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RESUMO

ANALISE DOS MEIS DE ABELHAS DO GENERO Melipona (ABELHAS SEM
FERRAO) ATRAVES DE LC-SPE/NMR, LC-BPSU/NMR E RMN ALIADA A
QUIMIOMETRIA. No Brasil sdo encontradas aproximadamente 200 espécies de
abelhas sem ferrdo, principalmente na regido amazonica. Dentre as espécies que
mais se destacam na Amazonia Central estdo Melipona seminigra e M. interrupta, pois
sdo abundantes e apresentam grande potencial melifero, no entanto, pouco se
conhece a respeito dos constituintes quimicos desses méis. Assim, um dos objetivos
desse trabalho foi estudar os méis provenientes das espécies citadas, através das
técnicas LC-SPE/NMR e LC-BPSU/NMR, na tentativa de identificar os constituintes
minoritarios presentes. A técnica de RMN de !H aliada a quimiometria e a
determinacdo da relacéo isotépica ?H/*H (SNIF-NMR) também foi utilizada com o
intuito de avaliar a autenticidade dos meéis comerciais. Os méis considerados
auténticos foram adquiridos no meliponario do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA) e os méis comerciais adquiridos em varios locais da regido norte do
Brasil. A analise por SNIF-NMR mostrou que todos os méis avaliados séao
provenientes do ciclo biossintético Cs, e portanto, através da analise isotdpica foi
possivel inferir que ndo houve adultera¢des nos méis no sentido de adi¢céo de agucar
diretamente no mel ou alimentacdo das abelhas com acucar, também observou-se
com esse resultado que as abelhas ndo demonstram preferéncia por plantas de ciclos
diferentes. No entanto, a quimiometria mostrou claramente um outro tipo de fralde
realizada na comercializagdo dos méis de abelhas sem ferréo, foi possivel observar a
diferenca em entre os méis auténticos e comerciais, devido a presenca de 5-
hidroximetilfurfural (HMF) e &cido citrico somente nos méis comerciais. Dos dez méis
comerciais analisados, somente dois agruparam-se aos méis auténticos. Na tentativa
de determinar a origem desses méis comerciais, também foram analisadas algumas
amostras de mel de abelha com ferrdo (Apis melifera). Os resultados mostraram o
agrupamento dos méis comerciais adquiridos como de abelha sem ferrdo com os méis
de Apis melifera. A partir das analises quimiométrica também ficou claro a presenca
dos aminoacidos fenilalanina e treonina somente nos méis auténticos, o que auxiliou
na separacdo dos meéis comerciais. Através das técnicas LC-SPE/NMR e LC-
BPSU/NMR foi possivel identificar 5 substancias nos meéis de M. seminigra; e 19 nos

meis de M. interrupta, sendo 11 nunca relatadas em méis.
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ABSTRACT

ANALYSIS OF HONEY TYPES OF BEES OF THE GENUS Melipona
(STINGLESS BEES) BY LC-SPE/NMR, LC-BPSU/NMR AND NMR COMBINED
WITH CHEMOMETRICS. In Brazil, there are approximately 200 species of stingless
bees, especially in the Amazon region. The Melipona seminigra and the M. interrupta
are species that stand out in Central Amazon, since they are abundant and have great
honey potential; however, little is known about the chemical constituents of the honey
varietals produced by these species. Therefore, the objective of this work was to study
the honey varietals produced by the aforementioned species through LC-SPE/NMR
and LC-BPSU/NMR techniques in order to identify the minor constituents. The *H NMR
technique combined with chemometrics and with the determination of the isotopic
2H/'H (SNIF-NMR) ratio was also used in order to evaluate the authenticity of
commercial honey varietals. The varietals considered authentic were acquired from
the apiary of the Instituto Nacional de Pesquisas da Amazébnia (INPA) and the
commercial varietals were bought at different stores in the north region. The SNIF
analysis showed that all evaluated types of honey come from the Cs biosynthetic cycle
and, thus, through isotopic analysis, it was possible to infer that there was no
adulteration to the varietals when it comes to addition of sugar directly to the honey or
to the feeding of bees and it was also possible to observe that the bees did not prefer
plants of different cycles. Nonetheless, the chemometrics clearly showed another type
of fraud performed in the commercialization of stingless bee honey. It was possible to
observe the difference between authentic and commercial honey varietals, especially
due to the presence of 5-hydroxy-methyl-furfural (HMF) and citric acid only in the
commercial varietals. Only two of the ten commercial honey varietals analyzed
grouped together with the authentic ones. In order to determine the origin of these
commercial types, some samples of honey produced by bees with stings (Apis
melifera) were also analyzed. The results showed the grouping of commercial honey
varietals bought as being from stingless bees together with the honey types from Apis
melifera. From the chemometrics analyses, the presence of phenylalanine and
threonine was clear only in the authentic honey varietals, which helped in the
separation of the commercial varietals. Through the LC-SPE and LC-BPSU
techniques, it was possible to identify 5 substances in the honey varietals from M.
seminigra, and 19 in the varietals from M. interrupta, of which 11 had never been
reported in honey.
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1.0 INTRODUCAO

No mundo existem cerca de 20 mil espécies de abelhas, sendo que
grande parte dessas espécies ndo formam colbnias, por isso sdo conhecidas como
abelhas solitarias. Entre as que formam colbnias, de 300 a 400 espécies ndo possuem
ferrdo e séo classificadas como Meliponineos (CARVALHO-ZILSE et al., 2005).

No Brasil sdo encontradas aproximadamente 200 espécies de abelhas
sem ferrdo (CARVALHO et al., 2005), principalmente na regido amazonica, 0 que
torna a Amazobnia conhecida como o berco mundial das abelhas sem ferréo
(CARVALHO-ZILSE et al., 2005). Dentre as espécies que ocorrem na regiao,
destacam-se as do género Melipona, pois apesar de serem amplamente distribuidas
nos Neotropicos, e encontradas em todos os estados brasileiros, € na regido
amazonica que se concentra a maior ocorréncia de espécies desse género, inclusive
as que ainda ndo foram descritas (SILVEIRA et al., 2002). Este género pertencente a
subfamilia  Meliponinae, possui caracteristicas fisiologicas, ecoldgicas e
comportamentais diferentes de outros grupos sociais de Hymenoptera (NUNES-
SILVA et al., 2008), sendo entdo o Unico classificado dentro da tribo Meliponini
(NOGUEIRA-NETO, 1997).

Conforme o local onde vivem, as abelhas sem ferrdo polinizam de 30%
a 90% da flora nativa brasileira (KERR et al., 2001; CARVALHO-ZILSE et al., 2005).
Por isso, ttm uma funcdo muito importante na formacéo das florestas, contribuindo
também para manter a diversidade de plantas e animais que vivem na varzea
(CARVALHO-ZILSE et al., 2005). Espécies que se destacam na Amazonia Central
sdao Melipona seminigra merrilae Cockerel, 1919 e M. interrupta manaosensis
Schwarz, 1932, pois sao abundantes e apresentam grande potencial melifero (KERR
et al., 2001).

