315,0510
329,0666
343,0823
285,0768
343,0823
253,0506
283,0612
285,0768
255,0663
283,0612
313,0718

355,1187

283,0211 [M-H-2CH3]
298,0453 [M-H-CH3], 283,0211 [M-H-2CH3], 255, 0267 [M-H-2CH3-COJ-
300,0257 [M-H-CH3]";271,0223 [M-2H-CH3-CO] -

300,0257 [M-H-CH3]";271,0223 [M-2H-CH3-CO] -
314,0447[M-H-CH3J"; 299,0198 [M-H-2CH3];271,0164[M-H-2CH3-CO] -
325,1767[M-H-H,0]"; 297,1517 [M-2H-3CHs]"

269,7814 [M-2H-CH3]
325,1767[M-H-H,0]"; 297,1517 [M-2H-3CHa]"

268,0346[M-H-CH3] -
269,7814 [M-2H-CH3]

268,0346[M-H-CH3]-
298,0453 [M-H-CH3]", 283,0211 [M-H-2CH3], 255, 0267 [M-H-2CH3-COJ"

325.1852[M-H-2CH3] -, 327.1229[M-H-CO]-

Dihidroxi-dimetoxi-flavona

Dihidroxi-dimetoxi-flavona

Tetrahidroxi-metoxi-flavona
Tetrahidroxi-metoxi-flavona
Trihidroxi-dimetoxi-flavona
Dihidroxi-trimetoxi-flavona
Dihidroxi-metoxi-flavonona
Dihidroxi-trimetoxi-flavona
Dihidroxi-flavona
Dihidroxi-metoxi-flavona
7-metoxi-naringenina*
Dihidroxi-flavanona
Dihidroxi-metoxi-flavona

Dihidroxi-dimetoxi-flavona

Trihidroxi-dimetil-flavonona

NI- Nao identificado; *Comparado com padrdo auténtico.

Fonte: MORENO, 2019
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3.1.4 Teor de flavonoides, fendlicos totais e atividade antirradicalar (DPPH) dos méis

das abelhas mandacaia (Melipona mandacaia) e Apis mellifera.

Os resultados das analises teor de flavonoides, fendlicos totais e atividades
antirradicalares frente ao radical DPPH dos méis das abelhas Apis mellifera e Melipona
mandacaia estdo nas Tabelas 21 e 22. Os testes foram realizados com as amostras de mel in
natura. A metodologia para estes testes com méis in natura foi descrita pela primeira vez para
méis de Melipona subnitida (jandaira) e conforme anélise demonstra resultados proximos com
0s obtidos nesse estudo (SILVA et al., 2013).

O teor de compostos fendlicos variou de 0,37 a 0,82 miligramas equivalentes ao acido
gélico por grama do mel (mgGAE/qg) para as amostras de A. mellifera e o teor de fendlicos das
amostras de M mandacaia variou de 0,20 a 0,86 miligramas equivalente ao acido galico por
grama do mel (mgGAE/qg), resultado com relativa semelhanca aos encontrados para méis in
natura de Melipona subnitida (jandaira) (1,1 a 1,3) (SILVA et al., 2013).

O teor de flavonoides das amostras de A. mellifera variou de 0,01 a 0,08 miligramas
equivalente a quercetina por cada grama de mel (mgEQ/g de Mel) (Tabela 21). J& o teor de
flavonoides para as amostras de Melipona mandacaia variou de 0,01 a 0,08 miligramas
equivalente a quercetina por cada grama de mel (mgEq/g de Mel) (Tabela 22).

As atividades antirradicalares frente ao radical DDPH, foram representadas com a CEso.
Nas amostras de Apis mellifera a CEs, variou de 44,92- 74,64, e uma amostra ficou acima de
100 mg.mL?, sendo esta ndo considerada com bom potencial antioxidante, e para M.
mandacaia os resultados obtidos da CEs, variaram de 28,27 a99,72 mg.mL* (DPPH), as
amostras que ficaram acima de 100 mg.mL*, também foram ndo consideradas com bom
potencial antioxidante. Quando comparados com os dados (11,1 a 12,9) de Silva et al., (2013)
da literatura, as amostras tanto de Apis como de Melipona mandacaia podem ser consideradas
com potencial antioxidante em mel in natura.

Provavelmente a atividade antiradicalar tanto de Apis mellifera como de Melipona
mandacaia estd relacionada com os flavonoides presentes nos méis, uma vez que foram
identificados flavonoides, dentre eles a quercetina e luteolina conhecidos por apresentar estas
atividades (BURDA; OLESZEK, 2001). A atividade antirradicalar apresentada pelas amostras
estudadas de méis in natura indicam o potencial antioxidante do mel de destas abelhas com tipo

polinico Mimosa tenuiflora (jurema preta) predominante.
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Tabela 21— Dados do teor de flavonoides, fendlicos totais e atividade antirradicalar (DPPH)

dos méis da abelha Apis mellifera ?

Amostras Teor de Fenolicos Teor de Flavonoides DPPH? CEsy
mg EAG/g de Mel mg EQ/g de Mel (mg/mL)
Al 0,63 =0,01 0,03 £+ 0,005 85,53+1.4
A2 0,58 £ 0,02 0,02 £ 0,002 51,66+0,8
A3 0,82 +0,03 0,06 + 0,007 44,92+0,9
A4 0,59 + 0,02 0,03 + 0,006 45,26+0,6
A5 0,55+0,01 0,01 + 0,004 57,52+1,1
A6 0,78 £ 0,01 0,03 + 0,005 59,22+2.2
A7 0,75 £ 0,009 0,02 + 0,005 65,33+2,8
A8 0,76 + 0,008 0,03 + 0,000 67,55£1,0
A9 0,38 £ 0,01 0,01 £0,003 74,64+0,6
Al10 0,37 £ 0,01 0,04 + 0,002 60,20+1,0
All 0,43 £ 0,00 0,03 + 0,003 73,01+0,8
Al2 0,54 + 0,005 0,05 £ 0,001 52,00£1,3
Al3 0,47 £0,01 0,05 + 0,004 > 100
Al4 0,55+0,01 0,08 + 0,004 76,46 £ 1,7
Ac. Ascorbico - - 6,02 £0,10

2 valor médio + desvio padrdo, n = 3, Concentragdo de antioxidante necessaria para reduzir a quantidade inicial

dos radicais em 50%.

Fonte: MORENO, 2019
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Tabela 22— Dados do teor de flavonoides, fendlicos totais e atividade antirradicalar (DPPH)

dos méis da abelha Mandacaia (Melipona mandacaia) *

Amostras Teor de Fendlicos Teor de Flavonoides DPPH?CEso
mg EAG/g de Mel mg EQ/g de Mel (mg/mL)

M1 0,86 £ 0,02 0,07 £ 0,005 48,11+0,7
M2 0,85 + 0,05 0,08 + 0,005 41,88+0,3
M3 0,51+0,01 0,05 £ 0,007 52,02+2,7
M4 0,83 £0,03 0,05 + 0,009 61,22+1,4
M5 0,76 £ 0,03 0,04 + 0,002 55,08+1,7
M6 0,64 + 0,02 0,03 £ 0,001 72,79+1,2
M8 0,67 £ 0,02 0,02 + 0,004 49,84+1,5
M9 0,55 + 0,05 0,03 £ 0,003 45,64+1,6
M18 0,22 £0,01 0,01 + 0,002 >100
M19 0,41+0,01 0,03 + 0,001 > 100
M20 0,47 +0,01 0,03 £ 0,002 > 100
M21 0,22 £ 0,01 0,02 £ 0,005 > 100
M22 0,27 £0,01 0,05 + 0,009 >100
M23 0,20 + 0,01 0,04 + 0,010 > 100
M24 0,24 £0,01 0,04 £0,013 > 100
M25 0,53 £0,01 0,10 £ 0,009 41,34+0,3
M26 0,30 £0,01 0,02 + 0,002 > 100
M27 0,21 +£0,02 0,01 + 0,001 > 100
M28 0,43+0,01 0,03 + 0,001 99,21+1,1
M29 0,46 + 0,02 0,08 + 0,005 75,05+0,9
M30 0,51 +£0,01 0,03 £ 0,001 > 100
M31 0,41+0,01 0,04 + 0,002 > 100
M32 0,47 +0,01 0,05 + 0,003 99,72+ 2,2
M33 0,45+ 0,01 0,05 + 0,002 > 100
M34 0,40+ 0,01 0,04+ 0,001 > 100
M35 0,52 +£0,01 0,04 + 0,001 > 100
M37 0,45+ 0,01 0,03 £ 0,001 > 100
M38 0,42 +0,01 0,03 £ 0,001 > 100
M39 0,65 +0,01 0,07 £ 0,001 37,63+ 1,09
M40 0,58 £0,01 0,08 £ 0,002 42,24 + 2,02
M41 0,49 £0,01 0,04 £ 0,005 > 100




100

M42 0,38+0,01 0,04 + 0,001 > 100
M43 0,67 £0,01 0,05 + 0,002 28,37+0,2
M44 0,71+0,01 0,05 + 0,004 29,27+04
M45 0,41+£0,01 0,04 + 0,005 > 100
Ac. Ascorbico - - 6,02 £ 0,10

@ valor médio + desvio padrdo, n = 3, Concentracdo de antioxidante necessaria para reduzir a quantidade
inicial dos radicais em 50%.

Fonte: MORENO, 2019
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3.2 CONCLUSAO

As andlises melissopalinoldgicas dos méis coletadas de Apis mellifera e M. mandacaia
mostraram a predominancia de tipos polinicos da familia Fabaceae, em sua maioria da espécie
do género Mimosa, apresentando uma variacao de 47,7 a 88% e 51,6 até 92,5% respectivamente
de frequéncia polinica das amostras estudadas.

As analises fisico-quimicas mostraram um perfil similar nas amostras analisadas. Para
Apis mellifera (pH — 3,37 - 4,55; acidez livre 25,00 - 52,51 mequiv.Kg™; atividade de agua 0,44
- 0,63; umidade 16,33 - 19,03 %; condutividade 203,66 - 520,00 pS.cm™; agucar redutor 63,68
— 75,59 ¢.100gY; HMF 2,54 — 19,66 mg.Kg™; e teor de cinzas 0,08 — 0,22, %) e para M.
Mandacaia (pH — 3,08 - 3,65; acidez livre 28,33 - 105,83 mequiv.Kg?; atividade de agua 0,60
- 0,74; umidade 21,43 - 32,57 %; condutividade 196,50 - 576,33 uS.cm; aclcar redutor 64,09
— 75,28; 9.100gt HMF 2,64 — 43,16 mg.Kg; e teor de cinzas 0,01 — 0,22 %), contribuindo
estes resultados para o conhecimento da especie M. mandacaia para possiveis normas futuras
de qualidade de abelhas sem ferrao.

Os méis apresentam potencial antioxidante, demonstrado pela atividade antirradicalar
frente ao DPPH para Apis mellifera (51,66- >100 mg mL™') e para M. Mandacaia (28,37- >100
mg mL™).

Dos 71 compostos analisados nas amostras de meis, cinquenta e trés deles foram
identificados. A maior parte dos compostos foram identificados como derivados fendlicos,
sendo destes apenas sete ndo séo flavonoides agliconas. Foram identificados 40 flavonoides

agliconas sendo 26 flavonas/flavonois e 14 sdo flavanonas/flavanonois.
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4 ANALISE QUIMICA, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E MODULADORA
DARESINA DE MYRACRODRUON URUNDEUVA ALL.

4.1 INTRODUCAO

Os exsudatos sdo misturas complexas de moléculas grandes e pequenas, incluindo
carboidratos, proteinas, aminoacidos, compostos volateis ou ions inorganicos liberados de
plantas saudaveis durante o processo de exsudacdo (MIRHOSSEINI; AMID, 2012;
NEUMANN; ROMHELD, 2007; UREN, 2000). S&o conhecidos por possuir varias
propriedades medicinais e também utilizados como ingredientes em medicamentos, alimentos,
perfumes e cosméticos (IQBAL; FRY, 2012), e podem variar entre ou dentro de géneros e
espécies (BOER; ELLA, 2000). Sdo de origem vegetal com consisténcia solida ou semissélida,
tais como resinas, oleoresinas, ceras balsamos, latex, mucilagens e gomas. A propor¢éo de
constituintes pode variar de acordo com o clima, a estacao e outros fatores. Nos referimos aos
exsudados obtidos de plantas em seu estado natural ou de insetos que parasitam as plantas
(LANGENHEIM, 2003).

Balsamo é um exsudato de resina ou oleoresinas caracterizado por um alto teor de acidos
benzoico ou cindmico e seus ésteres. Eles tém um odor "balsdmico” caracteristico. Oleoresinas
é um tipo de resina que, por causa de um alto teor de 6leo volatil, € mais maleavel do que uma
que contém pouco ou nenhum o6leo. O termo €, no entanto, por vezes reduzido a resina
(COPPEN, 1995).

Devido a procura por medicamentos naturais, houve um ressurgimento do interesse
pelas resinas extraidas das florestas. O seu uso de resinas naturais em alimentos, remédios e
vernizes ou revestimentos protetores remontam a tempo. Algumas resinas naturais s@o
aprovadas pela US Food and Drug Administration para uso em produtos farmacéuticos. A
resina balsdmica benzina é usada na medicina chinesa tradicional, a benzoina de Sumatra é
amplamente utilizado em preparacdes farmacéuticas, a Styrax, € uma oleoresina usada em
preparacOes farmacéuticas, tais como medicamentos bronquicos, a Copaiba, € uma oleoresina
que é usada em aplicacOes farmacéuticas; Asafoetida é uma oleoresina é usada em tempero para
molhos de carne e em preparag6es farmacéuticas, a Galbanum é usada em perfumes, o principal
uso do copal é como um verniz para madeira e papel, Damar é uma resina usada em fabricacao
de tintas, vernizes, revestimentos resistentes a gua e materiais de moldagem por injecao. Nos
paises onde as damars sdo produzidas, eles encontram uso local para calafetar barcos e bacias.

Na india, o sal damar é amplamente usado como um incenso e no sistema nativo da medicina,
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sangue de dragdo é uma resina colorida que tem sido, e ainda é, usado para fins medicinais
(COPPEN, 1995).

Recentemente, um relatdrio cientifico sobre o potencial terapéutico dos exsudados
liberados das plantas, usos medicinais dos exsudatos vegetais e foram apresentadas as
atividades bioldgicas e o potencial farmacoldgico dos exsudatos vegetais. Sdo descritos
diferentes tipos de exsudatos liberados das plantas, seu método de coleta e analises. Todos 0s
relatorios disponiveis sobre vérias atividades de exsudatos de plantas, incluindo;
antimicrobiano, anti-inflamatério, antioxidante, cicatrizacdo de feridas, antinociceptiva foram
discutidos em detalhes. As perspectivas futuras desses exsudatos de plantas para a descoberta
de drogas e varios fatores a respeito deles sdo também destacados, ndo se encontrando nenhuma
informacao sobre a resina de Myracrodruon urundeuva o que evidéncia que é muito provavel
que ndo tenha estudos feitos (LICA et al., 2018). No Brasil tem sido utilizadas resinas de
algumas especies de plantas a exemplo da Anacardiaceae (MAIA-SILVA et al., 2012).

A familia Anacardiaceae possui distribuicdo tropical e subtropical, incluindo cerca de
70 géneros e 701 espécies em todo o territdério mundial. No Brasil ocorrem 15 géneros e cerca
de 70 especies (ANACARDIACEAE — THE PLANT LIST, 2013), arbustos ou arvores,
raramente lianas ou ervas, aromaticos, fruto em geral drupa ou sdmara (SOUZA; LORENZI,
2005). Séo geralmente arvores ou arbustos (ndo ha ervas nessa familia) com canais resinosos
que, quando expostos por injurias, ttm um cheiro caracteristico. As Anacardiaceae sempre tém
canais resiniferos nos ramos e troncos. As folhas sdo alternadas, simples ou imparipenadas, as
vezes ternadas, sempre sem estipulas. Os canais resiniferos sdo ricos em taninos. A familia
distingue-se de outras pela combinacdo de um disco intra-estaminal, com a presenca de vasos
resiniferos e o fruto drupaceo. Ha dois centros vegetativos: um na Malasia e outro na América
andina. Estendem-se da zona quente até ambas as zonas temperadas. No Brasil conhecem-se
aproximadamente 40 espécies (CRONQUIST; TAKHTADZHIAN, 1981).

A familia possui representantes com importancia alimentar, sendo manga (Mangifera
indica L.), seriguela (Spondias mombin L.) caju (Anacardium occidentale L.), e pistache
(Pistacia vera L.) (BARROSO, 1991; LORENZI; MATOS, 2002). O termo aroeira é utilizado
para designar plantas classificadas em trés géneros da familia Anacardiaceae: Schinus,
Astronium e Lithraea. A aroeira-do sertdo ou aroeira-preta € a Myracrodruon urundeuva
Alemao (Figura I11.1), possuindo os sinénimos Astronium juglandifolium Griseb. e Astronium
urundeuva Engl. (MORAES; FREITAS, 1997; SANTOS, 1987).

O género Schinus tem cerca de 10 espécies, espalhadas principalmente pela América do
Sul (CARVALHO; OTHERS, 1994). O género Anacardium apresenta um pequeno numero de
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espécies, todas elas originarias da América Central e do Sul a excecdo de Anacardium
encardium, provavelmente procedente da Malésia. A espécie mais importante é Anarcadium
occidentale (cajueiro) por ser a unica cultivada em escala comercial e apresentar o maior grau
de dispersdo em todo o mundo (WATSON, 1992). O género Astronium, estabelecido por
Jacquin em 1760, pertence a familia Anacardiaceae, € neotropical e reline espécies arbodreas,
com frutos de calice persistente e acrescente no fruto, que resulta num aspecto estrelado, sendo
esta caracteristica que da nome ao género (SANTIN; LEITAO FILHO, 1991).

Algumas espécies do género sdo empregadas na medicina tradicional como
antidiarreico, estomaquico e cicatrizante pela presenca de taninos e 6leo resinas, a exemplo do
caju-do-cerrado (Anacardium humile A. St. Hil.), da aroeira do-sertdo (Myracrodruon
urundeuva Fr. Allemé&o) e do pimenteiro (Schinus molle L.) (ALONSO, 1998; LORENZI;
MATQOS, 2002; SANGUINETTI, 1989). QOutras, do ponto de vista médico, revelam-se ser de
interesse ao causarem dermatites em individuos suscetiveis, devido aos catecois presentes na
resina secretada (CRONQUIST; TAKHTADZHIAN, 1981).

Myracrodruon era um subgénero do género Astronium. O género Myracrodruon foi
revelado e a espécie Astronium urundeuva (Fr. Allem.) Engl. passou a ser novamente
denominada de Myracrodruon urundeuva Fr. Alem&o (SANTIN, 1989; SANTIN; LEITAO
FILHO, 1991). Esta espécie € da divisdo Magnoliophyta (Angiospermae), classe
Magnoliopsida (Dicotiledénea), ordem Sapindales, Familia: Anacardiacea, Espécie
Myracrodruon urundeuva Fr. Al. (CRONQUIST; TAKHTADZHIAN, 1981). Myracrodruon
urundeuva Fr. Alemdo, conhecida como aroeira-do-sertdo, € um representante arbéreo da
familia Anacardiaceae de distribuicdo natural limitada a America do Sul. No Brasil, a espécie
ocorre nas regides Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, associada a ambientes secos de Cerrado,
Savanas e Caatingas (SANTIN, 1989).

