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Determinagao da capacidade antioxidante em amostras de
mel de abelhas sem ferrao

Determination of antioxidant capacity in stingless bee
honey samples

RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a capacidade antioxidante das amostras de mel de
abelha da espécie Scaptotrigona bipunctata, coletadas na Fazenda Experimental de
Iguatemi— FEI/UEM, Maringa, Parand, Brasil. As soluc¢des de 0,8 g mel mL” de agua
deionizada foram avaliadas quanto a capacidade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS
e FRAP, as quais variaram de abaixo do limite de quantificacdo a 80,94 + 10,18 umol ET
100 g'1 de mel, <LQ a 86,65 + 6,11 umol ET 100 g'1 e 22,84 +13,78 a 285,82 + 90,64 umol
ET 100 g'l, respectivamente. A atividade antioxidante determinada pelos métodos variou
nas amostras de diferentes datas das coletas, mesmo sendo produzidas pela mesma
espécie de abelha. Os métodos empregados foram eficientes para a quantificagdo da
capacidade antioxidante, demostrando esse tipo de mel ser um alimento fonte desses
compostos. Comparando os resultados obtidos neste estudo com a literatura, verifica-se
que hd uma grande variabilidade na capacidade antioxidante nas amostras de mel de
abelhas sem ferrdo. Isso pode ocorrer, principalmente, devido as diferentes origens
botanicas do néctar coletado para a producdo do mel, origem geografica e espécies de
abelhas.

PALAVRAS-CHAVE: Mel. Meliponineos. Antioxidantes. Scaptotrigona bipunctata.

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the antioxidant capacity of bee honey
samples of the species Scaptotrigona bipunctata, collected at the Experimental Farm of
Iguatemi - FEI / UEM, Maringd, Parana, Brazil. The 0.8 g honey mL™" solutions of deionized
water were evaluated for antioxidant capacity by DPPH, ABTS and FRAP methods, which
ranged from below the limit of quantification (LQ) to 80.94 + 10.18 pmol ET 100 g* honey,
<LQ at 86.65 + 6.11 pumol ET 100g'1 and 22.84 + 13.78 at 285.82 + 90.64 umol ET 100g'1,
respectively. The antioxidant activity determined by the methods varied in the samples of
different collection dates, even being produced by the same bee species. The methods
employed were efficient to quantify the antioxidant capacity, demonstrating that honey is
a food rich in these compounds. Comparing the results obtained in this study with the
literature, it is verified that there is a great variability in antioxidant capacity in stingless
bee honey samples. This is mainly due to the different botanical origins of nectar collected
for honey production, geographical origin and bee species.

KEYWORDS: Honey. Meliponin. Antioxidants. Scaptotrigona bipunctata.
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INTRODUGAO ... >

Denomina-se mel, de acordo com a legislacdao Brasileira, o alimento natural
produzido por distintas espécies de abelhas meliferas a partir do néctar das flores
ou das secrecdes oriundas de partes vivas das plantas, ou ainda secre¢des de
insetos sugadores de plantas (BRASIL, 2000).

As abelhas denominadas nativas, indigenas ou Meliponinae sdao as abelhas
sem ferrdo pertencentes a familia Apidae, subfamilia Apinae e tribo Meliponini
(OLIVEIRA et al.,, 2013). As Meliponinae sdo eussociais, desta forma, sdo
excepcionalmente organizadas, formando col6nias permanentes, habitadas por
zangdes, rainhas e predominantemente pelas operarias (VILLAS-BOAS, 2012).

As abelhas sem ferrdo apresentam variacdao em sua coloracdo, podendo ser
claras (amarelas) ou escuras (marrom, pretas. Por ndo possuirem ferrdo, ndo sao
ofensivas, contudo, expelem liquidos acidos ou basicos a fim de se defenderem,
estes liquidos causam irritacdo na pele de seus predadores. Podem também se
enrolar nos cabelos ou pelos, ou ainda tentar adentrar nas vias respiratorias
(NOGUEIRA, 1997).

Os agentes antioxidantes que sdo encontrados com maior frequéncia em
alimentos sdo os grupos fendis que representam os acidos fendlicos e os
flavonoides. O mel possui uma atividade antioxidante significativa, pois nele sdo
encontradas grandes concentragdes desses compostos, que sdo provenientes do
néctar das plantas que as abelhas coletam. Os compostos antioxidantes, embora
sejam oriundos de uma fonte vegetal, sdo influenciados pelo processamento,
manipulagdo e armazenamento da amostra, no entanto a origem floral tem
influéncia maior. Diante disso, o objetivo do presente trabalho é caracterizar e
determinar a atividade antioxidante das amostras de mel de abelha da espécie
Scaptotrigona sp (CHEN, 2000).