1.1 Melipona seminigra merrilae Cockerel, 1919
De acordo com CAMARGO e PEDRO (2008) a espécie Melipona
seminigra € de ocorréncia natural somente no estado do Amazonas, podendo ser
encontrada desde Paricatuba (no baixo Purus) até a regido dos rios Camanaud e
Cariau; em Manaus e ao longo do rio Negro (PERALTA et al., 1999).
Popularmente essa espécie € conhecida como urugu-boca-de-renda ou
jandaira (PORTUGAL-ARAUJO, 1978; PERALTA et al., 1999), a entrada do seu ninho

€ bem peculiar, no qual as abelhas a constroem em forma de trombeta radiada e curta
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(Figura 1.1). Normalmente uma col6nia dessa espécie € composta de cerca de uns
1300 individuos e de modo geral sdo abelhas pouco agressivas. Estima-se que a
producéo de mel seja de até 3 litros mel/colmeia/ano (PORTUGAL-ARAUJO, 1978).

A

Figura 1.1. Entrada do ninho da espécie M. seminigra

Estudos com meliponineos da Amazdénia mostraram que as abelhas do
género Melipona sdo mais especializadas no que diz respeito a organizacdo e
comunicacdo (MARQUES-SOUZA, 1996), pois essas abelhas aproveitam ao maximo
as fontes mais atrativas e com isso mantém certa fidelidade a determinadas espécies
de plantas, resultando na pouca diversidade em suas coletas de pdlen e néctar
(MARQUES-SOUZA et al., 2002).

Dentre as espécies de plantas visitadas por M. seminigra, a maioria é de
ocorréncia somente na regido amazoénica, dentre as quais se destacam: mari-mari
(Cassia grandis - Fabaceae), embauba (Cecropia sp. - Urticaceae), tapereba
(Spondias mobin — Anacardiaceae), socoré (Mouriria ulei - Melastomataceae), pau-
de-facho (Aparisthmium cordatum - Euphorbiaceae), goiaba-de-anta (Bellucia
grossularioides - Melastomataceae), cupania (Matayba sp. - Sapindaceae), baginha
(Stryphnodendron guianense - Fabaceae), dentre outras (MARQUES-SOUZA et al.,
2002).

No entanto, essa espécie por ser muito produtiva, é exaustivamente
visada por extrativistas (meleiros) e corre o risco de ser eliminada rapidamente de
nossa floresta, afirma Kerr (2002). Classificada como ameacada de extingdo, M.
seminigra merece atencao especial, no sentido de se propagar a ideia da criacéo

racional de abelhas sem ferréo, contribuindo assim para sua preservacgao.
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1.2 Melipona interrupta manaosensis Schwarz, 1932
A espécie Melipona interrupta se destaca por ter sido uma das primeiras
a ser criada para producéao de mel no Brasil. Esta espécie tem uma ampla distribui¢cao
geografica, ocorrendo no Brasil (Amapé, Amazonas e Pard), na Guiana Francesa

(Cayenne), na Guiana e Suriname (Marowijne) (CAMARGO e PEDRO, 2008).

Na Amazobnia, M. interrupta € conhecida popularmente como jupara ou
jandaira- preta-da-Amazénia, podendo ser encontrada desde Manaus, subindo o rio
Branco até a Guiana Inglesa (PERALTA et al., 1999). A colbnia dessa espécie é
constituida, em média, por cerca de 5000 operarias, aproximadamente 250 machos e

uma rainha (Figura 1.2).

Hélio Vilas Boas

Figura 1.2. Ninho da espécie M. interrupta

As operéarias medem cerca de 1,2 cm, de cor preta e listras amarelas no
abddémen e sdo pouco defensivas. Tanto M. interrupta quanto M. seminigra constroem
ninhos em locais protegidos, como ocos de arvores. Como néo desenvolveram ferrao,
quando atacadas usam de artificios proprios para se defenderem, por exemplo,
enrolam-se nos cabelos e pelos, entram em ouvidos, nariz e olhos, ou, ainda, lancam
substéancias resinosas que ardem a pele (CARVALHO-ZILSE et al., 2005)

A entrada do ninho desta espécie é feita de resina misturada com barro
endurecido de cor esbranquicada (KERR, 2002). CARVALHO-ZILSE (2006), estima-
se uma produtividade de 1 litro/colmeia/ano em colmeias racionais de M. interrupta na
regido da Amazonia central.

Dentre as espécies de plantas que atraem as campeiras de M. interrupta

destacam-se Alchornea sp. (Euphorbiaceae), Borreria sp. (Rubiaceae), Casearia
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arborea (Flacourtiaceae), Cordia tetranda (Boraginaceae), Eugenia sp. (Myrtaceae),
Miconia sp. (Melastomataceae), Mora paraensis (Moraceae), Protium heptaphyllum

(Burseraceae), Solanum sp. (Solanaceae) (ABSY et al., 1984).

1.3 O mel das abelhas sem ferrao

Embora os meliponineos produzam mel em menor quantidade, ainda
assim se destacam quanto a sua importancia, pois fornecem um produto diferenciado
do mel de Apis melifera. Essa diferenca € notada principalmente na docura inigualavel,
no sabor diferenciado e na maioria das vezes mais aromatico (KERR, 1996; KERR,
2001; NOGUEIRA-NETO, 1997; MARCHINI et al., 1998).

De modo geral a composi¢cao do mel varia decorrente de alguns fatores,
como as fontes vegetais de onde as abelhas visitam, o tipo de solo, a espécies da
abelha, o estado da colbnia, o tempo de maturacdo do mel, além das condicdes
meteoroldgicas na época da colheita (CAMPOS e MODESTA, 2000; CRANE, 1985).

A literatura relata que o mel produzido pelas abelhas sem ferrdo
apresenta diferencas em alguns parametros fisico-quimicos, quando comparados ao
mel produzido por A. mellifera, uma das mais importantes é a porcentagem de agua
(umidade) que € bastante elevada, o que torna esse mel menos denso que o mel das
abelhas africanizadas (A. melifera) (CAMPOS e MODESTA, 2000). Um exemplo disso
€ 0 estudo realizado por SOUZA et al. (2004) que determinaram a umidade de méis
de algumas espécies de Melipona ocorrentes na Amazébnia. Eles observaram uma
variacdo de 25 a 35% de umidade para esses méis, considerado elevado, quando
comparado com o mel de A. melifera que apresenta teor de agua variando de 15 a
21% (CARVALHO et al., 2005). E importante ressaltar também a variedade da cor
desses méis de meliponineos, pois vai desde o quase transparente ao ambar
(BEZERRA e SOUZA, 2002; AZEREDO et al., 1999).