Segundo Santin & Leitdo filho (1991), a Myracrodruon urundeuva é uma espécie
arborea, tropical, secundaria tardia, o tronco geralmente é curto e tortuoso na Caatinga (Figura
21), mas na floresta pluvial, apresenta fuste com até 12 m de altura. E uma arvore apicola, sendo
seu fruto consumido por periquitos e papagaios (CARVALHO; OTHERS, 1994; POTT; POTT,
1994; SANTIN; LEITAO FILHO, 1991). Exsuda uma resina, proveniente das lesdes das
cascas, também é coletada pelas abelhas (Figura 111.1) (MAIA-SILVA et al., 2012). E uma
arvore frondosa, com cerca de 5-20 m de altura, possui folhas compostas, imparipenadas, com
5-7 pares de foliolos ovado-obtusos, pubescentes em ambas as faces da lamina foliar, quando
jovens (SAMPAIOQ, 2005).
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Figura 21— Arvore Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao
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Fonte: SARMENTOS, 2018

Geralmente, esta espécie floresce entre julho e setembro, e a maturacao dos frutos ocorre
de setembro a outubro (ANDRADE et al., 2000). A polinizacdo de Myracrodruon urundeuva
é realizada por abelhas, e a dispersdo dos diasporos é anemocdrica. Seus frutos sdo do tipo
drupa globosa ou ovoide, com calice persistente, considerado um fruto-semente. A semente é
Unica (0,2 a 0,4 cm de diametro), globosa, desprovida de endosperma, com epicarpo castanho
escuro, mesocarpo castanho, carnoso, resinifero, com odor caracteristico e tegumento
membranaceo (FIGUEIROA; BARBOSA; SIMABUKURO, 2004).

Diversos medicamentos tradicionais derivados de varias espécies de plantas sao
frequentemente utilizados no sistema didrio no cuidado de salde nos paises em
desenvolvimento (BREITBACH et al.,, 2013; FERREIRA et al., 2014; VEIGA JUNIOR,;
PINTO; MACIEL, 2005). Além das atividades biologicas aproveitadas pela medicina
tradicional e popular, a aroeira-do-sertdo apresenta outras propriedades interessantes avaliadas
em laboratorio. Esta planta é frequentemente utilizada por suas propriedades medicinais, como
antisséptico, antimicrobiana, anti-inflamatdria, antidiarreico e cicatrizacdo de feridas

(DUARTE et al., 2009). Foram isoladas chalconas da casca do caule de Myracrodruon
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urundeuva e constataram que estes compostos quimicos também possuiam 0s mesmos efeitos
que as fracOes tanicas isoladas deste vegetal (Figura 22) (VIANA; BANDEIRA; MATOS,
2003). Extrato metandlico da casca de Myracrodruon urundeuva apresentou elevada atividade
antioxidante in vitro (DESMARCHELIER et al., 1999).

Figura 22— Chalconas isoladas da casca do caule de Myracrodruon urundeuva segundo Viana
et al., (2003)

Fonte: MORENO, 2019

Os produtos naturais das plantas podem mudar ou modular a acdo de antibiéticos,
potencializando ou reduzindo sua atividade (COUTINHO et al., 2008a). Muitas plantas foram
avaliadas ndo apenas por sua ac¢do antibacteriana direta, mas também como modificadores da
atividade antibiotica (COUTINHO et al., 2010).

Pesquisa com a agdo do extrato aquoso da aroeira-do sertdo sobre a colite difusa
induzida por &cido acético, em ratos, mostrou efeito anti-inflamatério e antilulcerogénico. Os
resultados encontrados comprovam que a aroeira-do-sertdo apresenta importantes propriedades
farmacoldgicas, tais como inibicdo da permeabilidade vascular e de lisossomos e um
antagonismo direto para alguns dos mediadores inflamatorios, como a histamina e a bradicinina
(RODRIGUES et al., 2002). A entrecasca da aroeira é largamente usada na medicina popular
do Nordeste brasileiro para o tratamento de problemas dermatoldgicos e ginecoldgicos
(MATOS, 2000), sendo verificadas experimentalmente sua atividade cicatrizante (VIANA et
al., 1995), anti-inflamatoria e antilulcerogénico (MENEZES; RAO; FONTELES, 1986) e a
fracdo de taninos tem acédo analgésica e anti-inflamatodria (VIANA et al., 1997).

Além do uso medicinal, as cascas de aroeira-do-sertdo por apresentar elevado teor de
taninos também é aproveitada na inddstria de curtume, a resina amarelo-clara, proveniente das
lesGes da casca € medicamento de larga aplicacdo entre os sertanejos como tdnico e nos mesmos

casos em que se usam as cascas, as folhas maduras passam por forrageiras (BRAGA, 2001).



110

O estudo farmacoldgico pré-clinico do extrato-aquoso da entrecasca, bem como do
extrato hidro alcodlico e, especialmente, do extrato obtido com acetato de etila, mostraram
significante efeito anti-inflamatorio, antilulcerogénico e cicatrizante; o extrato aquoso mostrou
nivel baixo de toxicidade em ratos por via oral, excetos em ratas prenhas quando administrado
por longo tempo. Os resultados e observagdes clinicas permitem recomendar seu uso oral como
anti-inflamatorio e cicatrizante, indicado no tratamento de ferimentos, infeccionados ou néo, na
pele, nas gastrites, Ulcera gastrica, cervicite, vaginites e hemorroidas (BANDEIRA, 2002).

Os trabalhos publicados com a espécie relatando atividades farmacoldgicas representam
mais de 50%, seguido dos trabalhos que abordam aspectos quimicos e agronémicos. Dentre 0s
trabalhos que abordam estudos quimicos, a maioria relata estudos com a parte da planta usada
na medicina popular e aborda principalmente a caracterizacao de taninos (MONTEIRO et al.,
2005, 2006; QUEIROZ; MORAIS; NASCIMENTO, 2002), polifendis e ligninas (MORAIS et
al., 1999), caracterizacdo e isolamento de metabolitos secundarios (BANDEIRA, 2002). O
extrato etanolico de folhas de Myracrodruon urundeuva mostrou atividade antiviral contra o
rotavirus SA-11 (CECILIO et al., 2016). Atividade anti-leishmania do 6leo essencial de M.
urundeuva foi relatado (CARVALHO et al., 2017).

4.1.1 Resinas naturais

A resina é definida com 0 nome genérico de uma classe de substancias, trata-se de um
liquido viscoso inflaméavel, de cor translicida amarelo/marrom a branco. Alguns géneros da
familia Burseracea (Elaphrium, Icica, Canarium e Protium) sdo produtoras de resina, estas sdo
conhecidas genericamente como elemi e possuem em sua composicdo triterpendides
tetraciclicos, acidos elemadienolico e elemadiendico, mas principalmente triterpenoides
pentaciclicos, tais como a mistura a- e 3- amirina, 0 maniladiol e a breina (MAIA et al., 2002).

Familias importantes que produzem resinas sdo: Burseracea, Dipterocarpacea,
Leguminosae (principalmente, Caesalpinioideae), Styracaceae e duas familias de coniferas,
cada uma com um importante género produtor de resina, Araucariaceae (Agathis) e Pinaceae
(LAMBERT et al., 2010). Podem ocorrer em quase qualquer 6rgdo ou tecido das espécies de
plantas (RIKKINEN et al., 2016). Esse liquido obtido por incisdo no préprio vegetal, ndo tem
composicdo simples e sdo fisicamente duras, transparentes ou translicidas, insoliveis em &gua,
mas podem ser dissolvidas em alcool ou em outros solventes organicos e queimam com uma
chama fumarenta caracteristica e sdo provavelmente produtos da oxidacdo dos terpenos
(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).
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As resinas podem ocorrer em misturas homogéneas com Oleos volateis. sendo
conhecidas como oleoresinas. Dependendo da quantidade relativa do dleo volatil na mistura, as
oleoresinas poder ser liquidas, semissdlidas ou solidas, quando expostas ao ar e a luz endurecem
por evaporacao e oxidacao das esséncias, resultando em substancia de natureza consistente com
caracteristicas proprias. Em geral, observa-se uma pequena quantidade de exsudato natural nas
arvores que contém oleoresinas, devido a agressao por insetos, a quebra de ramos ou outras
lesGes, podendo obter essa substancia pela incisdo artificial do cértex ou mesmo da madeira
(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997). Todos os exsudatos que foram confundidos com resina
no passado agora podem ser distinguidos da resina em sua forma pura por sua cComposicao
quimica e pelos caminhos biossintéticos através dos quais eles sao formados (LANGENHEIM,
2003).

A resina das plantas também pode ser definida como uma mistura lipossoluvel de
compostos secundarios terpenoides e/ou fendlicos volateis e ndo volateis que geralmente sdo
segregados em estruturas especializadas localizadas internamente ou na superficie da planta e
de potencial significado nas interacGes ecoldgicas. Consistem principalmente em metabolitos
ou compostos secundarios, aqueles que aparentemente ndo desempenham nenhum papel na
fisiologia primaria ou fundamental da planta. Os componentes da resina fenélica que ocorrem
nas superficies dos 6rgédos das plantas foram utilizados, particularmente em medicamentos, e
podem ser Uteis como fonte de combustivel de biomassa; no entanto, sua significancia geral é
provavelmente maior como prote¢éo para superficies vulneraveis das plantas (LANGENHEIM,
2003).

As resinas sdo amplamente distribuidas no reino vegetal, embora algumas familias
sejam notaveis em representacdo de uma grande proporcao das resinas do comércio (por
exemplo, Leguminosae, Burseraceae e Pinaceae) e podem ocorrer em quase todos o0s 6rgaos ou
tecidos da planta (COPPEN, 1995).

A especie Protium heptaphyllum popularmente conhecida como almecega é encontrada
em todo o Brasil em terrenos arenosos secos ou Umidos, com grande incidéncia na regido
Amazonica, é produtora de resina sendo conhecida como breu branco, almecega do Brasil,
goma-limdo (CORREA; DE AZEREDO PENNA, 1984). Sua utilizacdo é amplamente
difundida, principalmente na medicina popular como analgeésico, cicatrizante, anti-inflamatério
e expectorante; também € utilizado na industria de verniz; na calafetacdo de embarcacdes e em
rituais religiosos (CORREA; DE AZEREDO PENNA, 1984; DE FATIMA AGRA; DE
FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; OLIVEIRA et al., 2004; SUSUNAGA et al., 2001).
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Das partes aéreas de Baccharis grisebachii (Asteraceae), exsuda uma resina, a qual é
usada no tratamento de ulceras, queimaduras e inflamacdo da pele (FERESIN et al., 2003).
Outras atividades incluem: antisséptica, expectorante, carminativa, antiespasmadica,
emenagoga e anti-helmintica. A atividade antioxidante também é observada nas resinas
naturais, onde (ASSIMOPOULOU; ZLATANOS; PAPAGEORGIOU, 2005), demonstraram
que a resina de Pistacia lentiscus var. Chia, e 0 6leo essencial obtido de Commiphora myrrh e
Boswellia serrata, apresentam significativa atividade. O género Pistacia lentiscus var. Chia
produz uma resina com atividade antioxidante in vitro (ANDRIKOPOULOS et al., 2003).

O uso de resinas naturais é importante porque elas provém de uma fonte renovavel.
Geralmente, a maioria das resinas naturais sao sistemas multifasicos com alta complexidade
quimica. O estudo de seu comportamento dindmico molecular em condic¢des naturais requer o

uso de um grande conjunto de métodos analiticos complementares (SILVA et al., 2002).

4.1.2 Triterpenos

Triterpenos sdo constituintes que tém despertado um grande interesse em razdo da
descoberta do seu potencial farmacolégico, com inimeras atividades terapéuticas, tais como:
anticancer, anti-inflamatorio, antileprético antiviral, antibacteriano, antifangico, antidiurético,
giardicida e inibidores da enzima acetilcolinesterase (AMARAL et al., 2006; BARBOSA-
FILHO et al., 2007; BARBOSA FILHO et al.,, 2006; MAHATO; NANDY; ROY, 1992;
MAHATO; SEN, 1997; YASUKAWA; AKIHISA, 2000).

Triterpenos obtidos das entrecascas e outras partes da planta como lupeol, a betulina, o
acido betulinico, o &cido oleandlico, o acido ursélico ou uma mistura igual dessas substancias
pode ser usado como material de partida para desenvolvimento farmacéutico, devido a sua
citotoxicidade contra diversas linhagens celulares de cancer, o grupo de triterpenos lupane,
oleanane sdo considerados como promissores de drogas anticancerigenas. No entanto, devido
as suas diversas atividades farmacologicas, incluindo efeitos antiangiogénicos, anti-
inflamatdrios e antioxidantes e a capacidade de melhorar diferenciacédo celular, séo mais do que
um simples farmaco anticancerigeno citotoxico, e sdo adequados para estratégias modernas de
cancer (LASZCZYK, 2009).

De uma perspectiva biolégica, supde-se que as estruturas triterpendides mais
importantes séo os esqueletos de carbono oleanano, ursano, lupano e o esqueleto dammarano-
eupano. Essas estruturas policiclicas podem ocorrer como triterpendides livres ou glicosideos

triterpénicos, bem como seus precursores. Os efeitos bioldgicos correspondentes desses
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terpenoides sdo muito diversos e podem ser resumidos da seguinte forma: efeitos anti-
inflamatorios, hepatoprotetores, analgésicos, antimicrobianos, antimicoticos, virostaticos,
imunomodulatorios e tonicos. (MUFFLER, et al., 2011).

A pesquisa da literatura revela que betulina, acido betulinico, acido oleandlico e ursolico
séo agentes multialvo, eles se encaixam no conceito de terapia moderna contra o cancer, pelo
tratamento do céncer de diferentes lados, incluindo o ambiente tumoral e o sistema
imunologico. Outra aplicacdo possivel é combinar triterpenos com agentes quimioterapéuticos
comumente usados. Isso pode permitir diminuindo a dose quimioterapéutica sem perda de
eficdcia, esperando-se que traga consigo menos efeitos adversos e possa até dar efeitos
sinérgicos (LASZCZYK, 2009). O potencial farmacolégico de triterpenos para tratamento de
cancer parece ser alto, embora até agora ndo tenha nenhuma ensaio clinico publicado usando
triterpenos na terapia do cancer, sendo um rico grupo de substancias naturais anticancerigenas

promissoras, e bem como agentes quimiopreventivos (LASZCZYK, 2009).

4.1.3 Biossinteses de triterpenos

Triterpenos é derivada de unidades de isopreno, estdo entre as maiores e diversas classes
de produtos naturais, podem apresentar varios grupos funcionais; tais como hidroxila,
carboxila, carbonila, alquila, malonila e glicosila, mais de 20.000 estruturas triterpénicas
distintas com mais de 100 variac¢des esqueléticas séo identificadas a partir de fontes naturais
(GHOSH, 2016). Os triterpenos sdo derivados de qualquer um dos dois precursores de 30
carbono aciclicos: esqualeno (bactérias) e 2,3-oxiesqualeno (fungos, plantas e animais) Figura.
23. A maioria das estruturas triterpenicas sdo de natureza tetraciclica e pentaciclica (GHOSH,
2016). Esterdis e triterpenos sdo sintetizados atraves da via do acido meval6nico (MVA). As
enzimas que catalisam as varias etapas sdo indicadas. Abreviaturas das enzimas: FPS, farnesil
pirofosfato sintase; SQS, esqualeno sintase; SQE, esqualeno monooxigenase ou epoxidase;
LAS, lanosterol sintase; CAS, cicloartenol sintase; CPQ, cucurbitadienol sintase; BAS, B-
amirina sintase. Outras abreviaturas: (CBC), cadeira-barco; (CCC), cadeira-cadeira-cadeira
Figura. (111.3) (THIMMAPPA et al., 2014).

4.1.4 Ciclizacdo do 2,3-oxidoesqualeno: um substrato, uma matriz de produtos

A ciclizacdo de 2,3-oxidosqualeno é catalisada por enzimas conhecidas como

oxiesqualeno-ciclases (OSCs), que geram estruturas de esterol ou triterpenos em um processo
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que envolve (a) ligacdo de substrato e pré-organizacdo (dobramento), (b) iniciacdo da reacdo
por protonacdo do epdxido, ciclizagdo e rearranjo de espécies de carbocation, e término por
desprotonacao ou captura de agua para produzir um produto terpeno final Figura 24. A maioria
da diversidade de estruturas de triterpenos deriva da ciclizacdo da conformacdo CCC de 2,3-
oxiesqualeno, levando a ciclizagéo inicial para o cation dammarenilo C-20. Reordenamentos
alternativos desta, o cation pode entdo resultar, incluindo expansao do anel e deslocamentos de
metilo e hidreto que movem o cétion atraves de uma série de carbocation intermediarios (C-13
— C-14 —» C-8 - C-9 — C-10 — C-5 — C-4) (Figuras 24 e 25) (THIMMAPPA et al., 2014).
Inicialmente, todos esses processos de ciclizagcdo foram propostos de forma concertada; no
entanto, ja é geralmente aceito que a ciclizacdo é um processo escalonado envolvendo cada
intermediario carbocationico discreto (MANDER; LIU, 2010). A ciclizacdo de esqualeno-2,3-
oxido em plantas ocorre com a formacédo de um anel adicional de 9,19-trés membros, que é uma
assinatura de biossintese do fitosterol. A estrutura quimica dos cicloartanos baseia-se no 9,
19-ciclo-5a- esqueleto lanostane (cicloartano) (AZIMOVA, 2013).

4.1.5 Oleo resina

Muitos componentes da resina sdo referidos como 6leos. Oleos e gorduras, no entanto,
distinguem-se quimicamente de terpenos em serem ésteres alcodlicos de acidos graxos. Oleos
e gorduras sdo formados pela sintese de acidos graxos de carboidratos, seguida pela combinagéo
desses acidos graxos através de acdo enzimatica com glicerol para formar ésteres. Os acidos
graxos sao longas cadeias de hidrocarbonetos que transportam um grupo carboxila terminal,
dando-lhes as caracteristicas de um &cido fraco. O glicerol forma uma ligagdo com o0s grupos
carboxila, servindo como um transportador para acidos graxos (LANGENHEIM, 2003).

4.1.6 Biossinteses de acil glicerol

As enzimas glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT) catalisam a transferéncia de um
acido graxo da coenzima (acil Coa) para o glicerol-3-fosfato. GPAT transferem especificamente
0 &cido graxo para o segundo carbono do glicerol (ns-2) (sn - nUmero de estereoquimica) e tém
reatividade fosfatase, enquanto o GPAT é menos discriminatorio entre as posi¢des aceitadoras
(carbonos n-1 e n-2). Ao contrario da maioria das outras enzimas GPAT, elas preferencialmente
transferem o grupo acila para a posicéo ns-2 do glicerol, produzindo 2-monoacilglicerol. Estas

enzimas também tém atividade de fosfatase e podem remover o fosfato do aceitador de acilo
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glicerol-3-fosfato gerando uma mistura dos monoglicerols sn-1 e sn-2 (Figura 26 ) (YANG et

al., 2010, 2012).

Figura 23— Rota Biosintética de esteroides e triterpenos segundo Thimmappa. et al., (2014)
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Figura 24— Matriz de rota biosintética de alguns esterdis e triterpenos segundo Thimmappa.
etal., (2014)
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Figura 25— Matriz de produtos de algumas fungdes quimicas segundo Thimmappa. et al.
(2014)
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Figura 26— Rota biosintética de acil glicerois segundo FICH; SEGERSON; ROSE, 2016;
SIMPSON; OHLROGGE, 2016
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4.2 OBJETIVO

4.2.1 Objetivo geral

Analisar quimicamente e avaliar o espectro de atividade antimicrobiana e moduladora da fragéo
hexanica da resina de Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao (aroeira-do-sertdo) frente a cepas

padrédo Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

4.2.2 Objetivos especificos

. Avaliar a composicdo quimica da resina por Cromatografia gasosa (CG), Infravermelho
(IV), Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN) e UPLC-DAD-qTOF-MS/MS;

. Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e avaliar a atividade

antimicrobiana e moduladora da fragdo hexanica.



119

4.3 MATERIAIS E METODOS

4.3.1 Solventes e reagentes

Para realizacdo da pesquisa utilizou-se 0s seguintes reagentes e solventes: hexano
(99,5%) acetato de etilo (99,8%), diclorometano (99,5%); (Dinamica, Quimica Contemporanea,
Brasil), etanol absoluto (Audaz. Brasil), metanol (99,9%) Franca CER. Brasil, &gua deionizada
por osmose reversa e como revelador foi utilizado o reagente de Liberman e detecgdo por
irradiacdo ultravioleta 254 e 336 nm (LUBO1, Boitton, Porto Alegre, Brasil). Para a
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foram usadas cromatofolhas de silica gel
60F-254 (Merck, Darmstadt, Alemanha).