MATERIAL E METODOS

Os solventes e reagentes empregados nas determinagdes analiticas foram:
agua purificada pelo sistema de osmose reversa, metanol grau pureza 99,8%,
hidréxido de sédio PA, carbonato de sddio aquoso, acido cloridrico PA, cloreto
férrico PA (97% pureza), nitrito de sddio PA, cloreto de aluminio PA e persulfato
potdssico da marca VETEC com 99% de pureza, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
com 85% pureza, 2,2'-azino-bis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) sal
diamoénio (ABTS) com 98% pureza, 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), 6-hidréxi-
2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico (Trolox) da marca SIGMA com 97%
pureza. Todos os reagentes utilizados foram de elevada pureza.

As coletas das amostras de mel de abelhas da espécie Scaptotrigona
bipunctata utilizadas neste trabalho, foram realizadas entre os meses de janeiro
de 2016 e dezembro de 2017, na Fazenda Experimental de Iguatemi- FEI/UEM,
Maringa—Paran3, Brasil. As amostras de mel foram transportadas até o municipio
de Campo Mourdo, PR, Brasil em recipientes plasticos com tampa, armazenados
em caixa de isopor. Nas dependéncias da UTFPR Campo Mourdo, onde as anadlises
foram realizadas, as amostras foram armazenadas em refrigerador.
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Todas as analises pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP foram realizadas em
triplicata, seguindo os métodos descritos por Sereia et al. (2017) e em laboratdrio
com cortinas fechadas e luzes apagadas e envolvendo os tubos em papel
aluminio. Para realizar a leitura das absorbancias, em todas as analises, utilizou-
se um espectrofotémetro UV-Vis (modelo Global GTA-97). As amostras de mel e
os reagentes foram pesadas em balanca analitica (modelo Bioscale 2204).
Empregou-se um banho-maria termostatico (modelo MA 156 CIRMarconi).

Para a determinacdo pelo DPPH foi construida uma curva analitica com
padrdo de trolox (T) no intervalo de concentracdo de 50, 275, 500, 700, 850 e
1000 pmol L, em triplicata cada nivel de concentragdo. Foi feita a conversdo em
resultados expressos em micromol equivalentes de trolox por grama de matriz
(umol ET g™). O limite de quantificacdo foi a menor concentracdo com precisdo e
exatiddo da respectiva curva analitica. Para realizar as andlises, foram
homogeneizados 100 pL de solucdo padrao de trolox diluida de acordo com cada
nivel de concentracdo (para as amostras foi adicionada solu¢cdo aquosa de mel
0,8 g mL™ de 4gua) e 3.900 pL de solucdo de DPPH 60 umol L™. Apds 30 minutos,
as absorbancias foram lidas em 515 nm. Para a analise do branco, de cada
amostra de mel, foram misturados 100 uL da solu¢do da amostra de mel 0,8 g mL
! com 3.900 pL de 4gua. O controle negativo foi preparado misturando 100 uL de
dgua com 3.900 pL de solucdo de DPPH 60 umol L.

Para a determinacdo pelo ABTS a curva analitica foi construida com padrao
de trolox (T) com os valores de concentracdo de 50, 140, 230, 320, 410 e 500
umol L™, em triplicata cada nivel. Para avaliar as solu¢cdes de mel por meio do
método ABTS, foram preparadas duas solucdes estoque, a primeira de 7,4 mmol
L™ de ABTS e a segunda de 2,6 mmol L™ de persulfato de potassio. As soluces
foram misturadas para formar a solucdo de trabalho, a qual reagiu durante 12
horas em ambiente escuro e a temperatura ambiente. A solugdo de trabalho foi
diluida com metanol até obtenc¢dao de Absorbancia 1.100. Em seguida, 2.850 plL
desta solugdo foram misturados com 150 pL de solugdo padrdo de trolox (para as
amostras foi adicionado solugdo aquosa de mel 0,8 g mL"). A leitura das
absorbancias foi feita apds 2 horas em 734 nm. Para o branco, 150 pL da solucdo
da amostra de mel 0,8 g mL™" foram misturados com 2.850 L de metanol, para
cada solucdo da amostra foi preparado seu préprio branco. O controle negativo
foi preparado misturando 150 pL de dgua com 2.850 pL de solugdo trabalho
diluida.