De modo geral, além dos acucares em solucdo, o mel também contém
acidos organicos, enzimas, vitaminas, flavonoides, sais minerais e uma extensa
variedade de compostos organicos, que contribuem para sua cor, odor e sabor
(VILHENA e ALMEIDA-MURADIAN, 1999). Com relagéo aos estudos envolvendo a
identificagdo dos constituintes dos méis de abelha sem ferrdo, pouco se tem relato. A
tabela 1.1 mostra alguns componentes reportados para esse tipo de mel (abelha sem
ferrdo).
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Tabela 1.1. Substancias identificadas em méis de abelhas sem ferrdo

Estrutura da substancia

Nome da substancia

§) OH
\
HO OH
OH

Acido galico'

o}

OH
HO

R

R= OH = Acido protocatecuico'
R= H = Acido 4-hidroxibenzoico'

R= OCHs = Acido vanilico'

(0]

@\AH

Acido salicilico'

OH
o
HaCO
OH
HO

OCH;

Acido siringico'

[0]

M°H

R= OH = Acido p-cumarico'

R= H = Acido cinamico'

OH

ijw

Catecol'

HC  CHy HaC 2

Acido abscisico""V

Taxifolina'
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Naringenina'

Ri= H; R2= OH = Luteolina""
R1= OH; R2= OCHs = Isorhamnetina'

OH (0]
H,CO N
HO o oH Fraxina'
(o]
Glc/
CHs CHy
chwo
Bergamottina
X
7
o o OH

R= Rhamnose = Quercitrina"

R= Rutinose = Rutina"

I- DA SILVA et al., 2013; II- GERRINI et al., 2009; IllI- PIMENTEL et al., 2013; IV-
SILVA et al., 2013

Com relacao aos beneficios do mel, h4 muito se conhece a respeito, pois
além de ser adocante natural e fonte de energia, de maneira geral o mel é conhecido
por apresentar efeitos imunologicos, antibacteriano, anti-inflamatorio, analgésico,
sedativo, expectorante e hiposensibilizador (WIESE, 1986). Na regido amazonica, ha
relatos da utilizacdo dos meéis de abelhas sem ferrdo, no combate as doencas
pulmonares, impoténcia, infeccdo dos olhos, fortificantes a agentes bactericidas
(KERR, 2001; SOUZA et al., 2004).

Devido a essa grande reputacdo, os méis de meliponineos estdo sendo
cada vez mais valorizados e comercializados no comércio local. Isso € interessante,

uma vez que auxilia de maneira significativa na renda familiar e ainda contribui para a
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conservagao da biodiversidade da regiao (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006). No
entanto, por ser um produto de alto valor, cerca de 10 vezes maior que o de A.
melifera, é passivel de adulteragcdes das mais variadas formas.

Uma forma de aumentar a producédo de mel e que pode ser facilmente
executada € a alimentacdo das abelhas com uma solucdo aquosa de sacarose, que é
somente permitido no periodo chuvoso, pois as abelhas ficam impossibilitadas de sair
para coleta. Outra forma é a adicdo de acucar diretamente no mel, resultando num
aumento da quantidade de mel a ser comercializado. Ha ainda a possibilidade de
venda fraudulenta, onde pessoas agindo de méa fé podem vender mel de abelhas
africanizadas, como sendo de abelhas sem ferrdo, pois a producéo de méis de Apis
melifera € mais significativa e o custo é mais baixo.

De acordo com a instru¢cdo normativa n° 11 do Ministério da Agricultura,
que afirma que ao mel ndo pode ser adicionado acucares e/ou outras substancias que
alterem a sua composicao original, todos esses atos acima citados se configuram
entdo em adulteracdes.

Apesar da importancia desse tipo de mel, a Legislacdo Brasileira que
regulamenta a padronizacdo do mel para fins de comercializagdo s6 atende as
caracteristicas do mel de Apis, ndo contemplando o mel das abelhas nativas do pais
(AMAVIDA), o que leva a necessidade de estudos desses méis para a sua
padronizacao e uma futura Legislacéo Brasileira.

Neste sentido, pouco valor é agregado ao produto comercial, devido
principalmente ao desconhecimento dos constituintes quimicos, por esse motivo,
lancamos méo de ferramentas analiticas hifenadas com grande potencial na
identificacéo e caracterizagdo de substancias (LC-SPE/NMR), na tentativa de tornar
conhecida a composicao do mel de abelha sem ferrao.

Por outro lado, visando garantir a qualidade do produto oferecido
detectando possiveis fraudes utilizou-se conjuntamente as técnicas de RMN de 'H -

aliada a quimiometria e SNIF-NMR (determinacdo da relacéo isotépica 2H/*H).

1.4 SNIF-NMR (Site Specific Natural Isotopic Fractionation

studied by Nuclear Magnetic Resonance)

As propor¢Oes especificas de isOtopos presentes nos compostos ou

moléculas dependem das varia¢cdes nas condi¢cdes climéticas e geogréficas, ou até
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mesmo do metabolismo fotossintético das plantas. O efeito dessas variacdes na
composigéo isotopica é conhecido como fracionamento ou discriminacdo isotépica
(REID et al., 2006). Esse fracionamento pode ser explorado através de duas técnicas
IRMS (Isotope-Ratio Mass Spectrometry) e SNIF-NMR. No entanto, os valores
fornecidos pela analise por espectrometria de massas normalmente séo limitados a
média das razdes isotdpicas de todos os diferentes isotopbmeros das espécies em
estudo, tornando os resultados dificeis de interpretar devido a falta de especificidade
(ZHANG et al., 2003).

A técnica SNIF-NMR foi primeiramente idealizada por MARTIN (1981)
como uma proposta alternativa para analise de fracionamento isotdpico mais focado
em um sitio especifico. Nos anos 1990 a técnica foi oficialmente definida para a
autenticacdo de amostras de vinho no controle do enriqguecimento ou chaptalization
(adicdo de acucares ao mosto de uvas antes da fermentacao) (The Commission of the
EC, 1990).

A andlise da razao isotopica € uma poderosa ferramenta ndo somente
na determinacdo da origem de acucares em sucos e vinhos (OGRINC et al., 2003,
OGRINC et al., 2001, MARTIN et al., 1983), mas também € usado atualmente para o
controle de diversos outros tipos de alimentos, como mel (BOFFO et al., 2012,
LINDNER et al., 1996), tequila (BAUER-CHRISTOPH et al., 2003), café (DANHO et
al., 1992), vinagre (BOFFO et al., 2009a) e azeite de oliva (ROYER et al., 1999).

No caso de estudos do fracionamento isotépico com méis o material
analisado é o etanol obtido da fermentagcdo. Em decorréncia da pequena abundancia
natural de deutério em moléculas organicas (100-160 x 10°°), a probabilidade de se
ter uma espécie bideuterada € muito pequena e pode ser ignorada (MARTIN et al.,
1983). Dessa forma, apenas trés isotopd6meros monodeuterados de etanol sdo
considerados CH2DCH20H (1), CHsCHDOH (II) e CHsCH20D (lll) (MARTIN et al.,
1988).

Apesar de nem sempre ser possivel distinguir todos os diferentes
isotopdmeros de deutério em um espectro devido a baixa sensibilidade, mesmo
usando um campo mais alto, 11,7T ou 14,1 T, a quantidade de informac&o disponivel
quando se obtém um espectro de ?H é suficiente para caracterizar um composto por
SNIF-NMR (MARTIN et al., 1990).

Para medir a relacdo isotopica dos sitios (PH/*H) e (2H/*H),

correspondentes a metila (1) e metileno (Il), um padrao de referéncia interna é usado,
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TMU (tetrametilureia), e os dados de ?H RMN s&o utilizados com base na equacéo 1.
O valor para a razédo (°H/*H) do padrdo TMU, é de 135 ppm (MARTIN et al., 1988;
MARTIN et al., 1990; MARTIN et al., 1991).

A P
2H\" 1 PP mP M4 (%H
n). " IP PA mA MP\ 'H

i

Onde:
(®H/*H)A: relacdo isotépica no sitio i do composto em estudo, A, neste caso etanol;
I e IP: area de integracdo dos sinais de ?H RMN do sitio i de A e do padréo,
respectivamente;
PP e P#: nmero de hidrogénios do padréo e do sitio i de A, respectivamente;
mP e m”A: massa do padréo de A, respectivamente;
MA e MP: massa molar de A e do padréo, respectivamente;
(®H/*H)P: relacéo isotépica do padrdo, TMU.