4.3.2 Coleta do material vegetal

A resina foi coletada do tronco da espécie de Myracrodruon urundeuva Fr. All,
Anacardiaceae em Limeira, Pildo Arcado, Bahia, Brasil, em janeiro de 2015. Uma exsicata da
espécie foi depositada no herbario, Vasconcelos Sobrinho da Universidade Rural Federal de
Pernambuco, Recife, estado de Pernambuco, Brasil. sob o nimero de registro 53793. Cadastro

n°® AEOD357 no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético.

4.3.3 Obtencéo do extrato etandlico bruto

A resina bruta de M. urundeuva (70,96 g) foi triturada e submetida & maceracao
exaustiva, utilizando etanol como solvente (200 mL) e ultrassom para agitagdo, em recipiente
de vidro hermeticamente fechado, a temperatura ambiente. Foram realizadas um total de cinco
extragcdes, com a reposicao do solvente. O macerado extraido passou por processo de filtracdo
e evaporacao do solvente em evaporador rotativo Fisaton modelo 801, Brasil a presséo reduzida
com temperatura ndo superior a 50 °C, obtendo-se 13,98 g do extrato etanolico o que

corresponde a 19,57 % de rendimento.

4.3.4 Obtencao das fracdes
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O extrato etandlico foi particionado de acordo com a solubilidade dos constituintes
quimicos presentes, em solventes de polaridade crescente. Foi utilizado 13,98 g do extrato
etanolico para a parti¢do liquido-liquido. A extracéo subsequente com 100 mL de cada solvente
a particionar, com posterior eliminacdo dos solventes em evaporador rotativo e secagem
obtendo-se as seguintes fases: MeOH:H20 (0,95 g), AcOEt (3,38 g), e Hex (9,35 g).

4.3.5 Isolamento dos constituintes quimicos da resina

Uma parte da fracdo hexanica (300 mg) foi submetido a cromatografia em coluna
utilizando silica como fase estacionaria e gradiente de n-hexano e acetato de etila. 300 mg da
fracdo de hexano foram dissolvidos em 2 mL de acetato de etila, injetados em EPCLC Al-580S
Yamazen Corporation Osaka Japdo com uma coluna de injecdo de gel de silica 70 um, 14 ¢
tamanho M, dimensdes 20 x 75 mm e uma coluna de silica 40 um - 16 g, tamanho M, dimensdes
23 x 123 mm. O gradiente de eluicéo foi executado sob os seguintes condi¢fes: Inicialmente,
foram mantidos 100% de hexano (A) e 0% de acetato de etilo (B) durante 10 minutos,
diminuindo para 97% (A) em até 6 min e sendo mantidos até 20 min, diminuindo para 94% (A)
dentro de 4 minutos e sendo mantida até 20 min, diminuindo de novo para 80% (A) dentro de
4 minutos e sendo mantida até 80 min, aumentado linearmente o componente (B). O método
utilizado teve um modo de tempo com um caudal de 22 mL em 40 min. As amostras foram
monitorizadas por CCD realizada em placas de gel de silica Merck (60F-254). O processo levou
ao isolamento de duas misturas RA H3 37.3 mg (12,43 %) e RA H6 30,0 mg (10%) (Figura 27
A).

Também 1 g da fracdo de hexano foram dissolvidos em 2 mL de acetato de etila e
injetados em EPCLC AI-580S Yamazen Corporation Osaka Japdo com uma coluna de injecéo
de gel de silica 70 um, 14 g tamanho M, dimensdes 20 x 75 mm e uma coluna de silica 40 um
- 60 A, tamanho L, dimensdes 3 x 17 cm - 40 g. O gradiente de elui¢do foi executado sob 0s
seguintes condi¢Oes: Inicialmente, foram mantidos 100% de hexano (A) e 0% de acetato de
etilo (B) durante 10 minutos e sendo mantidos até 15 minutos, diminuindo para 90% (A) em
até 10 min e sendo mantidos até 30 min, diminuindo para 80% (A) dentro de 15 minutos e sendo
mantida até 30 min, diminuindo de novo para 65% (A) dentro de 10 minutos e sendo mantida
até os 120 minutos, aumentado linearmente o componente (B). O método utilizado teve um

modo de tempo com um caudal de 22 mL em 40 min. As amostras foram monitorizadas por
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CCD realizada em placas de gel de silica Merck (60F-254). O processo levou ao isolamento da
mistura F 56 mg (5,6 %) de rendimento (Figura 27 B).

A rotacdo Optica de F foi obtida num polarimetro Jasco, modelo P-2000, operando com
lampada de Tungsténio, em comprimento de onda de 589 nm e temperatura de 25 °C. Utilizou-
se uma cubeta de 2,5 mm de didmetro por 100 mm de caminho dptico. As medicGes foram feitas
em triplicatas e o tempo de duracdo de cada analise foi de 15 segundos. Antes de cada analise

foi obtido o branco do solvente para a correcéo dos valores.

Figura 27— Marcha de isolamento por EPCLC de ARAH3, RAH6eBdeF

Gragéo hexanica 300 mg ) Gra@éo hexénica 1 g )

Hex:AOEt Hex:AOEt

2 S

RA H337,3mg RA H6 30,0 mg F 56,0 mg

Fonte: MORENO, 2019

4.3.0 ldentificacdo estrutural dos componentes quimicos das misturas RA H3, RAH6 e
F

As misturas isoladas foram caracterizadas por técnicas espectroscopicas; cromatografia

gasosa e espectrometria de massa (GC-MS), infravermelho transformada de Fourier (FTIV) e



122

ressonancia magnetica nuclear (RMN) e a fracdo hex&nica como as misturas foram submetidas
a cromatografia liquida de alta eficiéncia UPLC-PDA-qTOF-MS/MS.

A andlise de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) da fracdo hexanica e
das misturas obtidas a partir da resina de M. urundeuva foi realizada utilizando um equipamento
VARIAN FT / IR-640-IR em KBr. Os espectros foram obtidos com uma resolugéo de 4 cm™ e
nimero de onda entre 4000-400 cm

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos usando um
espectrometro VARIAN a uma frequéncia de ressonancia de 400 MHz e calibrados usando
solvente deuterado residual como referéncia interna (CDCl3;7,26 ppm RMN de tH, e 77,0 ppm
de RMN *3C), com o uso de nitrogénio pré-refrigerado, bobina do aquecedor e controlador de
temperatura variavel, a temperatura era estavel a 298 K. Os espectros DEPT (espectro de
transferéncia de polarizacdo) foi registrada com uma banda larga de dois canais de 10
milimetros, deteccdo direta, sonda de temperatura variavel com desacoplamento de prétons e
2D de bloqueio a 76,773 MHz. O desacoplamento inverso dos prétons fechado foi realizado
através da sequéncia WALTZ.16. Os espectros de DEPT foram registrados com 12.000
aquisicoes, atraso de reciclagem de 10 s e largura de varredura de 42 kHz. O numero de scans
foi de 1000 e foi usado a ampliacdo de linha de 2,0 Hz no desenho. Para os experimentos de
'H, DQCOSY, gCOSY, gHSQC, gHMBC, foi utilizada uma deteccéo inversa de trés canais de
5 mm, um gradiente de trés eixos, uma sonda de temperatura variavel com 2D de bloqueio a
76,773 MHz. Os espectros *H foram registrados com 1000 aquisi¢des, atraso de reciclagem de
4 s, largura de pulso de 4 s (90) e largura de varredura de 6 kHz.Os espectros COSY
(espectroscopia correlacionada) foram registrados com ciclagem em fase de gradiente, 200
aquisicoes e dados de 1 K acima de 3,2 kHz na dimenséo F2 e atraso de reciclagem de 4 s. A
dimensdo F1 cobriu a largura de varredura de 3,2 kHz com 256 incrementos. Os dados da

transformada de Fourier foram preenchidos de zero a 1 K por 1 K pontos.

4.3.7 Analise de cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS)

A cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa foi realizada em
um cromatografo de gas Perkins Elmer Clarus 580 acoplado com um espectrdmetro de massa
MS Clarus SQ 8 S e equipado com uma coluna capilar HP 5 MS 30 m 0,25 mm 0,25 m dos
EUA. O fluxo constante da coluna foi ajustado em 1 mL = min. O sistema foi operado nas
seguintes condicOes: temperatura de injecdo 100 °C; temperatura da linha de transferéncia 300

°C; programa de temperatura do forno 80 °C; taxa 8 °C/min; temperatura final 320 °C
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sustentado em 10 min; tempo final 37,5 min. Espectro de massa foram tomadas a 70eV; um
intervalo de varredura de 0,5 s e fragmentos de 45 a 450 Da. Identificacdo de compostos:
Interpretacdo do espectro de massa de GC-MS foi feita usando o banco de dados do Instituto
Nacional Estandar e Tecnologia (NIST). O espectro de massa dos fito quimicos foi comparado
com o espectro de compostos conhecidos armazenados na biblioteca NIST (KADHIM,;
MOHAMMED; HAMEED, 2016).

4.3.8 Analise da resina por UPLC-DAD-QTOF-MS/MS

As separacOes cromatograficas foram realizadas utilizando uma coluna Acquity BEH
(2,1 x 50 mm, 1,7 um, Waters, EUA) a 40 °C. A fase mével binaria consistiu em agua com
0,1% de acido férmico (fase mdvel A) e acetonitrila com 0,1% de acido féormico (fase movel
B). O fluxo foi de 0,4 mL/min e o volume de inje¢ao foi de 5,0 uL. O gradiente de eluicao
utilizado foi: 0,0-8,0 min 50%-98% de B; 8,0-9,0 min, 98%-100% de B e 9,0-10,0 min, 98%-
100% de B, o monitoramento foi feito a 340 nm. O espectrémetro de massas foi operado em
modo negativo e positivo de ionizagdo (ESI" e ESI) no modo sensibilidade. A deteccédo foi
realizada no modo centroide MSE em uma faixa de massa escolhida entre os valores de m/z 50-
1200 Da. Todas as analises foram realizadas utilizando o lockspray para garantir a precisao e
reprodutibilidade dos valores de massas. Leucina-encefalina (10 ng mL™?) foi utilizado como
padréo/referéncia para calibracdo. A aquisicdo e analise dos dados foi realizada utilizando o

software Waters MassLynx.

4.3.9 Atividade antimicrobiana da fracédo hexanica de Myracrodruon urundeuva

Os testes antimicrobianos foram realizados sob a supervisdo de Fernando Gomes
Figueredo e Johnatan Wellisson da Silva Mendes no laboratério de microbiologia e biologia
molecular universidade da regido de Cariri (URCA), AV. CEL ANTONIO LUIZ, 1161.
CRATO (CE), BRAZIL. CEP:63000-000

Para execucao da CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) e da modulagéo, a amostra foi
solubilizada em Dimetilsulfoxido (DMSO), na propor¢do: 10mg da amostra solubilizados em
1mL de DMSO. Posteriormente, foram realizadas diluicbes em agua destilada para obter uma
concentracéo inicial da solugdo de 2048 pg/mL. Para os testes de sensibilidade bacteriana, 0s
microrganismos ATCC (American Type Culture Collection) foram obtidos através do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz, Ministério
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da Saude. Foram utilizadas duas linhagens bacterianas padrdo, sendo elas Pseudomonas
aeruginosa ATCC (27853) e Staphylococcus aureus ATCC (25923); e linhagens obtidas a
partir de isolados clinicos, sendo elas Pseudomonas aeruginosa 31 e Staphylococcus aureus
35.

Para avaliacdo antibacteriana, culturas de bactérias foram mantidas a 4 °C em Brain
Heart Infusion Agar (Agar BHI). Antes dos testes, as linhagens foram repicadas em meio Brain
Heart Infusion Broth (Caldo BHI) e incubadas a 37 °C por 24 horas. As suspensdes bacterianas
previamente padronizadas, foram diluidas 1:10 em Caldo BHI a 10% para obtencdo da
concentracédo final de 10* cels/mL. Os ensaios para determinagdo da CIM foram efetuados
através do Método de Microdilui¢cdo em Caldo, com concentragdes variando de 1024 a 2 pg/mL
(COUTINHO et al., 2008b; MATIAS et al., 2013).

Para execucéo dos testes, em cada cavidade foi adicionado 100 pL do meio de cultura,
0 BHI 10%. A fracdo foi preparada em concentragdo dobrada (2048 pg/mL) em relacdo a
concentracdo inicial definida e volumes de 100 pL foram posteriormente, diluidos seriadamente
na placa de microdiluicdo. Por fim, 100 uL da suspenséo bacteriana diluida previamente foram
adicionadas aos poc¢os. Além disso, foram utilizados controles negativos contendo 100 pL de
BHI 10% e controles positivos contendo o 100 uL do meio de cultura e 100 pL do inoculo
bacteriano. As placas preenchidas foram incubadas a 37°C por 24 horas.

Para evidenciar a CIM da amostra, foi preparada uma solucdo indicadora de resazurina
sodica (Sigma) em &gua destilada estéril na concentracao de 0,01% (p/v). Apds a incubacdo, 20
uL da solucédo indicadora foi adicionado em cada cavidade e as placas passaram por um periodo
de incubacéo de 1 hora em temperatura ambiente. Ao final do periodo, a leitura foi feita baseada
na coloracdo dos pocos, sendo que 0s azuis indicam auséncia de crescimento e 0S roseos
indicam crescimento (MANN; MARKHAM, 1998; PALOMINO et al., 2002). Para avaliar a
atividade moduladora da agdo antibiotica, inicialmente foi determinada a CIM dos antibidticos
Amicacina e Gentamicina, na auséncia do extrato, em microplacas estereis, utilizando 0 mesmo
método descrito anteriormente.

As preparagdes das solucBes de antibidticos foram realizadas com a adigdo de &gua
destilada estéril até a concentragdo de 5000 pg/mL e volumes de 100 pL distribuidos
seriadamente 1:2 em caldo BHI 10%, onde ja havia a suspensao bacteriana diluida (1:10) e 0
extrato em concentrac6es subinibitorias (CIM/ 8). Para modulagédo, foram utilizados os mesmos
controles utilizados na determinacdo da CIM (COUTINHO et al., 2008b). As placas
preenchidas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e a leitura realizada pelo uso de resazurina

sodica, como citado anteriormente (MATIAS et al., 2013).
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4.3.10 Anadlises estatisticas

Os resultados dos testes foram obtidos em triplicata e expressos como média. Os
resultados foram aplicados ANOVA seguido do post-teste de Bonferroni, utilizando o software
GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad ® Software, San Diego, Califérnia, EUA). Considerando
significancia com p < 0,05 (MATIAS et al., 2013).

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a eluicdo da placa foram usados os solventes hexano/acetato (9:1), quando as manchas
envolvidas no processo cromatografico ndo foram possiveis de visualizar, usou-se a técnica de
aquecer as placas até o surgimento de manchas. Para a anélise de esteroides/triterpendides, borrifou-
se a placa cromatografica com o reagente de Lieberman-Buchard, que em seguida foi aquecida a
100°C, até o surgimento de manchas, o que determinou a presenca dessa classe de metabolito, como

mostrado na Figura 28.

Figura 28— Cromatografia em camada delgada (CCD) da fragdo hexanica de M. urundeuva
corada com reagente de Libermann

Fonte: MORENO, 2019
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4.4.1 Analise da fragdo hexanica da resina M. urundeuva por infravermelho (1V)

O espectro infravermelho da fragdo hexanica da resina Myracrodruon urundeuva (Figura
29) sugere a presenca de grupo carbonilico, carboxilico e hidroxila de alcool. O espectro no
infravermelho registraram absorcdes em 3428 cm™ prdprias de hidroxilas de alcool ou de &cido
pelo alongamento da banda que é produto das ligaces de hidrogénio, 3071 e 1641 cm™ proprias
de deformagcéo axial C=C, as bandas de 1641 e 886 cm™, também podem ser indicativas de um
grupo metileno exociclico; 2946 e 2871 cm™ deformagcéo axial em estruturas alifaticas,1456
deformacdo angular de CH2 e CHs, é encontrado banda intensa a 1709 cm™ que pode ser
atribuida a deformacéo axial de C=0 de &cido ou cetona, atribuicdes semelhantes as descritas
(MATHESON; MCCOLLUM, 2014; RUSSO; AVINO, 2012; ZUMBUHL et al., 2017).

Figura 29— Espectro de IV da fracdo hexanica da resina Myracrodruon urundeuva
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Fonte: MORENO, 2019
Os espectros FT-1V de resinas terpénicas naturais sao caracterizados por bandas de
absorcdo tipicas, de acordo com seus grupos funcionais moleculares. Os espectros tipicos de
resinas naturais mostram uma banda larga na regido de 3500 cm™ devido ao alongamento da

presenca dos grupos OH, a absorcéo de grupos C=0 e C-O ocorrem respectivamente a 1715-
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1695 cm™ (forte) e 1240 cm™* (fraco). Os grupos metilo e metilénicos ddo uma absorcao forte e
nitida nas faixas 2960-2930 cm " e 2875-2865 cm * (estiramento CH), enquanto as faixas 1467-
1448 cm ! e 1387-1382 cm ! séo devidas ao CH dobrando (RUSSO; AVINO, 2012).

Uma vez que estes compostos das resinas se oxidam facilmente, podem observar-se uma
absorcdo mais forte e mais ampla na regido de banda de alongamento de carbonila (C = O).
Neste contexto, os grupos carbonila sdo os grupos funcionais mais relevantes em todas as
resinas naturais. Com base nas estruturas de anel policiclicas dos terpenos, os acidos
carboxilicos também podem estar localizados em uma posicéo terciaria, o0 que é verdade para
muitos diterpenos. Estes compostos geralmente mostram (C=0) absor¢es em torno de 1700-
1690 cm™ (ZUMBUHL et al., 2017). O sinal da carbonila presentes na regifo de 1690-1750
cm e geralmente sdo encontrados em todas as resinas, mas estdo em intensidades diferentes e
com posicdes ligeiramente diferentes devido as estruturas quimicas vizinhas adjacentes a essas
estruturas de carbonila (MATHESON; MCCOLLUM, 2014).

4.4.2 Analise por Cromatografia gasosa espectrometria de massas (CG/MS) da fracéo

hexanica da resina Myracrodruon urundeuva.

O uso de espectrometria de massa (MS) é anterior ao desenvolvimento da ionizagdo por
eletrospray. A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG / MS) tem
desempenhado um papel significativo na determinacao quantitativa de drogas e metabolitos em
fluidos bioldgicos e na identificacdo estrutural de metabolitos de drogas (COLE;
JANISZEWSKI; FOUDA, 2002), como técnica espectroscopica foi inicialmente usada na
analise quimica da fragdo hexanica da resina de Myracrodruon urundeuva e nas misturas
obtidas da fracdo hexanica RAH3, RAH6eF.