Para as analises pelo FRAP, foi preparado o complexo férrico TPTZ com
20,83mL de solucdo TPTZ 10mmol LY 20,83mL de solucdo de FeCl; 20mM e
208,33mL de solucdo tampdo acetato 300mmol L com pH = 3,6, totalizando
250mL (1:1:10 v v''). A mistura foi mantida em banho maria & temperatura
constante de 37°C durante 30 minutos, e a leitura das absorbancias foi feita em
593 nm. A curva analitica foi construida com padrdo de trolox (T) com valores de
concentragdo de 50, 250, 500, 750 e 1000 pumol L em triplicata cada nivel de
concentragao.

Para fazer as andlises, foram transferidos para tubos de ensaio 100 pL da
solugdo padrdo de trolox diluidas em triplicatas (para as amostras solu¢ao aquosa
de mel 0,8 g mL™), 300 pL de 4gua deionizada e 3000 pL de complexo férrico
TPTZ. A solugdo foi mantida em banho térmico a 37 °C durante 30 minutos e a
leitura das absorbancias foi feita em 593 nm. Para o branco, 100 ulL da solugdo da
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amostra de mel foram misturados com 3.000uL de metanol e 300 pL de agua,
para cada solucdo da amostra foi preparado seu préprio branco. O controle
negativo foi preparado misturando 100 pL de metanol com 3.000pL complexo
férrico TPTZ e 300uL de agua destilada. Depois de preparada, a mistura foi
agitada manualmente por 15 segundos e deixada em repouso a temperatura
ambiente na auséncia da luz, por 30 min. As absorbancias das amostras foram
medidas em cubetas de quartzo em 593nm.

O limite de quantificacdo de cada método DPPH, ABTS e FRAP foi
considerado a menor concentracdo com precisdao e exatiddao da respectiva curva
analitica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as curvas analiticas apresentaram valor de coeficiente de correlacao
linear maior que 0,99, dentro do recomendado pela RE n2 899, de 29 de maio de
2003 da ANVISA (ANVISA, 2003), com base nos requisitos para métodos
bioanaliticos.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as respostas da capacidade antioxidante para
as diferentes amostras de mel de abelhas sem ferrdo estudadas. A capacidade
antioxidante dos extratos avaliados pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP variou de
n3o detectado a 80,94 umol ET 100g™ de mel, abaixo do limite de quantificagdo
(50 pumol L) a 86,65 pumol ET 100g™ e 22,84 a 285,82 umol ET 100g7,
respectivamente. Observou-se discrepancia entre os valores que medem a
capacidade antioxidante pelo DPPH. De acordo com Thaipong et al., (2006), isso
pode ocorrer devido ao tempo de reacdo dos reagentes utilizados nos métodos
com os compostos solidos da matriz e pela prépria caracteristica da amostra.

Praticamente todas as amostras de mel avaliadas pelos métodos propostos
apresentaram teores de capacidade antioxidante, o que comprovou a existéncia
de compostos antioxidantes. Pode-se confirmar ainda a importancia do mel como
(fonte desses compostos. Segundo Avila (2019), para a espécie Scaptotrigona
bipuncata, foram encontrados valores capacidade antioxidante pelo método
DPPH entre 1,46 umol ET 100 g™ e 3,91 pmol ET 100 g™. De acordo com Kus et al.
(2017), os valores apresentados para abelhas sem ferrdo em geral variaram de
61,1 a 5060,0 pmol ET100 g, e de 200,00 pmol ET 100 g™ a 500,0 pmol ET100 g™
para Apis melifera.

De acordo com o estudo de Avila (2019), para o método de ABTS, em
amostras de mel da espécie Scaptotrigona bipuncata, foram encontrados valores
entre 1,13 pmol ET 100g” e 3,47 pmol ET 100g™. J4 em Lira et al. (2014) a
atividade antioxidante variou de 90,52 a 201,07 ugET 100 g™ para ABTS nos méis
de A. melifera. Para os méis da espécie de abelha Scaptotrigona sp variou de 3,73
a 33,08 ugkT 100 g'l, enquanto para os méis de T. angustula variou 85,41 a 93,07
ugET 100 g*. Comparando os resultados obtidos neste estudo com a literatura,
verifica-se que hd uma grande variabilidade na capacidade antioxidante nas
amostras de mel de abelhas sem ferrdo. Isso pode ocorrer, principalmente,
devido as diferentes origens botanicas do néctar coletado para a producdo do
mel, a origem geografica e as espécies de abelhas (DAS, et al., 2015).
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Tabela 1l - %?g?k';ﬁi%dos da capacidade antioxidante das amostras mel de abelhas
Scaptotrigona bipunctata pelos métodos DPPH, FRAP e ABTS.