1.4.1 RMN de ?H

Alguns relatos na relatos na literatura mostram que espectroscopia de
RMN de 2H quantitativo, com abundancia natural € uma ferramenta poderosa para
investigar a distribuicédo interna de 2H em varios compostos organicos (MARTIN, 1991,
ZHANG et al., 2003, BOFFO et al., 2009a).

Apesar de o deutério possuir uma baixa abundancia natural (0,015%) e
apresentar sensibilidade sete vezes menor que o hidrogénio, a RMN de °H apresenta
propriedades interessantes, pois devido ao seu numero quantico de spin 1 e sua
relativa pequena constante de acoplamento quadrupolar (2,8 x 103! m?), o
relaxamento do nucleo de ?H é dominado por interacées quadrupolares e
consequentemente, ndo envolve qualquer efeito nuclear Overhauser. Este
comportamento € uma vantagem para medidas de relacdo isotopica exatas de
hidrogénio e deutério (GUILLOU et al., 1992). Muito embora, esse momento
guadrupolar seja suficiente para causar alargamento de linha no espectro
(CLARIDGE, 2009).

Para a aquisicdo de experimentos de RMN de 2H quantitativamente,
alguns parametros especiais devem ser seguidos. Como o cuidado na variacdo do
campo magnético, pois mesmo magnetos supercondutores estdo susceptiveis a

variagcdes no campo. Esse ajuste na variagdo do campo magnético (drift) é realizado
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pelo travamento de spins (lock), que mantém a forca do campo magnético constante
em toda a aquisicdo (JACOBSEN, 2007). No caso em que o lock de deutério ndo esta
disponivel para corrigir essas variagdes no campo, o lock de 1°F é utilizado para evitar
deslocamentos no campo e consequente alargamento dos sinais. No entanto, quando
ndo ha possibilidade de aquisicdo de experimentos utilizando o lock de °F, e se
deseja adquirir experimentos com o nucleo de deutério, é necesséria a aquisi¢cdo dos
dados sem lock. Isso é possivel quando se utiliza intervalos de tempo limitados,
dependente da velocidade de deslocamento do campo magnético (drift) do
espectrometro (CLARIDGE, 2009).

1.4.2 Os mecanismos Biossintéticos

De acordo com a bioquimica, a composicdo isotopica dos acUcares
sintetizados por uma planta é resultado das transformacdes fotossintéticas, da
fisiologia da planta, e do ambiente geografico e climatologico. No entanto, a principal
fonte de formacdo do conteudo isotOpico de carbono nos acucares é o tipo de
metabolismo que as plantas usam para capta-lo (GUILLOU et al., 1992).

A absorcdo de carbono, através do CO2, também chamada de fixacéo
de carbono, ocorre através da fotossintese por meio do Ciclo de Calvin. Ha trés
comportamentos diferentes que as plantas apresentam em relacdo ao modo de
fixacdo de carbono, sdo chamados de C3, C4 e CAM.

A maioria dos organismos fotossintéticos utiliza o mecanismo C3 como
método de fixacdo de carbono e ocorre principalmente em regides tropicais Umidas.
As plantas C3 fixam CO2z usando a enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/
oxigenase (Rubisco) para converté-lo em uma molécula estoque de 3 carbonos, acido
3-fosfoglicérico, por isso sdo denominadas de plantas C3 (BOOM, 2004).

O ciclo C4, descoberto por HACTH e SLACK (1996), diferencia
fundamentalmente do ciclo C3 na fase inicial de captacédo do COz2, pois o carbono é
primeiramente fixado através da enzima fosfoenolpiruvato carboxilase (PEP) no lugar
da Rubisco, na qual é fixada na forma de acidos C4, podendo ser aspartico ou malico.
Dessa forma, a planta cria um reservatoério interno de acidos C4, que podem ser
convertidos em CO:2 pela Rubisco. Elas recebem este nome C4 devido a presenca
desses acidos de 4 moléculas de carbono (BOOM, 2004).

Os produtos noturnos (o que sao produtos noturnos? Reescrever essa

frase) de fixagdo de carbono podem ser armazenados em vacuolos especiais dentro
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das mesmas células onde a fotossintese durante o dia acontece. Devido a alta fixacao
de COg, as plantas C4 apresentam uma grande vantagem em relacao as plantas C3,
podendo sobreviver mais facilmente em ambientes aridos. Isto ocorre devido as
plantas C4 atingirem taxas maximas de fotossintese sob elevada radiacdo solar,
fazendo com que fixem mais CO:2 por unidade de agua perdida. As plantas C4 ocorrem
em areas aridas com menores quantidades de &gua disponivel nos solos (BOOM,
2004, LEHNINGER, 2006).

O ciclo de CAM, também conhecido como metabolismo do &cido
crassulaceo (Crassulacean Acid Metabolism — CAM), € assim denominado por ter sido
reportado primeiramente em plantas da familia Crassulaceae (HALL et al., 1995). E
mais comumente encontrado em plantas dos desertos, ou regides sujeitas a secas
periodicas, mas também ocorre em muitas plantas aquaticas epifitas e até mesmo
submersas. Com excecao das plantas aquéticas, as plantas CAM se especializaram
para sobreviver em condicbes de escassez de agua extrema. A abertura dos
estbmatos (poros que controlam a entrada e saida de gases nas plantas) durante a
noite, evita a grande perda de agua, ao mesmo tempo em que o CO: é fixado, por
meio do 4cido malico. Durante o dia, os estdbmatos se fecham para minimizar a perda
de agua por transpiracao e o COz fixado € entdo utilizado na realizacdo da fotossintese
(BOOM, 2004; VOET et al., 2006).

1.5 Andlise quimiomeétrica

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma das
técnicas mais bem sucedidas para analises em diversas matrizes, incluindo
principalmente a analise de produtos alimenticios, pois gera ricas informacfes a
respeito das estruturas dos compostos, além de fornecer um fingerprint, contendo
informagcbes mais completas sobre a composicdo de um produto e das suas
caracteristicas qualitativas e quantitativas. Estas informa¢des podem ser usadas com
0 objetivo de comparar, discriminar e/ou classificar as amostras (LINDON et al., 2000).

Além disso ela apresenta outras vantagens, como uma boa
sensibilidade, medi¢cdes ndo destrutivas, pouco tempo utilizado no preparo das
amostras e tempos de experimentos rapidos. Tudo isso gera um grande numero de
informacgGes obtidas em um espectro de RMN de H, por exemplo, levando a uma
possivel dificuldade na interpretacéo dos dados quando se tem um grande namero de

amostras. Neste sentido, os métodos de estatistica multivariada podem fornecer
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meios especializados de analise e de maxima extracdo de informacdes dos dados de
matrizes complexas envolvendo a técnica de RMN.

A guimiometria € uma ferramenta estatistico-matematica que aliada a
diferentes métodos analiticos quimicos, como a RMN, possibilita a analise de um
grande numero de varidveis em uma Unica amostra (BRERETON, 2002). Foi descrita
utilizando dados de RMN inicialmente em 1971, por KOWALSKI e REILLY (1971).