Uma vez obtidas as fracGes do extrato etanolico e tendo em conta que o maior
rendimento foi da fracdo hexénica foi injetado no cromatdgrafo gasoso para analisar e
determinar os possiveis constituintes quimicos conforme sugestdes da biblioteca NIST do

sistema, mostrando-se o perfil do cromatograma na Figura 30.
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Figura 30— Cromatograma da fragdo hexanica da resina M. urundeuva
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Fonte: MORENO, 2019

O resultado da sugestdo com a base de dados NIST é mostrado na Tabela 23 onde foram
encontrando 19 tempos de reten¢do no cromatograma, como possiveis substancias. Analisados
estes foi determinado por a sugestdo da NIST como possiveis estruturas para os metabolitos da
resina de Myracrodruon urundeuva os de tipo triterpénicos esteroidais e tipo cicloartanos
esteroidais, nucleos tipo lanotanos, ergostano, lupano e colestanos, assim como também acil
glicerol. A analise dos compostos propostos por NIST, (Tabela 23), o que é um indicativo da
existéncia destes tipos de compostos na fragdo hexanica da resina de Myracrodruon urundeuva.
Tendo em conta que s6 foi possivel encontrar por CG 19 compostos como sugestdo da NIST e
por analise de CCD tinha-se a suspeita de presenca de mais metabolitos se decidiu utilizar a
técnica de UPLC-DAD-QTOF-MS/MS. Hoje em dia é muito utilizada a espectrometria de
massa em tandem de ionizagdo por electrostropray (UPLC-DAD-QTOF-MS/MS) como
estratégia importante para a caracterizacdo das substancias podem entéo ajudar a determinar a

composicdo de misturas complexas (DEMARQUE et al., 2016).
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Tabela 23— Substancias propostas por NIST da fragdo hexanica da resina de Myracrodruon

urundeuva
Pico Tr(min) FM M.+ % A Proposta do composto Prob
0,
1 21,39 C19H3804 330 4,58 2-Monopalmitin %0)8
2 26,28 CSOHBOO 426 0,33 Dihidroxicolest- 4 - en-6 — ona 15,3
3 27,78 C29H4SO 412 0,28 Stigmasterol 14,5
4 27,89 C29H480 412 3,11 14-Metilergosta-8,24(28) -dien-3-ol 58,5
5 28,00 C29H480 412 0,30 Stigmasterol 25,8
6 28,16 CSOH50 410 1,00 1(10),9(11) -B-Homolanistadiene 10,8
7 28,39 C3OHSOO 426 10,0 Obtusifoliol 49,8
8 28,48 C30HSOO2 534 3,79 23-(Fenilsulfanil) lanosta-8,24-dien-3-ol 34,9
9 28,53 ngHsoO 414 2,90 B-sitosterol 21,8
10 28,66 CszH5402 470 2,70 9,19-Ciclolanostan-3-ol-24-acetato 14,0
11 28,72 C3OHSOO 426 0,81 Lanosterol 44,6
12 28.99 C30HSOO 426 19,29 Cicloartenol 20,0
13 29,10 C3OH500 424 17,39 13,27-Cicloeursan-3-ona 20,1
14 29,20 CsszzOz 468 23,44 acetato de cicloeucalenol 19,5
15 29,31 C3OHSOO 426 6,60 Cicloartenol 65,7
16 29,4 CBOHSOO 426 3,60 Lanosterol 45,2
17 29,59 CsleoO 438 13,82 24-metilenecicloartan-3-ona 64,8
18 29,69 CSlHSZO 440 3,98 9,19-Cyclolanostan-3-ol-24-metilene 60,7
19 30,17 Ca‘OHSOO2 442 3,05 Betulin 14,2

Fonte: MORENO, 2019

4.43 Andlise por UPLC-DAD-QTOF-MS/MS da fracdo hexanica da resina de

Myracrodruon urundeuva

UPLC-DAD-QTOF-MS/MS é um método conveniente, porém mais sensivel e
necessario para avaliar a composicao quimica, facilita a detecgdo de ions de fragmentagéo de
precursores especificos, de modo que a elucidacéo estrutural € realizada com base nas regras
de fragmentacdo. A analise por UPLC-DAD-QTOF-MS/MS, da fracdo hexanica da resina de
Myracrodruon urundeuva nos modos negativo e positivo possibilitou a tentativa de
identificacdo de 84 triterpenos que possa ser tenham nucleos tetraciclicos tipos cicloartano,
dammarano, lanostano, ergostanos, lupano, colestano, e pentaciclicos ursano e olenano e
confirmado por RMN que existe nucleo tipo cicloartano pelos sinais 6 0,33 e 0,55 (C-19). O

ESI foi suficiente para a tentativa identificacdo nos dois modos. Estes compostos estdo sendo
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reportados como tentativa de identificacdo pela primeira vez na resina de Myracrodruon
urundeuva.

No método LC-DAD o resultado da absorcao no ultravioleta determinado, sugere que
todas as substancias propostas absorbem entre 224 e 226 nm o que pode-se sugerir que nao
encontra - se conjugacao entre os grupos carbonilicos e carboxilicos com duplas ligaces ou
ndo existem varios grupos destes na estrutura e também ndo € provavel encontrar conjugacoes
entre duplas, quando comparado o UV com nucleos de triterpenos semelhantes a estes em
Ganoderma lucidum reportando acima de 246 nm para triterpenos oxigenados com conjugacao
de dupla com carbonila e carboxila (YANG et al., 2007), como também analise de triterpenos
oxigenados encontrados em Antrodia cinnamomea reportam acima de 242 nm para duplas
conjugadas e carbonilas conjugadas com duplas ligacdes (QIAO et al., 2015).

Em geral, informacdes Uteis foram obtidas nos dois modos, positivo e negativo. No
modo positivo [M + Na] ¥, [M+K]*, [M+NHa]+ [M+ACN] * foi sempre detectado como adutos
Tabela 26 e [M + H] * detectada como a massa do composto ionizado (Tabela 24 e 26), os ions
produtos MS / MS mais abundantes em espectros de polaridade positiva também detectados
com intensidade [M-CO2] ¥, [M-HCOOH] * e [M-nH20] * com mais grupos hidroxila contidos
em suas estruturas,. [M-HCOOH] -, foi detectado como aduto. [M-H] - foi sempre detectado
como a massa do composto ionizado no modo negativo, e os ions produtos MS/MS mais
abundantes em espectros de massa negativos com intensidade foram [M-HCOz2] ¥, [M-HCOOH]
“ e [M-nH20] - com mais grupos hidroxila contidos em suas estruturas, mostrados 0s ions
produtos na Tabela 24 . E importante destacar que na falta de funcionalidades &cidas ou basicas
fortes, os nucleos esteroidais tendem a exibir fracas respostas ESI-MS (RANNULU; COLE,
2012). Na Figura 31 € mostrado os cromatogramas como resultado da injecdo no UPLC-DAD-

QTOF-MS/MS da fracéo hexanica no modo positivo e negativo.
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Figura 31— Cromatogramas dos ions totais UPLC-DAD-QTOF-MS/MS da fracdo hexanica
da resina de Myracrodruon urundeuva, modo positivo A, negativo B
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44.3.1 UPLC-ESI-MS MS? modo positivo

A adequacdo da polaridade positiva para determinar os metabdlitos da resina de
Myracrodruon urundeuva foi avaliada, encontrando, por exemplo, que o LC-ESI-MS (+)
(Figura 31. A), foi a escolha mais eficiente para ionizar (como segue) acidos triterpénicos
pentaciclicos e tetraciclicos (16), triterpenos mono, di e trihidroxilados (32), éster hidroxilados
(2) e um possivel acido graxo como tentativa de identificagao.

Neste modo foi possivel ver as informacdes Uteis observadas nos espectros dos compostos
gue foram predominantemente adutos de sédio com carga individual das moléculas e atribuidos
a[M+H]* [2M + H], [M+ACN+H] *, [M + Na] * e [M+K]* (Tabela 26) como também foi
encontrado alguns neste modo (GACHUMI; EL-ANEED, 2017). Além da eliminacéo de H20
e nH20 observou-se fragmentos de ions produtos com a perda de CO2 e HCO2H (AF) como
mostrado na Tabela 24 como rotas de descarboxilacdo para acidos triterpénicos de uma funcéo
carboxilica na ESI-MS/MS, demostrado em estudos anteriores (LACIKOVA et al., 2006; LI1U
etal., 2011).

Para este modo foi possivel ver tempo de retencéo 1,10 e 1,20 [M + H] m/z 485,3989
gerando ions m/z 442,4052, perda de [M+H- CH3CO]" e m/z 425,3812 [M+H-CH3CO2H]" para
perda do acetato, e para ions produtos rota de fragmentacdo de forma geral para os tempos de
retencdo 3,45, 3,53, 3,70, 3,82 e 4,00 [M + H] m/z 521,3837 para acido triterpénico
tetrahidroxilado com perda de H20O m/z 503,3633, 457,3676, 439,3574 e 421,3682 e
descarboxilacdo gerando o ion m/z 475,3841, como também observou-se rota de fragmentacao
de forma geral para &cidos triterpénicos hidroxilado [M + H] m/z 457,3676, sendo primeiro a
perda de H20 m/z 439,3640 com posterior descarboxilacdo (CO2) gerando o ion produto m/z
395,2999 e perda de (H20) m /z 439,3640 com posterior desprotonacdo por ligagfes de
hidrogénio da carboxila formado acido formico (AF) e saindo 46 Da, gerando o pico do
fragmento do ion produto 393,3318. Outra rota visualizada nos espectros para os triterpenos
acidos [M + H] m/z 457,3676 foi sendo primeiro a descarboxilagdo (CO2) gerando o ion produto
m/z 413,3736 com posterior desidratacdo (H20) gerando o ion produto 395,2999 e perda de
(AF) por desprotonacdo por ligacbes de hidrogénio da carboxila gerando o ion produto
411,3527 com posterior desidratacdo (H20) gerando o ion produto 393,3318. O tempo de
retencdo 6,92 [M + H] *, m/z 473,3625 com os fragmentos ions produtos m/z 455,3522,
437,3607, 427,3569 e 409,3484 pode ser explicado pela saida de H20 e HCOzH e sugerido
como &cido maslinico tendo um comportamento de fragmentagdo mesmo igual ao reportado
(GENG et al., 2014).
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Fragmentos semelhantes no ESI neste modo foi encontrado para triterpenos acidos
hidroxilados (GENG et al., 2014; JIN et al., 2018; LACIKOVA et al., 2006). Nos compostos
que contém o 9,19-cyclopropano que foi demostrado por RMN, é possivel seja encontrado na
forma carboxilica, ndo foi possivel fazer a diferencia com os nlcleos tipo oleanano e ursano
carboxilados porque esses nucleos tem fragmentagdes ions produtos m/z 177, 191, 203, 217
iguais, o nlcleo cicloartano pela presenca do anel 9-19 ciclopropano e os nucleos oleanano e
ursano por retro Dies- Alder, como foi descrito (MO et al., 2013; NAUMOSKA; VOVK, 2015)
mesmo usando ionizacgdo a pressao atmosférica (APCI), que foram pouco intensos mas também
observados em ESI nos espectros.

O tempo de retencdo (Tr) 4,12 [M + H] m/z 285,2424 é sugerido como tentativa de
identificacdo um &cido graxo e (Tr) 5,30 [M + H] m/z 331,2843 sugere—se seja um acilglicerol
que possa ser 0 2-monopalmitin, sendo que o (tr) 5,58 com [M + H] m/z 331,2843 é sugerido
seja 0 1-monopalmitin que foi elucidado por RMN.

No entanto, triterpenos com hidroxila e n-hidroxilas foram os mais emcontrados neste
metodo por ter a capacidade de protonarse facilmente com perda de 4gua e consequente perdas
de agua. O tempo de retengdo 4,27 [M + H] *, m/z 461,3989 gerou ion produtos com perdas de
agua m/z 443,3884; 425,3791 e 407,3096, o tempo de retencdo 4,75 [M + H] *, m/z 445,3676
gerou ions produtos com consequente perda de &gua m/z 427,3582; 409,3466 e 391,3523. Os
tempos de retencdo 4,85, 4,98 e 5,08 [M + H] *, m/z 459,3833 tiverom desidratacdo
consequentemente gerando ions produtos m/z 441,3744, 423,2449 e 405,3559. De forma geral
os tempos de retengdo de [M + H] *, m/z 443,3884 também teve perdas de agua gerando ions
produtos m/z 425,3791 e 407,3779, como também aconteceu com os tempos de retencdo de [M
+ H] ¥, m/z 441,3727 que gerou ions produtos m/z 423,3625 e 405,3524. Para o tempo de
retencdo 10,5 [M + H] +, m/z 439,3934 foi deshidratado gerando o ion produto 421,3843 como
aconteceu de forma geral com todos os tempos de retencao para [M + H] *, m/z 425,3778 que
teve a deshidratagcdo gerando o ion produto m/z 407,3680. Assim também foi para os tempos
de retencdo [M + H] *, m/z 427,3934 que foi deshidratado gerando o ion produto m/z 409,3849
compostos estes que foram elucidados por RMN. Tempos de retencdo 9,21 [M + H] ¥, m/z
431,3534 gerou ions produtos m/z 413,3778 e 395,3734 por perda de agua , tempo de retan¢éo
10,20 [M + H] ¥, m/z 413,3778 geraram o ion produto m/z 395,3734 e o tempo de retancdo 9,38
[M + H] *, m/z 411,3621 teve a perda de agua com ion produto m/z 393,3527, todos o0s ions
produtos deste modo sdao mostrado na Tabela 24.

Possiveis conformacgdes de minima energia do cicloartenol investigada por RMN e

mecanica molecular é representada Figura 32 segundo (MILON et al., 1989), pelo que
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triterpenos presentes na fracdo hexanica da resina de Myracrodruon urundeuva, que contém o
9,19-cyclopropano, quebras podem acontecer no anel C, que geraria ions produtos m/z 177,
191, 203, 207 semelhantes a ions gerados por nucleos oleanano e ursano por retro Diels- Alder.
Nos espectros de massas foram encontrados fragmentos m/z 177, 191, 203, 217 semelhante ao
descrito por (NAUMOSKA,; VOVK, 2015) aplicando a LCQ ion trap, o que é possivel
encontrar o nacleo 9,19-cyclopropano com oxidagdo carboxilica pelo que sua existéncia

hidroxilica foi demostrada por RMN.

Figura 32— Possiveis conformacdes de cicloartenol segundo MILON et al., 1989

Fonte: MORENO, 2019

4432 UPLC-ESI-MS MS? modo negativo

Neste modo foi possivel ver as informagdes Uteis (Figura 31. B), observadas nos
espectros dos compostos que foram predominantemente adutos [M + HCOOH] -, [M+Na-2H]
~e Tabela 25, ions desprotonados [M - H] ~ foram observados (Tabela 24 e 25), o que forneceu
a massa molecular exata e formula na base de dados. O modo ESI negativo foi considerado
sensivel para &cidos triterpenos e a rota de fragmentacdo dominante de forma geral dos
espectros dos compostos observados séo perdas de H20, HCOOH e HCO2, (Tabela 24);
coincidindo com o descrito (JIN et al., 2018; SANDJO et al., 2017; YANG et al., 2007), como
rotas de descarboxilacdo e desidratacdo para acidos triterpenos hidroxilados de uma funcéo
carboxilica e hidroxilica no ESI-MS/MS.

Nos tempos de retencéo 3,45; 3,53; 3,70; 3,82 e 4.0 observou-se [M - H] "m/z 519.3691
para triterpenos acido tetrahidroxilado tendo desidratacéo gerando ions produto m /z 501.3204
e descarboxilacdo m/z 473,3652, ja nos tempos de retencdo 4,37; 5,00 e 5,10 observou-se [M -
H] ~m/z 471,3480 tendo desidratacdo gerando o ion produto m /z 452,9233 e 407,1892 e
descarboxilagcdo m/z 425,3209, ja no tempo de retengdo 4,96 [M - H] “m/z 469,3323 observou-
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se perda de H20 451,2825 e 405,8612 com descarboxilacdo m/z 423,2449 e tempos de retengéo
[M - H] “m/z 455,3531 foi possivel ver, sendo primeiro a perda de H20 m/z 437,3149 com
posterior descarboxilagdo (HCO2) gerando o ion produto m/z 393.1735, ou primeiro
descarboxilagdo m/z 410,8606 (HCOy), ja para os tempos de retencdo 8,12 e 8,52 triterpenos
acido hidroxilado [M - H] “m/z 469,3607 observou-se descarboxilacdo com desprotonacdo por
ligacBes de hidrogénio da carboxila formado &cido formico (AF) e saindo 46 Da, gerando o
pico do fragmento do ion produto como HCOOH m /z 423,3462 e perda de H20 m /z 451,3640
e 403,3055.

Nos tempos de retengdo 7,90 e 7,98 [M - H] - m/z 457,3687 foi possivel observar
desidratacdo m/z 439,3404 com posterior descarboxilacdo gerando ion produto 395,3692 para
acidos triterpenos e tempos de retencdo 8,26 e 8,40 observou-se [M - H] ~m/z 457,3687
também, com desidratacdo (nH20) consecutiva gerando o ions produto m /z 439,4002; 421,9651
e 403,3055 pra triterpenos n-hidroxilados e tempos de retencdo 8,87 até 9,66 também foi
possivel ver as informacdes por desidratacdo dos terpenos, o que terpenos com mais de uma
hidroxila na sua estrutura foram possivel serem ionizados no modo negativo pelo

acrescentamento de sua polaridade.

No tempo de retencdo 8,87 e 9,02 com [M-H] - m/z 439,3581 foram visualizados
fragmentos ions produtos consecutivo por desidratacdo gerando ions m/z 421,9651 e [M - 2H]
402,3126, ja para o tempo de retengdo 9,23 [M-H]~ m/z 499,3795 um possivel acido triterpenos
acetato a sua fragmentacdo gerou ions produto de descarboxilagdo [M-H-HCO:H] -~ m/z
453,3740 e perda do acetato [M-H-CH3CO2H] - m/z 439,3620. Nos tempos de reten¢édo 9,32,
9,41 e 9,66 [M-H] "~ m/z 441,3738 também foi possivel ver as informacdes por desidratacdo
gerando ions produtos m/z 423,3724 e 405,01
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Tabela 24— Proposta de identificagdo das substancias da fracdo hexanica da resina de Myracrodruon urundeuva, UPLC-DAD-QTOF-MS/MS
[M+H] +) [M-H] -) e [M+H] + (PARTE I)

P Tr (m/z) [M+H]+[M-H]  Calculado [M+H-H20] */ [M+H-HCO,H] ¥/ [M+H- CHsCO]*/ [M+H-CHsCOH]*/ [M+H-CO.]*/ [M+H-COHJ/
[M-H-H.0] - [M-H-HCO2H] - [M-H- CHsCO]"  [M-H-CHsCO:H]~ [M-H-CO;]-  [M-H-COHJ

1 1,1 4853983/ND 485,3989/ND 442,4052/ND 425,3812/ND

2 12 4853987/ND 485,3989/ND 442,4052/ND 425,3812/ND

3 1,93 457,3676/ND 457,3676/ND 439,3568

4 345 521,3835/519,3690  521,3837/519,3691 503,3633/501,3204 475,3841/473,3652

5 3,55 521,3835/519,3690  521,3837/519,3691 503,3633/501,3215 475,3841/73,3609

6 3,7 521,3835/519,3693  521,3837/519,3691 503,3633/501,3215 475,3841/473,3624

7 3,73 443,3885/ND 443,3883/ND 4253791

8 3,82 521,3835/519,3691  521,3837/519,3691 503,3633/501,3215 475,3841/473,3613

9 4  521,3835/519,3689  521,3837/519,3691 503,3633/501,3215 475,3841/473,3600

11 4,06 443,3880/ND 443,3884/ND 4253773

12 4,12 285,2420/ND 285,2424

13 4,27 461,3987 461,3989 443,3884

14 4,37 ND/471,3480 ND/471,3480 452,9233 ND/425,32095

15 45 ND/475,3790 ND/475,3793 ND/457,3373

16 4,73 ND/475,3790 ND/475,3793 ND/457,3373

17 475 4453677/ND 445,3676/ND 427,3582

18 4,85 459,3838/ND 459,3833/ND 441,3744

19 4,96 ND/469,3326 ND/469,3323 451,2825 423,2449



20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

4,98

5,08
5.1
53
54
5,44
5,53
5,58
5,69
5,78
58
5,87
59
5,95
5,97

6,05
6,15
6,19
6,23
6,35

459,3838/ND
ND/471,3480
459,3838/ND
ND/471,3480
331,2841/ND
ND/455,3533
ND/455,3535
ND/455,3530
331,2845/ND

457,3670/455,3535

ND/455,3531
425,3780/ND
425,3789/ND
ND/455,3530
ND/455,3534
425,3774/ND
425,3779/ND
ND/455,3538
ND/425,3781
ND/455,3533
425,3770/ND

457,3679/455,3535

459,3833/ND
ND/471,3480
459,3833/ND
ND/471,3480
331,2843/ND
ND/455,3531
ND/455,3531
ND/455,3531
331,2843/ND

457,3676/455,3531

ND/455,3531
425,3778/ND
425,3778/ND
ND/455,3531
ND/455,3531
425,3778/ND
425,3778/ND
ND/455,3531
ND/425,3778
ND/455,3531
425,3778/ND