DPPH FRAP ABTS
Datada Amostras
Coleta pmol de ET100 g* +DP pmol de ET100 g* +DP pmol de ET 100 g* + DP
T001 46,08 +10,93 25,16 £6,23 82,17 £3,11
T002 65,04 +119,59 31,05 +6,23 62,32 +40,0
T003 ND 96,89 13,2 70,76 £ 26,25
g 1004 48,51+6,31 64,98 £6,55 83,99 0,29
S T005" 67,75 £ 8,82 76,95 13,63 79,76 £5,97
3 T006 66,15 £2,55 130,58 + 10,82 82,17 £3,11
E T007 16,08 £3,33 165,70 33,47 82,55+2,35
< T008 17,82 £4,19 112,66 39,82 76,21 £13,55
2 T009 ND 139,21 +2,18 86,65 6,11
§ To11 47,68 +3,47 90,04 2,97 80,31 +20,94
<§( T012 31,57 £65,62 59,21 44,36 84,79 £4,26
& T013 ND 63,43 +12,96 76,88 +45,8
T015 ND 111,35+3,6 79,47 15,54
T016 44,69 +12,62 85,82 + 68,96 81,85 +7,34
T017 38,65 + 18,73 75,46 + 15,67 69,09 +67,47
T002 ND 123,61 440,16 74,44 5,98
~ T003 ND 142,36 +14,38 72,07 15,47
i 1005~ 67,75 8,82 112,84 86,79 75,95 21,54
g T008 37,26 +29,12 225,10 £111,12 78,64 £2,35
S T009 25,88 +49,1 182,84 + 64,71 81,91 6,63
3 To11 66,15 2,55 36,47 £8,12 80,15 +5,12
g T012 49,28 +40,70 194,33 +4,59 <lQ
=z T015 10,18 +15,75 182,18 77,49 80,02 10,35
> T016 33,38 46,01 55,76 + 15,28 82,26 3,11
T017 61,15 9,48 250,58 + 60,48 77,07 £ 8,44
T002 ND 137,24 +6,44 75,21 2,04
g T003 7,75 +6,67 160,76 + 10,82 70,76 £ 26,25
S T005" 54,63 +7,26 55,46 + 15,67 75,63 £3,11
< T006 80,94 +10,18 43,73 +11,34 71,78 £5,12
E T008 67,75 8,82 37,54 £5,77 74,54 £1,33
< T009 42,68 +11,71 285,82 +90,64 70,92 £1,9
o~
o To11 2,26+9,48 147,24 91,13 82,58 £22,3
E T015 ND 196,47 +62,09 83,45 11,95
3 To16 77,06 + 46,08 22,84 £13,78 83,13 #4,64
T017 58,93 + 10,05 59,33 £4,59 82,78 +4,7
~
28
é & To13 25,53 21,10 182,42 +280,79 15,21+72,7
=
o~
e T002 48,51+6,31 108,32 +4,36 85,6 +5,33
3 ~ T003 ND 130,46 + 11,46 75,34 £7,47
; § T006 ND 129,57 +73,9 74,31£6,27
Y.< 7010 23,51 15,75 145,28 +66,97 77,58 £15,41
<§E N T012 14,97 + 5,85 147,18 +7,05 72,3216
& T013 16,08 + 3,33 43,97 +3,6 74,28 +12,44

*Scaptotrigona postica

Fonte: Autoria Prépria (2019).

ND: Ndo detectado

LQ: limite de quantifica¢do




IEcll'l'E 11 a 13 de Novembro | Pato Branco - PR B

. =0 IX SEMINARIO DE EXTENSAO E INOVAGAO
- XXIV SEMINARIO DE INICIAGAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA r PR

CAMPUS PATO BRANCO
UTFPR - CAMPUS PATO BRANCO

CONCLUSAO .. (6

A atividade antioxidante determinada pelos métodos variou nas amostras de
diferentes datas das coletas, mesmo sendo produzidas pela mesma espécie de
abelha. Diante dos resultados obtidos neste estudo, foi identificada a presenca
de atividade antioxidante praticamente em todas as amostras de mel estudadas,
indicando a eficiéncia dos métodos analiticos empregados e demostrando que
esse tipo de mel é um alimento fonte desses compostos.
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