Entre os métodos Quimiométricos utilizados neste trabalho, destaca-se

a analise exploratéria dos dados e a classificacdo de amostras.

1.5.1 Andlise Exploratéria dos dados

As técnicas de analise exploratéria dos dados tém por objetivo agrupar
as amostras similares e diferencia-las entre um conjunto de amostras submetidas a
certo tipo de andlise. Os métodos multivariados consideram a correlagdo das
amostras e variaveis analisadas simultaneamente, permitindo uma melhor extracéo
de informacfes, quando comparado a analises de variavel a variavel (MOITA-NETO
e MOITA, 1998). Neste método os dados obtidos das amostras sdo organizados em
uma planilha, que & construida por n amostras e m variaveis, resultando em uma
matriz n x m. Desta forma, a partir de um conjunto de dados formado por espectros
de RMN de 'H, os espectros (experimentos) sdo as amostras e as variaveis sdo 0s
deslocamentos quimicos dos sinais nos espectros (Figura 1.3) (BRESCIA et al., 2002;

Manual do AMIX 2004).
Deslocamentos quimicos = variaveis
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Figura 1.3. Espectros de RMN de 'H de varias amostras, onde os deslocamentos
guimicos e demais informacgdes serdo utilizados para constru¢cdo da matriz n x m.

13



Introducéo

Os métodos de analise exploratéria mais utilizados sao através da
analise por componentes principais PCA (Principal Component Analysis) e através da
analise por agrupamento hierarquico HCA (Hierarchical Cluster Analysis). Tanto PCA
guanto HCA sdo metodologias exploratdrias que se baseiam em similaridades ou
diferencas entre amostras de um determinado conjunto de dados (SOUZA e POPPI,
2012).

A andlise por componentes principais consiste em um método nao
supervisionado de analise multivariada dos dados, que permite a reducdo da
dimensionalidade através da projecdo de dados n-dimensionais em um espaco de
baixa dimensé&o, denominados componentes principais (PC). Ou seja, as n-variaveis
originais geram n-componentes principais, através de suas combinacdes lineares, que
tem como caracteristica a ortogonalidade e sdo construidos em ordem decrescente
de maxima variancia, em outras palavras, a componente principal 1 detém mais
informacdes estatisticas que a componente principal 2, que tem mais informacao que
componente principal 3 e assim sucessivamente (MOITA-NETO e MOITA, 1998).
Assim, as analises por componentes principais reduzem a dimensionalidade do
conjunto de dados original, de modo que as informagdes mais relevantes sao descritas
nas primeiras componentes e as de menor importancia nas ultimas. De modo geral,
as primeiras componentes sao suficientes para descrever o sistema e mostrar as
informacdes necesséarias (BRESCIA et al., 2002).

Em uma andlise de componentes principais, a estrutura dos dados é
mostrada através de graficos de escores e de pesos (loadings), cujos eixos sédo as
componentes principais (PCs) onde os dados sao projetados. Os escores geram a
composicao das PCs relacionadas as amostras, e os de pesos fornecem essa mesma
composicdo em relacdo as variaveis (BEEBE, 1998). Em um grafico de escores, cada
ponto corresponde a uma amostra e as distancias entre elas sdo aproximacdes das
distancias no espaco multivariado, ou seja, é possivel a visualizacdo do agrupamento
das amostras semelhantes. No grafico de pesos (loadings) cada ponto corresponde a
uma variavel, e ele informa quais foram as variaveis que mais influenciaram para que
ocorresse uma dada discriminagédo. Portanto, uma analise a partir de espectros de
RMN permite revelar quais foram os sinais que mais influenciaram a discriminagao
(BEEBE, 1998; JALALI-HERAVI et al., 2004; Manual do Amix, 2004).

A analise por agrupamento hierarquico (HCA) € uma técnica baseada

em determinar a semelhanca e dissimilaridade entre as amostras por meio de calculo
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de distancia entre elas. HCA é um processo hierarquico no qual cada amostra é
representada como um ponto no espago de m variaveis e o objetivo é transformar os
dados m-dimensional em bidimensional de maneira a enfatizar os seus agrupamentos
e padrbes naturais (BEEBE, 1998).

A distancia entre os pontos (amostras ou variaveis) mostra a similaridade
de suas propriedades, sendo Util para relacionar as amostras de forma que as mais
semelhantes sdo agrupadas entre si. Essas distancias sdo visualizadas atraves de
diagramas conhecidos como dendogramas, que indicam as amostras mais
semelhantes, ou seja, quanto menor a distancia entre os pontos, maior é a
similaridade entre as mesmas (PANERO e da SILVA, 2008; BEEBE, 1998).

Neste sentido, as analises quimiométricas tém sido amplamente
empregadas em conjunto com a RMN principalmente em analise de alimentos, um
exemplo disso € o trabalho de COSONNI et al. (2014) que mostrou ser possivel a
discriminacdo de méis florais de acordo com a origem geografica. Ressalta-se
também a discriminacao realizada em quiabo (PANERO et al., 2009), éleos (SOUZA
e POPPI, 2012), agua de cbco (SOUSA et al., 2006) e vinhos (BRESCIA et al., 2002).
Todos esses trabalhos demonstram o potencial da quimiometria aliada a RMN,
mostrando ser uma importante ferramenta no controle de qualidade e autenticacao de

produtos.

1.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a

Ressonancia Magnética Nuclear (LC-NMR)

E sabido que a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma potente e
eficiente ferramenta para elucidacéo estrutural de compostos organicos, pois além de
apresentar essa possibilidade de identificacdo inequivoca de metabdlitos, oferece
algumas outras vantagens, como ser uma técnica nao destrutiva e nao-seletiva,
apresenta certa sensibilidade, e fornece informacdes essenciais a respeito do
conteudo estrutural, como deslocamentos quimicos, multiplicidade, integrais,
interacdes intermoleculares e dados sobre a dindmica do material em solugéo
(CORCORAN e SPRAUL, 2003). Essas informacdes obtidas através da RMN sé&o
cruciais para estudos com caracterizacao de novos metabdlitos. No entanto, quando
a analise é de uma mistura complexa, 0 acoplamento a outras técnicas, como
cromatografia liquida € necessario para melhorar a eficiéncia da identificacéo
(CLOAREC et al., 2007).

15



Introducéo

Um sistema acoplado deve gerar informagdes ortogonais, pois tem o
objetivo de fornecer informacdes diferentes a respeito dos componentes da matriz
estudada. Algumas hifenacdes ja sdo bem consolidadas, como é o caso das técnicas
de separacdo cromatograficas, CG (cromatografia gasosa) e LC (cromatografia
liguida), acopladas a UV-DAD, EM e RMN, que fornecem informacdes suficientes a
respeito das estruturas dos compostos (EXARCHOU et al., 2005, WOLFENDER et al.,
2003).

O sistema LC-UV-DAD é uma técnica eficaz para triagem de misturas,
no entanto, os dados de absorbancia de luz ultravioleta ndo sao suficientes para uma
elucidacgéo estrutural (SNYDER et al., 1997). Outra técnica hifenada bastante relatada
€ LC-UV-EM, embora existam vantagens e numerosas aplicacdes, essa hifenacdo
nao fornece informacao estrutural detalhada e conclusiva a respeito dos constituintes
da amostra, especialmente quando estéo presentes isobmeros de compostos bioativos
(WOLFENDER et al., 1998, ALBERT, 2004).