4413744
452,9233
4413744
452,9233
313,2737
437,3149
437,3146
437,3148
313,2738

ND/425,32095

ND/425,32095

439,3568/437,3204 411,4148/ND

437,3204
407,3673
407,369
437,4347
437,3253
407,3673
407,368
437,333
407,369
437,3316
407,3677

457,3676/455,3531 439,3595/437,3334 411,3642/ND

413,3736/ND

413,3372/ND
413,3304/ND
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ND/410,8606
ND/410,8599
ND/410,8599
ND/410,8609

ND/410,8609

ND/410,8609

ND/410,8616

ND/410,8627

ND/410,8624

ND/410,8613
ND/410,8613



42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

6,45
6,54
6,63
6,75
6,83
6,88
6,92
6,96
7,08
7,12
7,14
7,26
7,45
7,55
7,73
7,78
7,87
7,9

7,98

8,12
8,26

457,3677/455,3535
457,3680/455,3533
457,3679/455,3533
457,3681/455,3538

425,3775/ND
441,3727/ND
473,3629/ND
ND/455,3530
441,3723/ND
425,3775/ND
ND/455,3536

457,3672/455,3531
457,3679/455,3533
457,3670/455,3531

441,3722/ND
ND/455,3530
441,3721/ND
ND/457,3687
ND/457,3685
441,3721/ND
ND/469,3689
ND/457,3687

457,3676/455,3531
457,3676/455,3531
457,3676/455,3531
457,3676/455,3531

425,3778/ND
441,3727/ND
473,3625/ND
ND/455,3531
441,3727/ND
425,3778/ND
ND/455,3531

457,3676/455,3531
457,3676/455,3531
457,3676/455,3531

441,3727/ND
ND/455,3531
441,3727/ND
ND/457,3687
ND/457,3687
441,3727/ND
ND/469,3687
ND/457,3687

439,3574/437,3335
439,3574/437,2992
439,3581/437,3032
439,3575/437,3144

407,3674
423,3619
455,3522
ND/437,3279
423,3628
407,3682
437,3305

439,3571/437,3221
439,3581/437,3178
439,3564/437,3210

423,3634
437,3121
423,3713
439,3404
439,3351
423,3713
451,3397
439,4002

411,3631/ND
411,3650/ND
411,3628/ND
411,3623/ND

427,3569

411,3629/ND
411,3620/ND
411,3625/ND

423,3462

138

413,3795/ND ND/410,8614
413,3456/ND ND/410,8614
413,3151/ND ND/410,8617

ND/410,8593

ND/410,8598
ND/410,8606
ND/410,8603
ND/410,8609

410,8609



64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

8,4
8,52
8,65
8,8

8,87
9,02
9,21
9,23
9,29
9,32
9,38
9,41
9,66
9,72
9,8

9,84
9,9

10

10,2
10,4
105

ND/457,3687
ND/469,3684
443,3880/ND
441,3729/ND
ND/439,3582
ND/439,3584
431,3534/ND
ND/499,3795
469,4046/ND

443,3883/441,3738

411,3623/ND
ND/441,3738
ND/441,3738
427,3932/ND
427,3932/ND
427,3930/ND
427,3930/ND
425,3777/ND
413,3777/ND
441,4089/ND
439,3931/ND

ND/457,3687
ND/469,3687
443,3884/ND
441,3727/ND
ND/439,3581
ND/439,3581
431,3531/ND
ND/499,3793
469,4040/ND

443,3883/441,3738

411,3621/ND
ND/441,3738
ND/441,3738
ND/427,3934
427,3934
427,3934
427,3934
425,3778
413,3778
441,4001
439,3934

439,4002
451,3384
425,3783
423,3883
421,9651
421,9626
413,3778

451,3397

423,3455

453,374

425,3812

425,3843/423,3724

393,3527
423,3724
423,3724
409,3829
409,3829
409,3824
409,3824
407,379

395,3734
423,3981
421,3843

439,362
409,389
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Fonte: MORENO, 2019
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Tabela 24- Proposta de identificagdo das substancias da fragdo hexanica da resina de Myracrodruon urundeuva. UPLC-DAD-QTOF-MS/MS
[M+H] ") [M-H]") e [M+H]* (PARTE I1)

Tr

(m/z) [M+H]*/

[M+H-H.0] */

[M+H-H.0]*/

[M+H-H.0]*/

[M+H-CO2-H,0]*/ [M+H-HCO,H-H.0]"/

[M+H-H.0]*/

Tentativa de identificacdo

[M-H]- [M-H-H,0] - [M-H-H,0] - [M-H-H0] " [M-H-CO2-H,0]" [M+H-HCO,H-H,0T [M-H-H,0] -

1 1,1 485,3983/ND Acetato-hidroxi-triterpeno

2 1,2 485,3987/ND Acetato-hidroxi-triterpeno

3 1,93  457,3676/ND 457,3676/455,3282  439,3574/ND 421,3662/ND Acido-hidroxi-triterpeno
Acido-tetrahidroxi-

4 3,45  521,3835/519,3690 457,3676/455,3280 439,3575/ND 421,3339/ND triterpeno
Acido-tetrahidroxi-

5 3,55  521,3835/519,3690 457,3676/ 439,3575 421,3339 triterpeno
Acido-tetrahidroxi-

6 3,7 521,3835/519,3693 407,3779 triterpeno

3,73  443,3885/ND 457,3676/455,3287  439,3575/ND 421,3339/ND Dihidroxi-triterpeno

Acido-tetrahidroxi-

8 3,82  521,3835/519,3691 457,3676/455,3285 439,3575/ND 421,3339/ND triterpeno
Acido-tetrahidroxi-

9 4 521,3835/519,3689 407,3684 triterpeno

11 4,06 443,3880/ND Dihidroxi-triterpeno

12 412  285,2420/ND 425,3791 407,3096 Acido graxo insaturado

13 4,27  461,3987 ND/407,1892 ND/410,8609 Trihidroxi-triterpeno

14 4,37 NDJ/471,3480 ND/439,8897 ND/421,2368 ND/403,8402 Acido-dihidroxi-triterpeno

15 45 ND/475,3790 ND/439,8897 ND/421,2368 ND/403,8402 Tetrahidroxi-triterpeno

16 4,73 ND/475,3790 409,3466 391,3523 Tetrahidroxi-triterpeno

17 4,75  445,3677/ND 423,2449 405,3559 Trihidroxi-triterpeno

18 4,85 459,3838/ND 405,8612 Trihidroxi-triterpeno

19 496 ND/469,3326 423,3625 405,3524 Acido-dihidroxi-triterpeno

20 4,98  459,3838/ND 407,1892 410,8609 Trihidroxi triterpeno

21 5 ND/471,3480 423,3622 405,3559 Acido-dihidroxi-triterpeno



22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47

5,08
5,1
53
5.4

5,44

5,53

5,58

5,69

578
58

5,87
5.9

5,95

5,97

6,05
6,15
6,19
6,23
6,35
6,45
6,54
6,63
6,75
6,83
6,88

459,3838/ND
ND/471,3480
331,2841/ND
ND/455,3533
ND/455,3535
ND/455,3530
331,2845/ND
457,3670/455,3535
ND/455,3531
425,3780/ND
425,3789/ND
ND/455,3530
ND/455,3534
425,3774/ND
425,3779/ND
ND/455,3538
ND/425,3781
ND/455,3533
425,3770/ND
457,3679/455,3535
457,3677/455,3535
457,3680/455,3533
457,3679/455,3533
457,3681/455,3538
425,3775/ND
441,3727/ND

407,1892

405,3527
437,3607

410,8609

393,1735
393,1721
393,1744

395,3502/393,1741

393,1753

393,1701
393,1718

393,1688

393,1736

395,2246/393,3071

395,2273/393,3075

395,3688/393,3050

395,2823/393,3050
395,2916/393,9067

393,3515

393,3641/ND

393,3451/ND
393,3486/ND
393,3452/ND
393,3468/ND
393,3533/ND
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Trihidroxi-triterpeno
Acido-dihidroxi-triterpeno
1-Monopalmitin
Acido-hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Acilglicerol
Acido-hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Hidroxi-triterpeno
Hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Hidroxi-triterpeno
Hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Hidroxi-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno



48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

6,92
6,96
7,08
7,12
7,14
7,26
7,45
7,55
7,73
7,78
7,87
7,9

7,98

8,12
8,26
8,4
8,52
8,65
8,8
8,87
9,02
9,21
9,23
9,29
9,32

473,3629/ND
ND/455,3530
441,3723/ND
425,3775/ND
ND/455,3536

457,3672/455,3531
457,3679/455,3533
457,3670/455,3531

441,3722/ND
ND/455,3530
441,3721/ND
ND/457,3687
ND/457,3685
441,3721/ND
ND/469,3689
ND/457,3687
ND/457,3687
ND/469,3684
443,3880/ND
441,3729/ND
ND/439,3582
ND/439,3584
431,3534/ND
ND/499,3795
469,4046/ND

443,3883/441,3738

405,3655

405,3772

405,3655

405,3659

421,9651
421,9651

407,3705
405,3457
402,3126
402,3106
395,3681

407,3705/405,0110

ND/393,3050

ND/393,3564
395,3639/393,3015 393,2652/ND
395,3659/393,2987 393,3493/ND
395,3681/393,3169 393,3533/ND

393,2927

395,3692

395,3692

403,3055
403,3059

142

Acido-dihidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno
Hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Dihidroxi triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Tridroxi-triterpeno
Tridroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno
Tridroxi-triterpeno
Acetato-acido-triterpeno
Acetato-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno



74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

9,38
9,41
9,66
9,72
9,8
9,84
9,9
10
10,2
10,4
10,5

411,3623/ND
ND/441,3738
ND/441,3738
427,3932/ND
427,3932/ND
427,3930/ND
427,3930/ND
425,3777/ND
413,3777/ND
441,4089/ND
439,3931/ND

405,1026
405,1038
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Hidroxi-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno
Cicloartenol
Obtusifoliol
Butirospermol
Cicloeucalenol
Hidroxi-triterpeno
Hidroxi-triterpeno
24-metilen-cicloartanol

Hidroxi-triterpeno

Fonte: MORENO, 2019
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Tabela 25— Proposta de identificacdo das substancias da fracdo hexanica com adutos da resina
de Myracrodruon urundeuva, UPLC-DAD-QTOF-MS/MS [M-H] -

P Tr [M-H] - (m/z) [M-H+HCOOH] - [M+Na-2H]" Tentativa de identificacdo
exp/calc exp/calc exp/calc

1 3,55 519,3690/519,3691 541,3515/541,3511  Acido-tetrahidroxi-triterpeno

2 3,64 519,3690/519,3691 541,3510/541,3511  Acido-tetrahidroxi-triterpeno

3 3,82 519,3690/519,3691 541,3513/541,3511  Acido-tetrahidroxi-triterpeno

4 4,03 519,3690/519,3691 541,3515/541,3511  Acido-tetrahidroxi-triterpeno

5 4,27 519,3690/519,3691 541,3517/541,3511  Acido-tetrahidroxi-triterpeno

6 4,37 471,3480/471,3480 517,3533/517,3535 Acido-dihidroxi-triterpeno

7 450 475,3790/475,3793  521,3845/521,3848 Tetrahidroxitriterpeno

8 4,73 475,3790/475,3793  521,3845/521,3848 Tetrahidroxitriterpeno

9 4,94 469,3326/469,3323 Acido-dihidroxi-triterpeno

10 5,00 471,3480/471,3480 517,3534/517,3535 Acido-dihidroxi-triterpeno

11 5,10 471,3480/471,3480 517,3537/517,3535 Acido-dihidroxi-triterpeno

12 5,40 455,3533/455,3531 501,3582/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

13 5,44 455,3535/455,3531  501,3585/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

14 553 455,3530/455,3531  501,3585/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

15 5,69 455,3535/455,3531  501,3582/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

16 5,80 455,3531/455,3531  501,3582/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

17 5,90 455,3530/455,3531  501,3584/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

18 5,97 455,3534/455,3531  501,3584/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

19 6,05 455,3538/455,3531  501,3583/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

20 6,19 455,3533/455,3531  501,3585/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

21 6,45 455,3535/455,3531  501,3585/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

22 6,60 455,3533/455,3531 501,3583/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

23 6,75 455,3538/455,3531  501,3588/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

24 6,96 455,3530/455,3531  501,3585/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

25 7,14 455,3536/455,3531  501,3589/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

26 7,30 455,3531/455,3531  501,3585/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

27 7,45 455,3533/455,3531  501,3586/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

28 7,62 455,3531/455,3531  501,3583/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

29 7,78 455,3530/455,3531 501,3583/501,3585 Acido-hidroxi-triterpeno

30 7,90 457,3687/457,3687  503,3742/503,3742 Acido-hidroxi-triterpeno

31 8,00 457,3685/457,3687  503,3741/503,3742 Acido-hidroxi-triterpeno

32 8,12 469,3689/469,3687  515,3746/515,3742 Tridroxi-triterpeno

33 8,26 457,3687/457,3687  503,3740/503,3742 Acido-hidroxi-triterpeno

34 8,40 457,3687/457,3687  503,3742/503,3742 Acido-hidroxi-triterpeno

35 8,52 469,3684/469,3687  515,3743/515,3742 Didroxi-triterpeno

36 8,87 439,3582/439,3581  485,3636/485,3636 Didroxi-triterpeno

37 9,02 439,3584/439,3581  485,3637/485,3636 Didroxi-triterpeno

38 9,23 499,3795/499,3793 521,3618/521,3612  Acetato acido triterpeno

39 9,32 441,3738/441,3738  487,3790/ 487,3793 Didroxi-triterpeno

40 9,41 441,3738/441,3738  487,3795/ 487,3793 Didroxi-triterpeno

41 9,66 441,3738/441,3738  487,3798/ 487,3793 Didroxi-triterpeno

exp/calc= experimental/calculada

Fonte: MORENO, 2019
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Tabela 26— Proposta de identificagdo das substancias da fracdo hexanica com adutos da resina de Myracrodruon urundeuva, UPLC-DAD-QTOF-
MS/MS [M+H] *

P Tr [M+H] +, (m/z) [M+NH4] * [M+ACN+H] * [M+KI+ [M+Na]* Tentativa de identificacéo
experimental/calculada  experimental/calculada experimental/calculada experimental/calculada  experimental/calculada

1 1,10 485,3983/485,3989 502,4260/502,4255 Acetato-hidroxi-triterpeno

2 1,20 485,3987/485,3989 502,4258/502,4255 Acetato-hidroxi-triterpeno

3 1,93 457,3676/457,3676 500,4103/500,4098 Acido-hidroxi-triterpeno

4 3,45 521,3835/521,3837 559,3390/ 559,3395 Acido-tetrahidroxi-triterpeno

5 3,55 521,3835/521,3837 559,3395/ 559,3395 Acido-tetrahidroxi-triterpeno

6 3,70 521,3835/521,3837 559,3395/ 559,3395 Acido-tetrahidroxi-triterpeno

7 3,73 443,3885/443,3883 dihidroxi triterpeno

8 3,82 521,3835/521,3837 559,3395/ 559,3395 Acido-tetrahidroxi-triterpeno

9 4,00 521,3835/521,3837 559,3395/ 559,3395 Acido-tetrahidroxi-triterpeno

10 4,00 443,3880/443,3884 Dihidroxi triterpeno

11 4,12 285,2420/285,2424 Acido-graxo-insaturado

12 4,27 461,3987/461,3989 Trihidroxi-triterpeno

13 4,75 445,3677/445,3676 467,3496/ 467,3496  Trihidroxi-triterpeno

14 4,85 459,3838/459,3833 Trihidroxi-triterpeno

15 4,98 459,3838/459,3833 Trihidroxi-triterpeno

16 5,08 459,3838/459,3833 Trihidroxi-triterpeno

17 5,30 331,2841/331,2843 353,2663/ 353,2662  1-Monopalmitin

18 5,58 331,2845/331,2843 353,2665/ 353,2662  Acilglicerol

19 5,69 457,3670/457,3676 Acido-hidroxi-triterpeno

20 5,80 425,3780/425,3778 Hidroxi-triterpeno

21 5,87 425,3789/425,3778 Hidroxi-triterpeno

22 597 425,3774/425,3778 Hidroxi-triterpeno

23 6,05 425,3779/425,3778 Hidroxi-triterpeno

24 6,15 425,3781/425,3778 Hidroxi-triterpeno

25 6,23 425,3770/425,3778 Hidroxi-triterpeno

26 6,35 457,3679/457,3676 Acido-hidroxi-triterpeno

27 6,45 457,3677/457,3676 Acido-hidroxi-triterpeno

28 6,54 457,3680/457,3676 Acido-hidroxi-triterpeno

29 6,63 457,3679/457,3676 Acido-hidroxi-triterpeno

30 6,75 457,3681/457,3676 Acido-hidroxi-triterpeno

31 6,83 425,3775/425,3778 Hidroxi-triterpeno

32 6,88 441,3727/441,3727 Dihidroxi-triterpeno
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33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

6,92
7,08
7,12
7,26
7,45
7,55
7,73
7,90
8,00
8,65
8,80
9,21
9,29
9,32
9,38
9,72
9,80
9,84
9,90
10,0
10,2
10,4
10,5

473,3629/473,3625
441,3723/441,3727
425,3775/425,3778
457,3672/457,3676
457,3679/457,3676
457,3670/457,3676
441,3722/1441,3727
441,3721/441,3727
441,3721/441,3727
443,3880/443,3884
441,3729/441,3727
413,3778/413,3778
469,4046/469,4040
443,3883/443,3883
411,3623/411,3621
427,3932/427,3934
427,3932/427,3934
427,3930/427,3934
427,3930/427,3934
425,3777/425,3778
413,3777/413,3778
441,4089/441,4091
439,3931/439,3934

468,4208/468,4200

468,4208/468,4200

479,3495/ 479,3496
479,3495/ 479,3496
479,3495/ 479,3496

Acido-dihidroxi-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno
Hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Acido-hidroxi-triterpeno
Hidroxi-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno
Didroxi-triterpeno
Acetato-triterpeno
Dihidroxi-triterpeno
Hidroxi-triterpeno
Cicloartenol

Obtusifoliol
Butirospermol
Cicloeucalenol
Hidroxi-triterpeno
Hidroxi-triterpeno
24-metilen-cicloartanol
Hidroxi-triterpeno

Fonte: MORENO, 2019
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Uma revisao da familia Anacardiaceae, que trata a presenca de metabolitos secundarios
nos principais géneros dessa familia relata a ocorréncia de diferentes compostos naturais
presentes em suas espécies, triterpenos e esteroides sdo metabdlitos tipicos desta familia. No
entanto, os terpendides, principalmente os triterpenos, sdo as substancias mais representativas
do género Mangifera. De M. indica foram obtidos triterpenos de esqueletos cicloartano,
dammarano, taraxastano e hopano. que indica que a familia Anacardiaceae biosintetiza este tipo
de metabolitos como os encontrados na resina de Myracrodruon urundeuva por RMN
(cicloartano, ergostano), que estdo sendo propostos como tentativa de identificacdo semelhante
aos encontrados em toda a familia e no género Mangifera (CORREIA; DAVID; DAVID, 2006).

Seis triterpendides derivados do cicloartano, é&cido isomangiferdlico, &cido
mangiferolico, acido mangiferénico, 24-metileno-cicloartano-3,26-diol, acido ambdlico e
acido ambdnico, foram relatados, e anteriormente isolados em cascas do caule de Mangifera
indica, considerado a presenca destas substancias nas amostras da propolis, que de fato a
prépolis apresentou uma composicao similar a dos exsudatos de brotos da plantas visitadas
pelas abelhas, o que foi proposto que a espécie Mangifera indica foi utilizada pelas abelhas,
em diferentes épocas do ano na coleta de materiais para elaboragdo da propolis estudada e que
houve um transporte direto destas substancias, pelas abelhas, para a colmeia (DA SILVA et al.,
2005).