O primeiro experimento da hifenacdo LC-NMR foi realizado por
WATANABE e NIKI (1978), no final dos anos 1970, os quais realizaram experimentos
em uma mistura de compostos conhecidos através do fluxo interrompido (stopped-
flow). Pouco depois, BAYER et al. (1979) empregou o modo de fluxo interrompido
(stopped-flow) e também o modo de fluxo continuo (on-flow) em uma mistura de
compostos conhecidos.

A primeira amostra real analisada por LC-NMR foi combustivel de
aviagcao militar, no qual foi utilizada uma coluna no modo de eluicdo normal e
cloroférmio deuterado como fase movel. No entanto, o uso de cromatografia no modo
normal de eluicdo restringia o campo das aplicacdes, por outro lado o uso de fase
reversa causava problemas com pressaturacdo, devido a necessidade do uso de
misturas de solventes, como agua e acetonitrila ou metanol. No decorrer dos anos
1980, uma vasta lista de trabalhos fora publicada, com o intuito de minimizar esses
inconvenientes na técnica LC-NMR (BAYER et al., 1982; ALBERT et al., 1989). Da
mesma forma, houve um crescimento na area da RMN, no que diz respeito a for¢a do
campo magnético que permitiu analises de compostos menos concentrados, além do
surgimento de técnicas e/sequéncias capazes de suprimir adequadamente o0s
solventes utilizados (SPRAUL et al., 1993, WOLFENDER et al., 1998).

Dessa forma, LC-NMR, agora é considerada uma poderosa ferramenta

para elucidacdo estrutural de compostos desconhecidos com uma variedade de
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aplicacbes. Atualmente, existem varios sistemas de LC-NMR disponiveis, e a
aquisicdo dos dados pode ser realizada utilizando varios modos de operacdo. Alguns
exemplos sdo modo fluxo continuo (on-flow), fluxo interrompido (stopped-flow), loop-
storage e LC-SPE-NMR (EXARCHOU et al., 2005).

1.6.1 Modo On-flow

Neste modo, o sistema cromatografico permite o acoplamento direto ao
espectrometro de RMN, onde o mesmo trabalhar semelhante a um detector de UV ou
EM num sistema de cromatografia. Ocorre que, a amostra passa continuamente
atraves da cela de fluxo durante a aquisi¢cdo dos dados de RMN, ou seja, chega com
a concentracao e solvente fornecidos pela separacao cromatografica (LEVSEN et al.,
2000, EXARCHOU et al., 2005). O resultado desta analise pode ser apresentado na
forma de um gréfico bidimensional (dominio da frequéncia x tempo de retencéo)
(GRIFFITHS, 1995). Para se obter um melhor resultado nas analises no modo on-flow,
deve-se levar em consideracdo a taxa de fluxo necessaria para melhor resolucao
cromatografica e ganho na sensibilidade no RMN, ou seja a vazao ideal € aguela que
proporciona a melhor resolugdo cromatografica e tempo suficiente para obtencdo de
espectros com boa relagdo sinal-ruido (LEVSEN et al., 2000, EXARCHOU et al.,
2005).

Normalmente, o modo on-flow é utilizado para determinar os principais
compostos de uma mistura complexa. O principal agravante deste modo é a aquisi¢ao
de dados de RMN dos compostos minoritarios, pois o tempo de residéncia na cela é
insuficiente para realizacao de experimentos longos. Outra desvantagem do modo on-
flow ocorre quando é utilizado gradiente na fase mével para separacdo
cromatografica, pois os deslocamentos quimicos sofrem interferéncia da composicao
dos solventes e variam continuamente a medida que os espectros sao adquiridos
(GRIFFITHS, 1995), além de ser necesséario a utilizagdo de pelo menos um solvente
deuterado na mistura de solventes utilizados.

Visando minimizar a desvantagem do modo on-flow no que diz respeito
a aquisicao de experimentos de RMN 2D, cujos tempo de aquisicdo nao permitem a
realizacdo, alguns trabalhos tém sido relatados, como é o0 caso reportado
recentemente por QUEIROZ-JUNIOR et al., 2012, que aplicaram a técnica Ultrafast
NMR aliada a cromatografia no modo on-flow para adquirir mapas de correlagéo

gCOSY em uma mistura de compostos organicos conhecidos. Outro exemplo de
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aquisicao de experimentos 2D no modo on-flow, foi proposto por ZHOU et al. (2007),
gue demonstraram a aquisicdo de dados em tempo real de espectros de RMN 2D
(TOCSY) baseando-se no esquema de Hadamard. Esses trabalhos mostram que a
aguisicao de experimentos 2D é possivel utilizando o modo on-flow, tornando viavel a
utilizacdo da técnica para identificar compostos oriundos diretamente da corrida

cromatografica, reacendendo o uso da técnica ha muito em desuso.

1.6.2 Modo Stopped-flow

No modo stopped-flow a corrida cromatogréfica € interrompida apés um
tempo de transferéncia definido, de modo que a banda cromatogréfica de interesse
fica localizada na cela do RMN para a realizacdo dos experimentos. Dessa forma,
experimentos 1D e 2D podem ser realizados por varias horas. Se o fluxo é parado
num intervalo menor que 2 horas, ndo € observado alargamento dos picos
cromatografico devido a difusdo, no entanto, apés este tempo, pode haver perda de
resolucao, especialmente se a corrida estiver em condi¢cdes de separacdes isocraticas
(LEVSEN et al., 2000). Apos a aquisicdo de dados de RMN, a corrida cromatografica
é reiniciada e o processo € repetido para o proximo analito. E importante deixar claro
que paradas frequentes também podem comprometer a qualidade da separacéo e
compostos muito concentrados podem contaminar a cela em fluxo, causando o efeito
memoria (EXARCHOU et al.,, 2005). Além disso, nessa modalidade também é
necessario o uso de pelo menos um solvente deuterado.

De modo geral, stopped-flow é recomendado para anéalises de misturas
constituidas por poucos constituintes e com uma boa resolucdo cromatografica. A
combinacédo do modo on-flow e stopped-flow tem sido amplamente utilizada na anélise
de produtos naturais (EXARCHOU et al., 2005).

Muitos estudos tém sido realizados ressaltando a importancia da
combinagao das técnicas LC-NMR e LC-MS-NMR. Um exemple disso, é o trabalho
realizado por DURAND et al. (2012), que analisaram um herbicida pertencente a
familia das tricetonas, conhecido como mesotriona, amplamente utilizado no combate
a ervas daninhas. No entanto, esse composto apresenta poucos estudos acerca de
suas vias de biodegradacéo e destino no meio ambiente. Com base nesse problema
foi realizado um monitoramento através do LC-NMR utilizando o modo stopped-flow
para determinar a rota de biodegradacdo completa da mesotriona por uma estirpe de