Estudo de esteroides anabolizantes que sdo compostos estruturalmente semelhantes, e
0s seus espectros de ions produto obtidos por espectrometria de massa em tandem sob condicGes
de ionizag&o por eletro spray foram bastante dificeis de interpretar por causa das estruturas de
poli anéis e falta de um centro de retencdo de carga em suas estruturas quimicas (GUAN et al.,
2006). Os triterpenos tetraciclicos sdo moléculas apolares e, portanto, pouco ionizados usando
ESI (Gamuchi 2017). Acidos triterpénicos foram identificados por ESI em modo negativo, mas
a hidroxila (OH) ndo foi detectado nem em polaridade positiva ou negativa (NAUMOSKA,;
VOVK, 2015), o que no caso modo negativo foi possivel a ionizacdo dos &cidos triterpenicos e
triterpenos com duas o mais hidroxila encontrados na fracdo hexanica da resina de
Myracrodruon urundeuva , como sugestdo de ESI para estes tipos de compostos (SANCHEZ-
AVILA et al., 2009), ja os compostos das misturas RA H3 e RA H6 ndo foram encontrados no
modo negativo o que nao foi possivel ionizar eles neste modo, mas eles presentam uma
hidroxila s6, mesmo que foi possivel ionizar alguns triterpenos com n-hidroxilas no nosso caso,
mas com a preferencia deles serem ionizados no modo positivo, que tendo em conta foram

encontrados poucos e foi determinado usar a polaridade positiva. Em geral, a fragmentagdo na
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fonte negativa foi muito mais facilmente observado acidos triterpenos quando a polaridade
positiva foi usada.

O uso de CG espectrometria de massa (MS) é anterior ao desenvolvimento da ionizacao
por eletrospray. A utilizacdo da cromatografia gasosa na resina de Myracrodruon urundeuva
teve sugestdo pbér a NIST, 19 possiveis compostos de uma tentativa de identificacdo .A
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa tandem de tempo
de voo quadrupolo (HPLC-Q-TOF-MS / MS) tornou-se uma das mais poderosas ferramentas
analiticas devido a sua alta resolucdo e medicdes de massa precisas, sendo que ao fazer a analise
da resina de Myracrodruon urundeuva foram encontrados 84 possiveis compostos como

tentativa de identificacdo quando comparado com o resultado da cromatografia gasosa.

4.4.4 Analise por técnicas espectroscopicas das misturas obtidas da fra¢do hexanica da

resina Myracrodruon urundeuva RA H3, RAH6e F

A parte da fragdo hexanica (300 mg) que foi submetido a cromatografia em coluna sobre
gel de silica com gradiente de n-hexano-acetato de etilo no EPCLC Al-580S produziu 37,3 mg
para um 12.43 % de rendimento e a Figura 33 mostra a cromatografia em camada delgada
(CCD). Para o desenvolvimento da placa foi usado como solventes hexano/acetato (9:1),
quando a mancha envolvida no processo cromatografico ndo foi possivel de visualizar, usou-se
a técnica de aquecer a placa. RA H3 foi obtido como p6 amorfo branco, solivel em
diclorometano; Rf = 0,45 e deu teste positivo ao reagente de Lieberman-Buchard indicando um

esqueleto triterpenoide e/ou esteroide.
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Figura 33— Cromatografia em camada delgada (CCD) de RA H3 corada com reagente de
Libermann

W

Fonte: MORENO, 2019

4.4.4.1 Anélise de RMN da mistura RA H3

A identificacdo da mistura de triterpenoides esteroidais RA H3 foi realizada pela analise
de RMN de *H,3C APT, os espectros sdo mostrados na Figura 34 e Figura 35 respectivamente
e os dados foram comparados com a literatura (DA SILVA et al., 2005; LEE et al., 2010; WU
etal., 2006; YOSHIDA et al., 1989). Nestes casos, foram utilizados os espectros bidimensionais
COSY, HSQC e HMBC. Espectros bidimensionais RMN COSY (400 MHz CDCls), HSQC (*H
400 MHz CDCI3*3C 100 MHz) e HMBC (*H 400 MHz CDCls *3C 100 MHz) da mistura RA
H3 sdo mostrados nas Figuras 36, 37 e 38 respectivamente.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos e de prétons dos triterpenoides identificados
nesta mistura esto listados nas Tabela 27 e 28. A analise do espectro de RMN *C foi realizada
com base na metodologia relatada para misturas de triterpenos (OLEA; ROQUE, 1990). No
espectro de RMN de °C para o caso de p-Butirospermol (1) e p-cicloartenol (2) foram
encontrados trinta carbonos para cada um dos compostos que tem coincidéncia com 0s
deslocamentos quimicos de carbono das estruturas propostas, incluindo sete e oito metilas
(CHs) , onze metilenos (CH2), seis para um e sete metinos (CH) para o outro composto e seis
carbonos quaternarios(C). Os espectros de RMN H e $3C mostraram sinais caracteristicos com
o deslocamento em 0,33 e 0,55 ppm (29,96; C-19; 30,15 C-30), como pode ser visto no espectro

ampliando RMN H dos sinais na Figura 34 e na Figura 37 no espectro HSQC correlagéo do
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carbono com o0s protons para o grupo metileno de um anel ciclopropano, respectivamente.
Revisados e analisados os dados descritos e por comparagdo com os publicados Tabela 27 e 28
(WU et al., 2006; YOSHIDA et al., 1989), sdo propostos f-cicloartenol (2) e g-Butirospermol
(1).

Para o caso do 24-metilen cicloartanol foram encontrados 31 carbonos Tabela 29
incluindo 0,33 e 0,55 ppm (30,15 C-19). O deslocamento do carbono 157,15 e 33,71 ppm foi
confirmado por HSQC e HMBC, Figura 37 e 38. Os deslocamentos dos prétons olefinicos 4,66
(br-s) e 4,71 (br-s) atribuido aos *H-31 (a e b) relacionado ao metileno exociclico terminal, esta
em boa concordancia com 24-metilen cicloartanol (3) e confirmado por HSQC Figura 37.
Revisados e analisados os dados descritos e por comparacgdo com o publicado (LEE et al., 2010),
Tabela 29 como também foram comparados e analisados (KRSTIC et al., 2016; YOSHIDA et

al., 1989), mostrado as possiveis estruturas identificadas da mistura RA H3 na Figura 46.

Figura 34— Espectro de RMN 'H (400 MHz CDCls) da mistura RA H3
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Figura 35— Espectro de RMN 3C (77 MHz CDCls) (APT) da mistura RA3
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Figura 36— Espectro de RMN COSY (400 MHz CDCls) da mistura RA H3
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Figura 37— Espectro de RMN HSQC (*H 400 MHz CDCIs *3C 100 MHz) da mistura RA H3
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Figura 38— Espectro de RMN HMBC (*H 400 MHz CDCIs $3C 100 MHz) da mistura RA H3
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Figura 39— Expanséo do espectro de RMN *H (400 MHz CDClIs) da mistura RA H3
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Figura 40— Expansdo do espectro de RMN HSQC (1H 400 MHz CDCI3**C 100 MHz) da

mistura RA H3
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Figura 41— Expansdo do espectro de RMN *H (400 MHz CDCls) prétons olefinicos da
mistura RA H3
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Figura 42— Expansio do espectro de RMN HMBC (*H 400 MHz **C 100 CDCIs) da mistura
RA H3
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Figura 43— Expanséo do espectro de RMN HSQC (*H 400 MHz CDClIsz *C 100 MHz) da
mistura RA H3
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Figura 44— Expansio do espectro de RMN HMBC (*H 400 MHz CDCIls *C 100 MHz) da
mistura RA H3
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Figura 45— Expanséo do espectro de RMN HSQC (*H 400 MHz CDClIsz *C 100 MHz) da
mistura RA H3

NN

H 318 4.71 (s) 4.66 (5)

r101
102
103
< r104
105

r107

f1 (ppm)

C-31106.17

r108

109

4.88 4.86 4.84 4.82 4.80 4.78 4.76 4.74 4.72 4.70 4.68 4.66 4.64 4.62 4.60 4.58 4.56 4.54 4.52
f2 (ppm)

Fonte: MORENO, 2019



157

Tabela 27— Dados de RMN RMN *H (400 MHz CDCls) e RMN *3C (77 MHz CDCls) RA H 3 B-Cicloartenol

No o6 C Literatura & C Experimental 8 H Literatura 500 MHz Piridina - HMBC HMBC
C Piridina -ds CDCl3 APT ds 5 'H Experimental 400 Mz CDCls COSY 2JcH 3Jch
C-1 3254 32,21 CH2 la 1,585,1B 1,262 1,57, 1,25 H19, b
C-2 31,22 31,26 CH2 20.1,915,2p 1,825 1,91,1,83
C-3 7823 79,10 O-CH 3-H 3,453 dd 3,26 (dd, J=15,6, 11,1, 4,2 Hz, 3H) H2a, b-H28-H29 H-2 H-28, H-29
C-4 41,09 40,73 Cc
C-5 47,64 47,36 CH 5-H 1.363 dd 1,34d H6-H19a, b
C-6 2147 21,37 CH2 6a 1,650, 6B 0.845 qd 1,66,1,64- 0,84 qd
C-7 26,33 26,31 CH2 7a 1,111 qd, 7 1,367 dddd 1,11;1,40
C-8 48,04 48,24 CH 8-H 1,590 dd
C-9 20,28 20,25 Cc
C-10 26,91 26,72 o
C-11 26,93 26,25 CH2 110 2,003 ddd, 181,196 ddd
C-12 33/48 33,14 CH2 120, 1,666 m,12p. 1,666 m
C-13 4582 45,53 C
C-14 49,25 49,04 Cc
C-15 3593 35,83 CH2 150 1,343 m,1583 1,343 m
C-16 28,43 28,46 CH2 160, 1,953 m, 168 1,368 m
C-17 52,79 52,53 CH 17-H 1,666 m
C-18 18,19 18,28 CH3 18-CH3 1,054 s 1.00s
0,55 (d, J= 4,3 Hz, 1H), 0,33 (d, J = 4,2 Hz, H1a, b-H5, H8,
C-19 29,91 29,96 CH2  19-ex0 0,319 d,19-endo 0,615 d 1H) H11
C-20 36,23 36,21 CH 20-H 1,493. ddqd
C-21 18,67 18,58 CH3 21-CH3 0,980 d 0.97s
C-22 36,82 36,60 CH2  22a1,180 dddd,22p 1,578. dddd
C-23 2545 25,19 CH2 230 2,000 ddt,23p 2,140- dddd
C-24 125,89 125,46 CH 24-H 5,242 tsep 5,25 =3,7Hz) H23, H26, H27 H-26, H-27
C-25 130,69 131,19 C
C-26 17,67 17,89 CH3 26 CH3 1,640 br. s 1,60s H24, H27 H-27, H-24
C-27 25,66 25,68 CH3 27 CH3 1,703 br. s 1,68s H24, H26 H-26, H-24
C-28 26,12 25,98 CH3 28-CH31,378s 1,345 H3, H5, H28 H-3, H-5
C-29 14,66 14,98 CH3 29-CH31,179s 124 s H3, H5, H28 H-3, H-5
C-30 19,62 19,56 CH3 30-CH3 0,959 s 0,97s H8, H15

Yoshida, Kumi, et al. "Conformational analysis of cycloartenol, 24-methylenecycloartanol and their derivatives." Agricultural and Biological

Chemistry 53.7 (1989): 1901-1912

Fonte: MORENO, 2019
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Tabela 28— Dados de RMN RMN *H (400 MHz CDCl3) e RMN 3C (77 MHz CDCl3) RA H 3 B-Butirospermol

Literatura  dc Experimental SH literatura 500 Mz HMBC 2JcH HMBC 3JcH
No CDCl3 CDCl3 APT CDCl3 OH experimental 400 Mz CDCl3 COSsY
C-1 37,2 37,45 CH2
C-2 27,7 27,93 CH2
C-3 79,3 79,52 O-CH 3,25dd J=11,5 3,26 (dd, J=15,6, 11,1, 4,2 Hz, 3H) H28, H-29 H-28, H-29
C-4 39,0 39,21 C
C-5 50,7 50,65 CH
C-6 24,0 24,18 CH2
C-7 117,8 118,03 CH 5,25 (J=3,4 Hz) 5,255 (J = 3,6 Hz, 1H)
C-8 145,9 146,15 C
C-9 49,0 49,18 CH
C-10 35,0 35,18 C
C-11 18,2 18,37 CH2
C-12 33,8 34,04 CH2
C-13 43,6 43,76 Cc
C-14 51,3 51,40 C
C-15 34,0 34,28 CH2
C-16 28,5 28,46 CH2
C-17 53,2 53,19 CH
C-18 13,1 13,36 CH3 0,80 (s) 08ls
C-19 22,1 22,15 CH3 0,74 (s) 0,75s
C-20 35,8 35,83 CH
C-21 18,6 18,28 CH3 0,84 (s) 0,86s
C-22 35,2 35,24 CH2
C-23 25,4 25,19 CH2
C-24 1251 125,46 CH 5,09 (t,J=7,0Hz 5,10 (t, J=7,2 Hz) H-26, H-27
H-24, H-26, H-
C-25 130,9 131,19 C 27
C-26 17,6 18,04 CH3 1,60(s) 1,60s H-24, H27 H-24, H-27
Cc-27 25,7 25,68 CH3 1,68(s) 1,68s H-24, H26 H-24, H-26
C-28 27,6 27,86 CH3 0,97(s) 097s H-3, H5 H-3
C-29 27,3 27,52 CH3 0,97(s) 0,97s H-3, H5 H-3
C-30 14,7 14,25 CH3 0,86(s) 0,87s

Wu, J.,, Li, M., Xiao, Z., & Zhou, Y. (2006). Butyrospermol fatty acid esters from the fruit of a Chinese mangrove Xylocarpus granatum. Zeitschrift
fur Naturforschung B, 61(11), 1447-1449. Fonte: MORENO, 2019



Tabela 29— Dados de RMN RMN *H (400 MHz CDCls) e RMN *3C (77 MHz CDCls) RA H 3 B-24-Metilen cicloartenol
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No Literatura CDCI3 125 MHz ¢ Experimental CDCl3 APT

OH literatura 500 Mz CDCl3

SH experimental 400 Mz CDCl3

COosYy

HMBC 2JcH HMBC 3JcH

C-1
C-2
C-3
C-4
C-5
C-6
C-7
C-8
C-9
C-10
C-11
C-12
C-13
C-14
C-15
C-16
C-17
C-18

C-19
C-20
C-21
C-22
C-23
C-24
C-25
C-26
C-27
C-28
C-29
C-30
C-31

32,2
30,6
79,1
40,7
47,3
21,3
26,2
48,2
20,2
26,3
26,7
331
45,5
49,0
35,8
28,4
52,5
18,2

30,1
36,3
18,5
35,2
31,5
157,1
34,0
22,2
22,1
256

14,2
19,6
106,1

32,22
30,54
79,24
40,74
47,37
21,25
26,26
48,24
20,25
26,27
26,72
33,14
45,53
49,04
35,83
28,39
52,53
18,28

30,15
36,13
18,58
35,23
31,56
156,85
33,71
22,25
22,10
25,67
14,25
19,40
106,17

CH2
CH2

O-CH 3,29 (1H, dd, J= 4,6, 11,5 Hz, H-3) 3,30 (ddd, J = 15,6, 11,1, 4,2 Hz, 3H)

Cc
CH
CH2
CH2
CH
C
Cc
CH2
CH2
Cc
C
CH2
CH2
CH
CH3

CH2
CH
CH3
CH2
CH2
C
CH
CH3
CH3
CH3
CH3
CH3

=CH24,73 (1H, br s; 4,68 (1H,d, J = 1.5 Hz) 4,71 (s, 1H), 4,66 (d, J = 1.6 Hz, 1H)

0,97 (3H, s, H-18)
0,56 (1H, d, J = 4,0 Hz, H-19b)
0,33(1H, d, J = 4,0 Hz, H-19a)

0,90 (3H, d, J = 6,2 Hz, H-21)

1,02 (3H, d, J =6,5 Hz, H-26)
1,03 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-27)
0,90 (3H, s, H-28)

0,97 (3H, s, H-29)
0,81(3H, s, H-30)

0,96 (s)

0,55 (d, J = 4,3 Hz, 1H),

0,33 (d, J = 4,2 Hz, 1H)

0,89 (s)

2,23

1,02 (d, J = 2,2 Hz, 2H)

1,03 (d, J = 2,3 Hz, 3H)
0,89 (s, 3H)

0,97 (d, J = 1,4 Hz, 3H)
0,81 (s, 3H)

H-1, H2 H28, H-29

H-26, H27

H-25, H27

H-25, H26
H-3, H5
H-3, H5

H-25
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Figura 46— Triterpenos propostos da mistura RA H-3, B-butirospermol (1), (2) p-cicloartenol,
[-24-metilen cicloartanol (3)

1 2 3

Fonte: MORENO, 2019

4442 Analise por cromatografia gasosa da mistura RA H3 obtida da fracdo hexanica da
resina Myracrodruon urundeuva

O cromatograma gasoso (Figura 47) para a fracdo hexanica da resina de RA H3 por
sugestdo da biblioteca NIST do sistema deu por sugestdo sete constituintes triterpenoides
esteroidais, podendo ser relatado pela primeira vez em resina da aroeira Myracrodruon
urundeuva. Os picos mais significativos apareceram aos 29,42 minutos foi identificado como
cicloartenol. O composto possuindo tempo de retencdo (tr) de 29,51 minutos, foi identificado
como butirospermol e o (tr) 29,97 foi identificado como 24-metilen-cycloartanol. Isolamento e
purificacdo ndo foram possiveis provavelmente devido a presenca de estruturas semelhantes na

mistura.

Figura 47— Cromatograma gasoso de RA H3
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Fonte: MORENO, 2019
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Figura 48— Espectro de massa de cicloartenol (1), pico Tr = (29,42) obtido por GC-MS
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O composto 1 apresentou uma massa molecular de 426 [M]+, o espectro mostra
fragmentacOes caracteristicos em 411 [M-CHs] *, 393 [M-CHsH20] *, e fragmento base (100
%) 69 [M-CsHo]*

Figura 49— Espectro de massa de butirospermol (2). Pico Tr = 29,51
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O espectro de massa de 2 foi muito semelhante ao de 1, a estrutura 2 foi sugerida por
NIST como cicloartenol. O espectro mostra picos caracteristicos m/z 426 [M*]; 411 [M-CHa] ¥,
95 [M-C7H11] e 69 [M-CsHg].

Figura 50— Espectro de massa de 24-metilencicloartanol (3), pico Tr = (29,97)
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O composto 3 apresentou uma massa molecular de 440 [M]", o espectro mostra
fragmentacGes caracteristicos em 422 [M-H20] *, 407 [M-CH3H20] *.

Os principais grupos funcionais de RA H3 foram identificados empregando-se a
espectrometria no infravermelho. Na Figura 51, esta representado o espectro de absorcdo no
infravermelho. O espectro no infravermelho registrou absor¢es em 3366 cm™ proprias de
hidroxilas de alcool, também é possivel verificar que RA H3 apresenta bandas, 1642 cm™
proprias de deformacio axial C=C ou as bandas de 1642 e 887 cm™, também podem ser
indicativas de um grupo metileno exociclico; 2932 e 2872 cm™ deformagéo axial em estruturas
alifaticas,1457 cm™ deformagdo angular de CHz2 e CHs, e é encontrado banda de pouca
intensidade a 1721 cm™ tipica de estiramento de carbonila ndo conjugada que poderia ser
atribuida a deformacéo axial de C=0, s6 que ndo é encontrado deslocamento quimico de
carbono em RMN para esse grupo.