bactéria Bacillus sp. A partir dos experimentos de RMN obtidos no modo on-flow, foi
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possivel a determinacdo inequivoca de dois produtos inéditos de transformacéo da
mesotriona. Além disso, os autores afirmam que foi possivel a quantificacdo de cada
metabdlito por RMN, mesmo sem a presenca de um composto de referéncia.
PAWLUS et al. (2013) também lancaram mao das hifenacdes LC-NMR
e LC-MS-NMR, fazendo um estudo monitorado do fracionamento de vinho, com o
objetivo de identificar estilbenoides ha muito néo relatados na literatura. Os dados
obtidos de ambas as técnicas permitiram a caracterizacdo de quatro estilbenoides ndo
identificados em vinho anteriormente. Demonstrando a importancia das técnicas
hifenadas no acompanhamento do fracionamento de compostos de interesse.
Sistemas hifenados como LC-NMR sdo ideais para analise de
compostos sensiveis e instaveis, pois sao totalmente automatizados, evitando contato
e exposicao do analito. Um exemplo disso, foi o trabalho realizado por TODE et al.
(2009), que analisaram suco de tomate, 6leo de palma e suco de laranja com o
objetivo de caracterizar os tipos de carotenoides. Os materiais brutos foram extraidos
com um solvente orgéanico e analisados no modo stopped-flow, apés um simples pré-
tratamento. Trés, quatro e dois tipos de carotenoides foram identificados para o suco
de tomate, 6leo de palma e suco de laranja, respectivamente.
Esses resultados comprovam a utilidade da técnica para analise de compostos frageis

e sensiveis a luz e ao ar.

1.6.3 Modo Loop Storage

No modo loop storage, ou armazenamento em capilares ciclicos (loop)
a corrida cromatografica nédo é interrompida, e os picos cromatograficos de interesse
sdo armazenados em um loop individual para posterior aquisicdo dos dados de RMN.
Através desse procedimento, 0 manuseio das amostras € minimizado, permitindo a
transferéncia da amostra ao RMN sem a presenca de ar ou luz e sem manipulacéo
dos operadores (EXARCHOU et al., 2005). Também nesse caso, e nessa modalidade,
€ necessario o uso de pelo menos um solvente deuterado.

Neste caso, o0 atraso da amostra (delay time - t4), que corresponde ao
tempo necessario para transportar o analito do detector UV até o dispositivo de
armazenamento (loop), deve ser calibrado. Ao se utilizar esse modo de operacéao,
deve-se levar em consideracao a estabilidade do analito, pois serdo armazenados por
longos periodos antes e durante as analises por RMN. Apos as medidas necessarias,

o loop e cela de fluxo séo lavados com solventes apropriados automaticamente. Como
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nem sempre é possivel prever a estabilidade da amostra em estudo, este método néo
€ muito recomendado para matrizes desconhecidas (EXARCHOU et al., 2005).

1.6.4 LC-SPE-NMR

Embora haja vantagens no modo on-flow e stopped-flow no uso do RMN
como detector em tempo real, a sensibilidade e a resolucéo obtidas nos espectros sao
limitadas pelo curto tempo de residéncia dos analitos na cela de fluxo (ALBERT, 2004).
Isso limita todo o potencial da técnica LC-NMR em fornecer subsidios para uma
completa e inequivoca elucidacdo estrutural. Uma solucdo para aumentar a
sensibilidade de deteccao e resolver este problema, consiste em introduzir um sistema
de Extracdo em Fase Sdlida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) entre 0 LC e 0
RMN (LC-SPE-NMR), a fim de reter e acumular os compostos nos cartuchos de SPE
(SEGER et al., 2005; TATSIS et al., 2007).

O sistema de SPE é uma poderosa técnica que visa concentrar as
amostras de interesse ap0s a separacdo cromatografica, onde 0s compostos
selecionados séo retidos em cartuchos individuais apés a coluna. O processo de
retencdo nos cartuchos confere a esta técnica o diferencial de proporcionar um ganho
de sensibilidade em relagdo a outras hifenacdes da cromatografia com RMN. O
sistema de SPE também permite repeticées da corrida cromatogréfica para somar o
conteudo de amostra depositada nos cartuchos, aumentando consideravelmente a
relacdo sinal/ruido dos espectros adquiridos, mesmo de compostos pouco
concentrados. Além dessas vantagens, a técnica LC-SPE-NMR é mais viavel do ponto
de vista econbmico em comparacao ao LC-NMR, pois na separa¢do cromatografica
utiliza solventes grau HPLC, ndo sendo necessario a utilizacdo de um solvente
deuterado. O solvente deuterado somente é utilizado na etapa de extracdo dos
compostos presentes no cartucho.

O primeiro estudo realizado utilizando o sistema automatizado LC-SPE-
NMR foi a analise de um extrato de orégano grego (EXARCHOU et al., 2003), onde
seis compostos foram identificados e com base nesses resultados, os autores
afirmaram que o sistema era de fato promissor e que oferecia uma vantagem
consideravel com relagdo ao aumento da sensibilidade.

Recentes trabalhos reforcam o sistema LC-SPE-NMR como uma
plataforma poderosa no isolamento e identificacdo de compostos em produtos
naturais e areas afins. XU et al. (2012) usaram essa hifenacdo para estudar o extrato

da planta Ormocarpum kirkii, com o objetivo de identificar os constituintes minoritarios.
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Como resultado, o autor relata o isolamento de oito compostos inéditos, dentre uma
série de isoflavanonas, biflavanonas e biscumarinas.

Outro trabalho recentemente publicado foi o isolamento e identificacdo
de quatro pirazinonas inéditas, denominadas de giovaninona A-D, esses compostos
foram isolados a partir do extrato uma cultura de estirpe marinha derivada de
Streptomyces (THOMASI et al., 2014).
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Objetivos

2.0 OBJETIVOS

- Utilizar a técnica SNIF-NMR para obtencdo da relacéo isotdpica ?H/'H, a fim de
identificar possiveis adulterag6es nos méis comercializados como de abelhas sem
ferrdo (M. seminigra e M. interrupta), seja através da comercializacdo de méis de
Apis melifera como Melipona, ou adicdo de aclUcar de cana-de-acUcar na

alimentacéo das abelhas.

- Analisar os dados de RMN de 'H através da quimiometria, aplicando os métodos de
analise exploratéria, com o objetivo de verificar a diferenca entre méis padrdes
(origem conhecida) e comerciais, detectando possiveis adulteracdes e a

influéncia do efeito da sazonalidade e/ou de diferentes espécies.
- Identificar e caracterizar os constituintes quimicos minoritarios existentes nos méis

de M. seminigra e M. interrupta, utilizando a técnica hifenada LC-SPE/NMR e LC-
BPSU/NMR.
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3.0 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1 Coleta e obtencéo dos méis

Amostras de meis originais de Melipona seminigra e M. interrupta foram
coletadas em dois periodos do ano e de varias col6nias, provenientes das colmeias
manejadas do Grupo de Pesquisas em Abelhas (GPA) - Instituto de Pesquisas da
Amazobnia (INPA) (Figura 3.1). As amostras comerciais foram compradas em varios
pontos de venda na cidade de Manaus-AM e um (1) deles em Santarém-PA. Os méis
auténticos foram retirados dos potes das melgueiras com auxilio de uma seringa
descartavel e acondicionados em frascos de polietileno, com tampa rosqueada
(capacidade de 50 mL). O material foi transportado até o laboratério de Ressonancia

Magnética Nuclear — UFSCar e mantido sobre refrigeracao.