O resultado obtido do cromatograma também foi consultado com a base de dados e
conforme sugestdo da biblioteca NIST do sistema é mostrado na Tabela 30, analisados todos 0s

picos do cromatograma, como possiveis substancias de RA H3.
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Figura 51— Espectro de IV da mistura RA H3
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Fonte: MORENO, 2019

Tabela 30— Substancias propostas de RA H3 por CG

Pico  Tr(min) FM M.+ % A Proposta do composto Prob (%)
1 28,34 C 5 oHs OO 426 1,23 9,19-ciclolanost-7-en-3-ol 30,8
2 28,59 C30HSOO 426 2,12 9,19-ciclolanost-7-en-3-ol 37,6
3 28,77 C 5 0H5 OO 426 5,09 Lanosterol 46,5
4 28,92 C30H500 426 4,16 cicloartenol 334
5 2942 C,H O 426 4200 9,1 9-ciclolanost-24- en-3-ol 71,5
6 29,51 C,H,O 426 2782 Lanosterol 49,0
7 29,97 C31H520 440 16,14 9,19-ciclolan0stl-24- metilen-3- 68,7
0

Fonte: MORENO, 2019

4443 UPLC-DAD-QTOF-MS/MS Mistura RA H3 em modo positivo.

Como técnica mais precisa foi injetada RA H3 na massa de alta resolucdo (UPLC-PDA-
gTOF-MS/MS) obtendo o cromatograma e espectros de massas sdo mostrados na Figura 52.
Dados das massas obtidas foram consultados na base de dados METLIN

(https://metlin.scripps.edu/), obtendo-se os compostos proposto por RMN na Tabela 31.
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Tabela 31— Resultado do cromatograma de RA H3 obtido da fragcdo hexanica da resina de
Myracrodruon urundeuva

Amax [M+H]*  Calculada Fragmentos Proposta
226  427,3936  427,3934; [M-H-H20]" 409,3836 butirospermol
224 4273927  427,3934; [M-H-H20]" 409,3853 cicloartenol

226 441,4089  441,4091 [M-H-H20] *,423,3926 24-metilen-cicloartanol

Fonte: MORENO, 2019

Figura 52— Espectros de massas UPLC-DAD-QTOF-MS/MS modo positivo de RA H3,
butirospermol A (1), Cicloartenol B (2) e 24-metilencicloartanol C (3)
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Fonte: MORENO, 2019



165

RA 3 positivo 1517 (5.884)
409.3751

1004
427.3866
B
o\c,
428.3912
191.1667
147.9184
124.0740
219.1978 406.3224 429.3929
‘123.0583‘ H 163,1327190-9455 2051822 & 2572186 284.3215 299.2585 3383359 340.1706 350.2272 M ‘
T Hprr ey LR R e M A A s M i

100 | 120 140 160 180 200 220 = 240 | 260 280 300 320 340 360 = 380 400 420 440

RA 3 positivo 1585 1

1004 H* 423.3928

C

< |
> 441.4045
>
147.9184
191.1669 442.4099
124.0736
‘103.1129 ‘ 144.9674 188.9443 |192.1385 2332144 2452125 284-ﬁ219 299.2723 338332% 349.1745350.2285  383.1216 413.3747) ?433341
L L | I

0 b r el T
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

340 360 380 400 420 440 = 4€

Fonte: MORENO, 2019



166

4444 |Interpretacdo dos espectros de RMN dos componentes identificados de RA H6

A identificacdo da mistura de triterpenoides esteroidais RA H6 foi realizada pela anélise
de RMN de *H,3C APT, os espectros sdo mostrados nas Figuras 53 e 554 respectivamente € 0s
dados foram comparados com a literatura. (DE et al., 1987, KAWAI et al., 2007; KHAN;
KHAN; ATHER, 2006; KIKUCHI; KADOTA; TSUBONO, 1986; SHAMSABADIPOUR et
al., 2013). Neste caso, tambem foram utilizados os espectros bidimensionais COSY, HSQC e
HMBC. Espectros bidimensionais RMN COSY (400 MHz CDClIs), HSQC (*H 400 MHz CDCls
13C 100 MHz) e HMBC (*H 400 MHz CDCl3 3C 100 MHz) da mistura RA H6 sdo mostrados
nas Figuras 55, 56 e 57 respectivamente. Os deslocamentos quimicos dos carbonos dos
triterpenoides identificados neste trabalho estdo listados nas Tabelas 32 e 33. A andlise do
espectro de RMN 3C foi realizada com base na metodologia relatada para misturas de
triterpenos (OLEA, R.S.G.; ROQUE, 1990).

No espectro de RMN de *3C foram encontrados trinta carbonos que tem coincidéncia com
os deslocamentos quimicos de carbono do obtusifoliol, incluindo sete metilas (CHs), onze
metilenos (CH:), sete metinos (CH) e seis carbonos quaternarios (C), para o RMN de *H foram
encontrados sete singletos de metilas, deslocamentos quimicos de préton pertencentes a 0,539
(H-18); 0,828 (H19); 0,856 (H21); 0,888 (H26); 0,895 (H27); 0,713 (H-28) e 0,81 (H-29) com
um dupleto de dupleto de dupleto do préton em 3,10 (ddd, J=11.4, 9.7, 4,8 Hz, 1H), indicativo
do grupo hidroxilo em C-3 de 4-metil esteroides, juntamente com um par de protdes olefinicos
4,66 (br-s) e 4,71 (br-s) atribuido aos *H-30 (a e b) relacionado ao metileno exociclico terminal
que estavam em boas concordancia com o obtusifoliol (KIKUCHI; KADOTA; TSUBONO,
1986).



Figura 53— Espectro de RMN 1H (400 MHz CDCI3) da mistura RA H6
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Figura 54— Espectro de NMR 3C (APT 75 MHz CDCls) da mistura RA H6
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Figura 55— Espectro de RMN COSY (*H 400 MHz CDCIs) da mistura RA H6
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Figura 56— Espectro de RMN HSQC (*H 400 MHz CDCls *3C 100 MHz) da mistura RA H6
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Figura 57— Espectro de RMN HMBC (*H 400 MHz CDCIs $3C 100 MHz) da mistura RA H6
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O espectro *C NMR mostrou dois sinais com o deslocamento quimico em 133,84 e
134,88 ppm correspondendo a C-8, C-9 e outros dois sinais com o deslocamento quimico em
106,17 e 157,12 atribuidos a C-28 e C-24 respectivamente, caracteristicos de um esqueleto
ergosta-8,24 (28) -dien. Um sinal com o deslocamento em 76,48 ppm € caracteristico de um
alfa C-3 hidroxilado (KIKUCHI; KADOTA; TSUBONO, 1986; SHAMSABADIPOUR et al.,
2013). Revisados e analisados os dados descritos anteriormente e por comparagdo com 0S
publicados (DE et al., 1987; KAWAI et al., 2007; KHAN; KHAN; ATHER, 2006; KIKUCHI;
KADOTA; TSUBONO, 1986; SHAMSABADIPOUR et al., 2013), o composto 3 pode ser

identificado como obtusifoliol (Dimetill-ergosta-8,24(28)-dien-3-alfa-ol).
Os espectros de RMN *H e 3C (Figuras 53 e 54) mostraram sinais caracteristicos com
o deslocamento em 0,15 e 0,38 (27,51; C-19), como pode ser visto no espectro ampliando de
RMN !H das sinais na Figura 58, e 0,98 (14,4;C-28), 0,90 (18,98, 19,3, C-21, C-29), 0,97 (18,4,
C-18), 25,4, 1,03 (22,1, C-27) e 1,02 (22,2, C-26) para sete grupos metila, respectivamente. Na
Figura 59 ampliacGes do espectro HSQC, correlagéo do carbono C-19 27,51 ppm, ligados aos

prétons com deslocamento 0,15 e 0,38 ppm para o grupo metileno do anel ciclopropano.
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Figura 58— Expanséo do espectro de *H RMN (400 MHz CDClIs) da mistura RA H6
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Figura 59— Expansio do espectro de RMN HSQC (*H 400 MHz CDClIs*3C 100 MHz) da
mistura RA H6
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Figura 60— Expanséo do espectro de *H RMN (*H 400 MHz CDCIs) da mistura RA H6

7796_Taniafy fidg
Tania  RAEH-67T=298K AIII300 07/ago/2015 (7796)

322
311

4500

4000

Ha, b 30 3500

2000

1500

1000

—r 1
8 =
T
. 3.1

T T T T T T T T T T T T T T T T
4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.0
f1 (ppm)

Fonte: MORENO, 2019

O deslocamento ilustrado na Figura 60 a 4,6 e 4,7 ppm também permitem a atribuicéo
das estruturas olefinicas observadas nesta mistura. Ampliagdo do espectro de *H RMN (Figura
60) na regido dos sinais relacionados aos prétons (ddd) C-3 hidroxilados e hidrogénios
olefinicos C-30, designados ressonancia dois prétons carbinélicos, um sinal em 3,10 ppm (ddd)
para o préton C-3 de obtusifoliol e outro sinal 3,22 (ddd, J = 10,6, 8.9, 4,6 Hz, 1H) para o préton
C-3 de cicloeucalenol.

A espectroscopia de correlacdo préton - préton (COSY) apresentada na Figura 61,
mostra as ressonancias dos *H (a) 4,66 e (b) 4,71 ppm, ambas proporcionam correlagdes de 2JC-
H e 2JC-H com uma ressonancia de *H a 2,23 ppm, do carbono C-25, mostrando a existéncia
da parte da cadeia lateral. CorrelacGes de coeréncia heteronuclear de ligacdo maltipla (HMBC),
(Figura 62), a duas e trés ligacdes (2JC-H e 3JC-H) sdo observadas entre a ressonancia do *C
(106,17 ppm) e o0s prétons ressoando a 2,23 ppm (C-25). Esses protons também acoplam 2JC-
H e 3JC-H com o carbono quaternario olefinico com ressonancia 157,18 ppm, indicando que
este carbono esta ligado ao carbono dos prétons olefinicos (106,17 ppm), e a Figura 63
apresenta a ampliacdo do espectro HMBC onde pode-se ver o deslocamento com ressonancia
2,23 ppm (C-25) e as metilas (C-26,27) 1,023 ppm com a ressonancia do carbono olefinico

quaternario a 157,18 ppm, indicando a existéncia da cadeia lateral do triterpeno.

Figura 61- Expanséo do espectro de RMN COSY (*H 400 MHz CDCls) da mistura RA H6
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Figura 61— Expanséo do espectro de RMN COSY (*H 400 MHz CDCIs) da mistura RA H6
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Figura 62— Expansdo do espectro de RMN HMBC (*H 400 MHz CDCls *C 100 MHz) da
mistura RA H6
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Figura 63— Expanséo do espectro de RMN HMBC (*H 400 MHz CDCIls *C 100 MHz) da
mistura RA H6
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Espectroscopia de correlacdo heteronuclear de um dnico quantum (HSQC) também
apresenta as correlag@es na Figura 64, entre prétons ressonantes a 3,22 ppm e C-3 (76,79 ppm).
Protons ressonantes a 4,66 e 4,71 ppm ambos ddo 1JC-H com a ressonancia do deslocamento
do ¥C a 106,17 ppm mostrado no espectro de HSQC na Figura 65, baseando-se apenas no
deslocamento quimico, essas estruturas sao claramente estruturas de metileno terminais.
Correlagdes do HSQC da Figura 66 indica que esses protons (*H = 2,23 ppm) sio diretamente
(*JC-H) acoplados a ressonancia *C a 34,0 ppm (C-25). Assim, a estrutura do composto 2
poderia ser designada como cicloeucalenol, e se converte em um triterpenoide do tipo

cicloartano reportado pela primeira vez na resina de Myracrodruon urundeuva.
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Figura 64— Expansio do espectro de RMN HSQC (*H 400 MHz CDCls C 100 MHz) da
mistura RA H6
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Figura 65— Expansio do espectro de RMN HSQC (*H 400 MHz CDCls 3C 100 MHz) da
mistura RA H6
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Figura 66— Expanséo do espectro de RMN HSQC (*H 400 MHz CDClIsz *C 100 MHz) da
mistura RA H6
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Tabela 32— Dados de RMN RA H 6 Obtusifoliol (3) (*H NMR 400 MHz, (CDClI3;7.26 ppm e 77.0 ppm de RMN 3C)

Literatura 3C Experimental 75

No CDCls MHz CDCls APT SH literatura CDCl3 400 MHz SH experimental CosYy HMBC 2J HMBC 3J
C-1 35,0 35,06 CH2

C-2 31,1 31,22 CH2

C-3 76,5 76,48 O-CH 2,96 (1H, ddd, J= 4,8, 10.0, 14,8 Hz) 63,10 (ddd, J=11,4,9.7, 4,8 Hz). H-28 H-28
C-4 39,2 39,46 CH

C-5 47,0 47,14 CH

C-6 20,7 20,97 CH2

C-7 28,2 28,37 CH2

C-8 133,6 133,84 C

C-9 134,6 134,88 C
C-10 36,4 36,58 C
C-11 21,8 22,01 CH2
C-12 25,5 25,72 CH2
C-13 44,6 44,7 C Ho\\‘
C-14 49,9 50,10 C
C-15 31,3 31,31 CH2
C-16 31,0 31,04 CH2
C-17 50,4 50,64 CH
c18 157 15,9 CH3 0,55 (3H, s, H-18) 50,54 (s, 3H).
c19 187 18,59 CH3 0,82 (3H, s, H-19), 50.83 (s, 3H).
C-20 36,5 36,75 CH
Cc-21 18,2 18,05 CH3 0,85 (3H, d, J= 6,4 Hz, H-21) 80,85 (d, J=4,1 Hz, 3H).
C-22 35,0 35,24 CH2
C-23 30,8 29.,96 CH2
C-24 156,9 157,12 C
C-25 33,8 34,0 CH
C26 219 2212 CH3 0,88 (3H, d, J= 6,8 Hz, H-26) 50,89 (d, ] = 2,4 Hz, 3H). H-25, H27 H-25 H-27
c27 220 22,05 CH3 0,89 (3H, d, J= 6.8 Hz, H-27) 50,89 (d, J = 2,4 Hz, 3H). H-25, H26 H-25 H-26
C-28 15,1 15,32 CH3 0,74 (3H, s, H-28) 50,71 (s, 3H). H-3 H-3
C29 244 24,68 CH3 0,79 (3H, d, J= 6.4, H-29) 50.81 (s, 3H).

4,71 (s, 1H), 4,66 (d, J = 1.5 Hz,

C-30 105,9 106,17 CH2 &H 4,56 and 4,51 (each 1H, br s, H-30 a, b) 1H). H-25

SHAMSABADIPOUR, Sara et al. Triterpenes and steroids from Euphorbia denticulata Lam. with anti-Herpes symplex virus activity. Iranian
journal of pharmaceutical research: 1JPR, v. 12, n. 4, p. 759, 2013 Fonte: MORENO, 2019
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Tabela 33— Dados de RMN RA H 6 a-Cicloeucalenol (4) (*H NMR 400 MHz, (CDCIs;7,26 ppm e 77,0 ppm, 75 MHz RMN 3C)

No CDC|3 3C Experimental APT SH literatura CDCl3 8H experimental COSY HMBC ~ HMBC
Literatura 2] 3J
C-1 30,88 31,04 CH2 1,550 td (12,5, 3); 1,283 dt (12,5, 3,5)
C-2 34,90 34,91 CH2 1,983 ddt (11, 5, 3); 1,423 dtd (13, 11, 3.5)
C-3 76,64 76,79 O-CH 3,213 ddd (10,5, 9, 4.5) 63,22 (ddd, J =10,6; 8,9; 4,7 Hz, 1H) H11; H-4 H-28
C-4 44,69 44,84 CH 1,16 m
C5 4343 43,53 CH 1,206 td (10,5, 4.5) 5 1.19 (td,).
C-6 24,73 24,92 CH2 1,678 dtd (12,5; 4,5; 3.5); 0,585 qd (12,5; 3)
c7 2522 25,42 CH2 1.055 qd (12.5, 3.5); 1.309 dtd (13, 5, 3.5) § 1,03 (dd,). 1H 5 1,30 (dtd)
C-8 46,90 46,89 CH 1,583 dd (12, 5)
C-9 23,64 23,80 C
C-10 29,65 29,62 C
C-11 27,08 27,52 CH2 1,204 ddd (15, 8, 6.5); 1,969 ddd (15, 9, 7)
C-12 32,99 33,13 CH2 1,64dd (9,7)
C-13 45,45 45,60 C
C-14 49,00 49,15 C
C-15 35,42 35,59 CH2 1,30 m
C-16 28,18 28,21 CH2 1,30 m
C-17 52,31 52,46 CH 1,92m 4 1,92 (m, 1H).
c-18 17,84 18,47 CH3 0,970's §0,97 (s).
50,14 (d,4.1 Hz,); 1H 6 0,39 (d,4,1

c-19 27,28 27,23 CH2 00,143 d (4); B- 0,387 br d (4) Hz,).
C-20 36,21 36,38 CH 1,40 m 4 1,41 (m, 1H).
C-21 1842 18,98 CH3 0,898 d (6.5) 50,89 (d).
C-22 35,13 35,06 CH2 1,13 dddd (13, 11.5, 9, 5); 1,57dddd (13, 11.5, 6, 3.5)
c-23 3141 31,41 CH2 1,890 ddd (14,5; 11,5; 5.5); 2,124 ddd (15, 11.5, 5)
C-24 156,89 157,18 C
C-25 3390 34,00 CH 2,233 septet (7) §2,24 (septet, J = 6,8 Hz). H-26, H-27  H-30
C-26 22,06 22,25 CH3 1,026 d (7) 61,02 (d) H-25, H-27 H-25 H-27
C-27 21,94 22,12 CH3 1,031d (6.7) 61,03 (d) H-25, H-26 H-25 H-26
C-28 14,46 14,40 CH3 0,980d (7) 50,99 (d, J =7 Hz). H-3 H-3
C-29 19,21 19,38 CH3 0,893 s 6 0,89 (s). H-4, H5

4,71 (s, 1H), 4,66 (d, J = 1.5 Hz, H-25
C-30 106,05 106,17 CH2 4,662 br d (1); 4,714 br s 1H).

KIKUCHI, Tohru; KADOTA, Shigetoshi; TSUBONO, Kaoji. Studies on the Constituents of Orchidaceous Plants. IV.: Proton and Carbon-13 Signal Assignments of
Cycloeucalenol-Type Triterpenes from Nervilia purpurea SCHLECHTER by Two-Dimensional Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy. Chemical and pharmaceutical

bulletin, v. 34, n. 6, p. 2479-248

Fonte: MORENO, 2019
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4445 Andlise por cromatografia gasosa da mistura RA H6 obtida da fracdo hexanica da

resina Myracrodruon urundeuva

Também da parte da fracdo hexanica (300 mg) que foi submetido a cromatografia em
coluna sobre gel de silica com gradiente de n-hexano-acetato de etilo (9:1) no EPCLC AI-580S
produziu 30,0 mg para um 10,0 % de rendimento de uma substancia, como mostrado na Figura
67 na cromatografia em camada delgada (CCD).Para o desenvolvimento da placa foi usado
como solventes hexano/acetato (9:1), quando a mancha envolvida no processo cromatografico
ndo foi possivel de visualizar, usou-se a técnica de aquecer a placa até o surgimento de mancha.
RA H6 foi obtido como p6 amorfo branco, solivel em diclorometano; Rf = 0,49 e deu teste
positivo ao reagente de Lieberman-Buchard indicando um esqueleto triterpenoide e / ou
esteroide. Quando injetada no cromatdgrafo gasoso apareceu dois picos principais no

cromatograma como é mostrado na Figura 68

Figura 67— Cromatografia em camada delgada (CCD) de RA H6 corado com reagente de
Libermann

Fonte: MORENO, 2019
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Figura 68— Cromatograma gasoso de RA H6
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O cromatograma (Figura 68) para a fracdo hexanica da resina de RA H6 por sugestao
da biblioteca NIST (Tabela 34) do sistema propde dois constituintes triterpendides esteroidais:
cicloeucalenol (4) e Obtusifoliol (3) (Figura 73), podendo ser relatado pela primeira vez em
resina da aroeira Myracrodruon urundeuva. O primeiro pico significativo que apareceu aos
29,21 minutos foi identificado como obtusifoliol (4,14-dimetil-5-ergosta-8,24 (28) -dien-3-ol).
O componente possuindo um tempo de retencdo de 30,14 min, foi identificado como
cicloeucalenol (4,14-dimetil-9,19-ciclo-5-ergost-24 (28) -en 3-ol). Isolamento e purificagdo néo
foram possiveis devido a presenca de estruturas semelhantes na mistura.

O composto 4 apresentou uma massa molecular de 426 [M]*, o espectro de massa
(Figura 69) mostra fragmentacdes caracteristicos em 411 [M-CHzs]*, 393 [M-CH3H20]", 259
[cadeia lateral M-C3Hs]", 245 [cadeia lateral M-CsHs]™ e fragmento base (100 %) 69 [M-CsHo]*

e 69 [CH2=C. CH-2(Me)]" que foram semelhantes para obtusifoliol e cicloeucalenol.
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Figura 69— Espectro de massa GC de Obtusifoliol (1), pico Tr = (29,21)
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Fonte: MORENO, 2019

Figura 70— Espectro de massa CG para cicloeucalenol (2). Pico Tr = 30,14
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Fonte: MORENO, 2019
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O espectro de massa de 5 (Figura 70) foi muito semelhante ao de 4, a estrutura 5 foi
sugerida por NIST como cicloeucalenol. O espectro mostra picos caracteristicos m/z 427
[M+1]; 412 [M-CHs] *, 95 [M-C7H11] e 69 [M-CsHs]. O resultado obtido do cromatograma
também foi consultado com a base de dados conforme sugestdo da biblioteca NIST do sistema
e mostrado na Tabela 34, foram analisados todos os picos do cromatograma como possiveis
substancias a encontrar na mistura, coincidindo com os propostos por RMN.

Tabela 34— Proposta da NIST de RA H6

Pico Tr(min) FM M.+ %A  Propostado composto  Prob (%)
1 29.21 CaoHs00 426  25.43 Obtusifoliol 38.3
2 30.14 CaoHs00 426  68.61 Cicloeucalenol 33.6

Fonte: MORENO, 2019

Os principais grupos funcionais de RA H6 foram identificados empregando-se a
espectrometria no infravermelho. Na Figura 71 esta representado os espectros de absor¢do no
infravermelho de RA H6. E possivel também verificar que apresento banda de absorcio na
regido de 3335 cm™ ,deformacéo axial O-H, 3307 e 16401 cm™ prdprias de deformagdo axial
C=C, ou as bandas de 1641 e 886 cm™, também podem ser indicativas de um grupo metileno
exociclico; 2944 e 2872 cm™ deformagdo axial em estruturas alifaticas,1456 deformacéo
angular de CHz e CHs, é encontrado bandas de pouca intensidade a 1734 que poderia ser
atribuida a deformacdo axial de C=0, s6 que ndo é encontrado deslocamento quimico de
carbono em RMN para esse grupo.

Figura 71— Espectro de IV de RA H6
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4446 UPLC-PDA-QTOF-MS/MS Mistura RA H6 positivo

Para RA H6 também foi usada a espectrometria de massa em tandem de ionizagéo por
eletrospray (UPLC-PDA-QTOF-MS/MS) como descrito para RA H3 obtendo-se o
cromatograma e os dados das massas obtidas (Tabela 35) foram consultados na base de dados

METLIN (https://metlin.scripps.edu/), obtendo-se como proposta 0S mesmos proposto por

RMN mostradas as estruturas na Figura 73. Espectros de massas e mostrado na Figura 72.

Tabela 35— Resultado da analise do cromatograma de RA H6 obtido da fracdo hexanica do
extrato etanolico da resina de Myracrodruon urundeuva

P Amax [M+H]* Calculada Fragmentos Proposta
1 226 [M+H]",427,3940 427,3934; M-H-H20] ", 409,3837 obtusifoliol
2 224 [M+H]" ,427,3923 427,3934; [M-H-H20]",409,3835 cicloeucalenol

Fonte: MORENO, 2019

Figura 72— Espectros de massa UPLC-DAD-QTOF-MS/MS modo positivo dos compostos
isolados RA H6, Obtusifoliol A (1), cicloeucalenol B (2)
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Fonte: MORENO, 2019
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Fonte: MORENO, 2019

Figura 73— Proposta das substancias isoladas RA H6 obtusifoliol (4) e (5) cicloeucalenol

Fonte: MORENO, 2019

Os compostos das misturas RA H3 e RA H6 isolado, na rota biossintética eles podem
ser obtidos pelo processo de desmetilagéo do carbono quatro (C4). Nas plantas, existem rea¢oes
distintas de desmetilacdo C4 implicadas em reacdes ndo consecutivas na rota biossintética, uma
desmetilacdo em C4 aplica-se por exemplo a 24-metilencicloartanol que se transforma em
cicloeucalenol. A conversao de triterpeno-esterol implica a remocéo oxidativa de metila em C4.

Por outro lado, butirospermol é formado a partir de um cétion dammarenil através de dois
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rearranjos de dois e dois grupos metila e uma desprotonacdo final de C-7 (Figura 74)
(MANDER; LIU, 2010).
Figura 74— O processo de desmetilacdo C4 e rearranjo do cation dammarenil segundo
Mander et al., (2010)
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4.4.4.7 Andlise de F por técnicas espectroscopicas

Uma parte da fracdo hexanica (1 g) que foi submetido a cromatografia em coluna sobre
gel de silica com gradiente de n-hexano-acetato de etilo no EPCLC Al-580S produziu 56,0 mg
para um 5,6 % de rendimento. A identificacdo da mistura F foi realizada pela analise de RMN

de 'H,*C APT, os espectros s&o mostrados na Figura 75 e Figura 76 respectivamente.

Figura 75— Espectro de RMN H (500 MHz CDCls) da mistura F
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Fonte: MORENO, 2019

No espectro de RMN de *C (Figura 75) sugeriu a presenca de um éster carbonilico
174,5 (CH2-CO2) como também encontrados os sinais de carbono 65,3 (C-1), 70,2 (C-2) e 63,3
(C-3). Os sinais dos protons (Figura 75) 4,20 (1H, dd, H-1a), 4,15 (1 H, dd, H-1b), 3,93 (1H,
tt, H-2), 3,69 (1H, dd, H-3a) e 3,60 (1H, dd, H-3b), todos sdo caracteristicos de um
monoglicerideo e sugere-se como 1-monopalmitin (6), todos os deslocamentos dos prétons e
carbono s&o mostrados na Tabela 36, de acordo com a literatura (HERNANDEZ-GALICIA et
al., 2007). Também os resultados foram analisados e comparados com a literatura(HATZAKIS
et al., 2011; KONISHI et al., 2004; NURMALA et al., 2018; TSUZUKI et al., 1995; WANG
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et al., 2013) . Entre tanto também foram comparados os deslocamentos de carbono e protons e
o0 alfa D de 1-monopalmitin para o estereoisomero (R) no Unico carbono quiral 2 reportando
[0]%°0 = -6,52° (¢ = 0,015, em cloroférmio) (SINGH; SHARMA; SINGH, 2010), sendo que o
alfa D de F obtido experimentalmente foi [0]*p = + 14.29° (¢ = 0.07 g/ mL em cloroférmio)

pelo tanto o composto isolado tem sugestdo o (S)-1-monopalmitin (6) Figura 83.

Figura 76— Espectro de RMN 3C (APT 125 MHz CDCls) da mistura F
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Fonte: MORENO, 2019

Tabela 36— Dados RMN de 1-monopalmitin

BC 3 (ppm) °C 3 (ppm) H & (ppm) 'H & (ppm)
Literatura Experimental Literatura Experimental
(CDCIl3) 75 Mz (CDCls) 126 MHz (CDCl3/ TMS0 300 Mz (CDCls) 500 Mz

1 14,1 14,2 0,88 (3H, t, J=7,2 Hz CH3) 0,88 (t,J = 6.8 Hz, 3H)
2 29,6 (nCHy) 29,6 1,25 (br s, nCHy) 1,26 (br s, nH)
3 34,1 343 2,33 (2H, t, J= 7,5 Hz, -CH2-CO,) 2,35 (t, J = 7.6 Hz, 2H)
4 63,3 (C-3) 63,5 3,59 (1H, dd, J=11,5; 6 Hz, H-3b), 3,60 (dd, J = 11,5; 5.9 Hz, 1H)
5 70,2 (C-2) 70,5 3,70 (1H, dd, J=11,5; 4Hz, H-3a), 3,69 (dd, J = 11,5; 4.0 Hz, 1H)
6 70,2 (C-2) 70,5 3,93 (1H, m, H-2) 3,93 (tt, J=5,9; 4.2 Hz, 1H)
7 651(C-1) 65,3 4,14 (1H, dd, J=11,5, 6 Hz, H-1b) 4,15 (dd, J = 11,6; 6.1 Hz, 1H)
8  651(C-1) 65,3 4,19 (1H, dd, J=11,4; 4,9 Hz, H-1a) 4,20 (dd, J = 11,6; 4.7 Hz, 1Ha)
9  1743(CO) 1745 (CO)

Fonte: MORENO, 2019
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4448 Andlise por cromatografia gasosa da mistura F obtida da fracdo hexanica da resina

Myracrodruon urundeuva.

O cromatograma gasoso (Figura 77) de F pode-se observar o pico tempo de retengédo
21,39 e o0 espectro € mostrado Figura 78, como constituinte praticamente puro e com sugestao
da NIST do 2-monopalmitin com 78,5 % (Tabela 37) de probabilidade foi demostrado por RMN
que o composto é o 1-monopalmitin pelo que a técnica de CG ndo € o suficiente confiavel para
as proposta na tentativa de elucidacdo estrutural, de ai a importancia do uso de UPLC-DAD-
QTOF como técnica mais precisa e exata na tentativa de elucidacao estrutural dos constituintes
presentes na fragdo hexanica da resina de Myracrodruon urundeuva e das misturas isoladas,
podendo o 1-monopalmitin ser relatado pela primeira vez em resina da aroeira Myracrodruon

urundeuva.

Figura 77— Cromatograma gasoso de F
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Fonte: MORENO, 2019
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Figura 78— Espectro de massa de 1-monopalmitin ou 2- monopalmitin (1), pico Tr = (21,39)
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Fonte: MORENO, 2019
Tabela 37— Proposta da NIST de F
Pico Tr(min) FM M+1 % A Proposta do composto Prob (%)
1 21,39 CioH3s0s 331 4,58 2-Monopalmitin 78.5
2 21,39  Ci9Hs3s04 331 4,58 1-Monopalmitin 19.4
Fonte: MORENO, 2019
Figura 79— Espectro de IV de F
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Os principais grupos funcionais de F foram identificados empregando-se a
espectrometria no infravermelho. Na Figura 79, estéa representado o espectro de absor¢do no
infravermelho, registrou-se absor¢des em 3309 cm™ prdprias de hidroxilas de alcool, também
é possivel verificar que F apresenta bandas, 2916 e 2850 cm™ deformagcéo axial em estruturas
alifaticas,1467 cm™ deformagcéo angular de CHz e CHs, e é encontrado banda de intensidade a
1730 cm™ tipica de estiramento de carbonila e comparado com a literatura (HERNANDEZ-
GALICIA et al., 2007).

4449 UPLC-DAD-QTOF-MS/MS Mistura F modo positivo

O cromatograma UPLC-DAD-QTOF-MS/MS Figura 80 de F pode-se observar o pico
tempo de retencdo 3,85 (Tabela 38) e o0 espectro de massas com as fragmentac6es Figura 81,
que ioniza com aduto de sédio [M+H+Na] * m/z 353,2662 encontrando a massa do composto
[M+H] * m/ z 331,2844 com possivel rota de fragmentacdo Figura 82 para ions produtos com
perda de &gua gerando o ion m/z 313,3727 com consequente perda de -CH20H para gerar o ion
produto m/z 282,2559 que estabiliza a carga do ion por rearranjo de hidrogénio formando dupla

ligagéo, apds a perda de -C2HsO para gerar o ion produto m/z 239,23609.

Figura 80— Cromatograma de F UPLC-DAD-QTOF-MS/MS
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Tabela 38— Resultado do cromatograma de F

Pico Tr [M+H] + Calculada lons produtos Proposta do

(min) composto

1 385 331,2844 3312843  [M+H-H.0]+; 313,2727,  1-Monopalmitin
[M+H CH20H] +; 282,2559

Fonte: MORENO, 2019

Figura 81— Espectro de massa de 1-monopalmitin UPLC-DAD-QTOF-MS/MS de F [M+H] *
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Figura 82— Proposta da fragmentacdo ions produtos de (+) 1-monopalmitin (6)
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Figura 83— Proposta do composto isolado F 1-monopalmitin (6)
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4.4.5 Atividade antimicrobiana e moduladora da fase hexanica da resina de aroeira

Myracrodruon urundeuva

Produtos naturais derivados de plantas medicinais vém sendo utilizados como fonte de
novos compostos bioativos em especial para o tratamento de doencas infecciosas. Portanto, é
real a possibilidade de utilizar plantas como fonte de novos compostos bioativos que sejam
eficazes contra bactérias resistentes aos antibidticos convencionais (LUCENA et al., 2015).

Tabela 39— Concentracdo inibitéria minima frente a cepas bacterianas

Espécies CIM (ug/mL)
>1024
Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853) >1024
>1024
>1024
Staphylococcus aureus ATCC (25923) >1024
>1024

A fragdo hexénica da resina de Myracrodruon urundeuva ndo mostrou atividade
antimicrobiana de relevancia clinica contra as cepas bacterianas S. aureus ATCC 25923 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853), onde a concentracado inibitoria minima foi igual ou
maior que 1024 pg/mL, (Tabela 111.16), e ela foi testada em concentragdo subinibitorias para
atividade moduladora de antibidticos usando linhagens multirresistente Pseudomonas
aeruginosa 31 e Staphylococcus aureus 35, tratadas com antibidticos das classes
aminoglicosideo. Eles mostraram efeitos significativos em comparacdo com a atividade do
antibidtico sozinho, de acordo com o perfil de resisténcia das cepas utilizadas (Figura 84).

A associacdo da amicacina com a fragdo hexanica da resina de Myracrodruon
urundeuva mostrou efeito sinérgico na cepa Staphylococcus aureus, com reducdo da CIM de
312.5 para 6.148 pg/mL (CIF 0,019) e gentamicina de 9.760 a 2.440 pug/mL (CIF 0,25).
Considerando que a associa¢do da amicacina com a fragdo hexanica da resina de Myracrodruon
urundeuva foi observada também efeito sinérgico na cepa Pseudomonas aeruginosa, sendo a
redu¢do da CIM de 625,00 para 19,530 ug/mL (CIF 0,031) e da gentamicina de 19,530 para
2.440 pg / mL (CIF 0,124) (Figura 84). Os resultados do indice de Concentragdo Inibitoria
Fracionaria (CIF) sdo interpretados como sinérgicos se o indice CIF for <0,5 (AGESTAM,
2016). Fundamentando que as bactérias Gram-positivas tém uma parede celular quimicamente
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menos complexa e com um nivel lipidico inferior ao das bactérias Gram-negativas, (SIEBRA
et al., 2018), sugere-se que a estrutura de S. aureus (bactéria Gram-positiva) pode ser um fator
facilitador na atividade sinérgica da fracdo hexanica da resina de Myracrodruon urundeuva com

aminoglicosideos.

Figura 84— Modulacéo da fracdo hexanica da resina de Myracrodruon urundeuva
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Os mecanismos pelos quais extratos podem inibir o crescimento de microrganismos sdo
variados e podem ser em parte devido a natureza hidrofobica de alguns componentes. Como
resultado, podem demonstrar maior interacdo com a bicamada lipidica da membrana celular,
afetando a cadeia respiratéria e a producdo de energia, ou até mesmo tornar a célula mais
permeavel aos antibioticos, levando a interrupcdo da atividade celular vital. Varios
componentes dos extratos podem permeabilizar a membrana celular, aumentando a penetracédo
de antibiéticos (MATIAS et al., 2010).

Tanto a amicacina quanto a gentamicina associada a fragdo hexanica frente as bactérias
multirresistentes Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, foram agentes
moduladores e potencializadores, possivelmente relacionado a presenca de &cidos triterpenos e
hidroxilados, segundo analise UPLC-DAD-QTOF-MS/MS que estdo presentes na resina de
Myracrodruon urundeuva.

As propriedades antibacterianas de &cido ursolico e o acido oleandlico foram avaliadas
contra diferentes espécies bacterianas, e os resultados obtidos sugeriram a importancia destes

compostos como drogas antibioticas. Além disso, o estudo da relacdo estrutura-atividade
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sugeriu que a quantidade e o posicionamento do grupo hidroxila no esqueleto de triterpenos
pentaciclicos podem impactar o nivel da atividade (JESUS et al., 2015). O grupo hidroxila no
anel A dos triterpenos € essencial para a atividade antibacteriana Figura 85. Os triterpenos
pentaciclicos contendo trés grupos hidroxila no anel A foram encontrados principalmente em
plantas e apresentaram significativa atividade antibacteriana, também a presenca de grupos
carboxilico e carbonilico influenciam na atividade antibacteriana, detido que a reducdo do
grupo carbonila para hidroxilo a atividade inibitoria de bactérias Gram-positivas melhorou
significativamente (HUANG et al., 2015), indicando que grupos hidroxilas faz mais efeito na
membrana. Na fracdo hexa&nica segundo a analise espectroscopico vamos encontrar esses
grupos funcionais o que poderia demostrar o sinergismo da fracdo hexanica com os antibi6ticos
amicacina e gentamicina e o potencial antimicrobiano da fracdo hexanica da resina de
Myracrodruon urundeuva. Os triterpenos contendo grupos hidroxila equatoriais formam
complexos estaveis e sdo voluntariamente sorvidos por varios transportadores devido a
formacao de ligagdes de hidrogénio e sendo integrados na membrana formando complexos com
fosfolipidios priméarios da membrana destruindo assim a membrana celular da bactéria Figura
85 (MALLADI et al., 2017).

Até 2015, nenhum trabalho anterior explicou por que os compostos triterpenos do tipo
oleanano e ursano mostraram uma atividade inibitoria preferencial as bactérias Gram-positivas.
Uma hipétese é gue a membrana externa que € caracteristica em bactérias Gram-negativas, pode
servir como uma barreira de permeacdo seletiva que protege os danos desses compostos
segundo (HUANG et al., 2015), por isso poderia ser o resultado obtido na P. aeruginosa que é
diferente ao de S. aureus.
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Figura 85— O mecanismo plausivel para atividade antibacteriana do grupo hidroxila segundo

Malladi et al., 2017
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As atividades diferenciais contra esses dois tipos de bactérias podem ser elucidadas

levando-se em conta as camadas externas das células. No caso das bactérias Gram-positivas, a

7

barreira externa das células é constituida por uma camada de peptidoglicano ineficaz e

permeavel. Assim, os constituintes dos farmacos sdo permeaveis através da parede celular das

bactérias Gram-positivas. No entanto, em bactérias Gram-negativas, a parede celular

composta de peptidoglicano de mdltiplas camadas e membrana fosfolipidica, que

D~

D~

impermeavel aos constituintes do farmaco. Este é o primeiro relato de atividade antibacteriana

e modulacéo da fracdo hexanica da resina de Myracrodruon urundeuva pelos aminoglicosideos,

contra bactérias multirresistentes.
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45 CONCLUSOES

Foram isoladas duas misturas e um composto puro F e caracterizadas por as técnicas
espectroscopicas identificando o composto puro como 1-monopalmitin e nas mistura RA H3
com os constituintes identificados como butirospermol, cicloartenol e 24-metilen cicloartanol,
como na mistura RA H6 foram identificados como obtusifoliol e cicloeucalenol, mostrando a
presenca de nucleos triterpénicos tipo cicloartano na resina de Myracrodruon urundeuva, sendo
inédito para esta espécie.

A andlise por CG permitiu a identificacdo de 19 possiveis compostos da resina de
Myracrodruon urundeuva. J& analise por UPLC-DAD-QTOF-MS/MS permitiu como tentativa
de identificacdo 84 triterpendides, sendo que os grupos funcionais hidroxila e carboxila foram
encontrados nestes triterpenos.

A fracdo hexanica da resina de Myracrodruon urundeuva ¢ uma fonte alternativa de
produto natural com agdo antibacteriana, possui capacidade de utilizagdo em conjunto com
antibidticos, modulando sua atividade, tanto frente a bactérias Gram-positivas, quanto Gram-
negativas, além de que pode ser uma fonte alternativa de compostos bioativos. Este € o primeiro
relato sobre a atividade antibidtica modificadora da fragdo hexanica da resina de Myracrodruon
urundeuva, constituindo uma nova arma contra a resisténcia bacteriana aos antibi6ticos como

os aminoglicosideo
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