Figura 3.1. Coleta de méis no meliponario do INPA

3.2 Preparo das amostras e aquisicdo de dados para
andlise da relacgéo isotépica 2H/*H

A obtencdo de um espectro de RMN de °H em amostras constituidas
majoritariamente de carboidratos, como o mel, € muito dificil, pois o espectro mostra-
se complexo e com muitos sinais sobrepostos. No entanto, quando o carboidrato é
fermentado, a distribuic&o isotopica do etanol obtido se mantém a mesma da molécula
que o originou (ZHANG et al., 1995). Dessa forma, como o espectro de RMN de ?H
do etanol € mais simples que o da amostra original e mantém as informacgfes a
respeito da fonte do acucar (CROSS et al., 1998), os méis entdo foram fermentados
de acordo com a metodologia descrita a seguir e o etanol resultante analisado por
RMN.
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3.2.1 Fermentacao dos méis e preparo das amostras

A fermentacdo dos méis foi feita em Erlenmeyer (500 mL) utilizando-se
10 g de mel; 5 g de fermento biolégico seco Saccharomyces cerevisae, da marca
Fleischmann® e 60 mL de agua destilada. A fermentacdo ocorreu por 48h, em
temperatura ambiente. Apés esse periodo, todo o material resultante da fermentagéo
foi submetido a uma destilacéo fracionada, utilizando-se uma coluna de Vigraux de 55
cm de comprimento.

As amostras foram constituidas por 600 uL de etanol e 100 uL de
tetrametiluréia (TMU) 99%, com conteudo isotdpico conhecido (abundancia natural).
Esses volumes foram utilizados com o objetivo de obtermos os sinais de 'H da metila

do etanol e do TMU relativamente na mesma intensidade (1:1).

3.2.2 Aquisicao dos espectros de RMN de ?H e 'H

Os espectros de RMN de 'H foram realizados no espectrometro Bruker
Avance Il — 9,4 Tesla (400 MHz para 'H) equipado com a sonda multinuclear
SmartProbe™ (5 mm), com gradiente de campo em z (50 G/cm) e uma unidade de
ajuste automatico da sintonia - ATMA (Automatic Tuning and MAtching). A sequéncia
de pulsos utilizada para aquisicdo dos dados de 'H consistiu de um Unico pulso com
angulo de rotacéo de 90° (zg - Bruker). O experimento foi realizado sem giro e com
controle da temperatura da amostra em 300 K. Os parametros utilizados na aquisi¢cao
estdo descritos na tabela 3.1. Finalizada a aquisicdo dos dados, estes foram
processados aplicando-se uma transformada de Fourier com 65.536 pontos, e uma
correcdo automatica da fase e da linha.

Os espectros de RMN de ?H foram obtidos logo apdés os de 'H, também
no espectrometro Bruker Avance lll equipado com a mesma sonda utilizada nos
experimentos de 'H. A sequéncia de pulsos utilizada consistiu de um Unico pulso no
canal do ?H (zg2h - Bruker); os parametros utilizados na aquisicéo desse experimento
estdo listados na tabela 3.2.

Para a realizacdo deste experimento foi necessario fazer algumas
modificacbes nas posicbes dos cabos na entrada do pré-amplificador do
espectrometro de RMN, que consistiu em trocar a posi¢do do cabo do canal BB para
o canal do ?H, deixando o cabo do ?H desconectado. No programa que gerencia o
espectrometro também foi preciso fazer ajustes na configuracdo da rota de

transmissdo do pulso, no caso da Bruker isso é feito através do recurso “edasp
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setpreamp”. No processamento foi aplicada uma transformada de Fourier utilizando-
se 8951 pontos, com fator de alargamento de linha (Line Broadening ou LB) de 3,0
Hz. A fase e a linha de base foram corrigidas automaticamente.

Os espectros de °H foram adquiridos com o sistema de lock desligado,
este procedimento esta incluido na automacao da sequéncia de pulso. Além disso,
optou-se por ndo acrescentar D20 na amostra, uma vez que quando foi acrescentado
houve uma grande perda no ganho do receptor (RG), aumentando consideravelmente
o tempo do experimento. Dessa forma, para o ajuste da homogeneidade do campo
magnético utilizou-se um capilar contendo D20/TSP — ds, sendo retirado antes da
aquisicdo dos dados de RMN de °H. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata experimental.

Tabela 3.1. Parametros de aquisicéo utilizados nos experimentos de RMN de

'He?H
Parametro (nomenclatura Bruker) H ’H
N.° de pontos do dominio de tempo (TD) 65536 89512
Janela espectral (SW) 12 ppm 12 ppm
Tempo de aquisicéo (AQ) 6,8s 56s
N.° de promediacdes (NS) 8 6k
Duracgéao do pulso de 90° (P1) 8,45 us 107,5 us
Frequéncia central do pulso (O1p) 4,8 4,8
Tempo de relaxacéo (D1) 1ls 25s
Tempo de atraso antes da aquisicao 6,5 us 105 ps
(DE)
Ganho do receptor (RG) 1 5,6
Poténcia (PLW1) 10 W 20 W
Temperatura (TE) 300 K 300 K

3.3 Célculo darelagéo isotopica 2H/*H

Inicialmente foi necessério calcular a massa real de etanol no tubo de
RMN, paraisso utilizou-se o valor da concentracé@o de etanol calculado a partir da area
de integracdo dos sinais de 'H da metila do etanol e do padrédo, onde o sinal do TMU
foi calibrado para 1.
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A concentragcdo de etanol pode entdo ser calculada utilizando-se a

equacgao 2.
C,=Co82x (2
Ny As

Onde:

Cs e Cx: Concentracao do padréo e de etanol, respectivamente.

Ns e Nx: Numero dos hidrogénios das metilas do padrédo e do etanol,
respectivamente.

As e Ax: Area dos sinais de RMN para as metilas do padrdo e do etanol,
respectivamente.

Através do valor da massa de etanol encontrada no tubo a partir da
férmula descrita anteriormente e as areas de integracdo dos sinais do padrao e de
etanol, foi possivel calcular a relagdo isotépica °H/*H dos méis analisados com base
na equacgao 1.

3.4 Preparo das amostras e aquisicdo de dados para
andlise quimiométrica

As amostras foram preparadas em triplicata, diluindo-se 200 mg de mel
em 500 uL de D20 em solucéo de 0,2% do sal TSP-d4. Os espectros de RMN de H
foram realizados no espectrometro Bruker Avance Ill — 9,4 Tesla, com frequéncia de
400 MHz para 'H. Este equipamento possui uma sonda multinuclear SmartProbe™
para tubos com diametro de 5 mm, sendo equipada com uma bobina de gradiente de
campo no eixo z (50 G/cm) e uma unidade de ajuste automatico da sintonia - ATMA
(Automatic Tuning and MAtching). Esse espectrobmetro ainda dispde de um
amostrador automatico que foi utilizado para analise sequencial das amostras. A
sequéncia de pulsos utilizada para aquisicdo dos espectros de RMN de 'H consiste
de dois pulsos de 90° com pré-saturacdo do sinal da agua durante o tempo de
relaxacao e tempo de mistura, e aplicacéo de dois gradientes (noesygpprld - Bruker)
(Figura 3.2), a fim de realizar a sele¢céo de coeréncia, e aumentar a eficiéncia da pre-
saturacdo. Os experimentos foram realizados sem giro e, ap0s a aquisicdo 0s
espectros foram processados aplicando-se uma transformada de Fourier com 65536
pontos e uma multiplicacdo exponencial para tratamento dos sinais (Ib) por um fator
de 0,3 Hz. Os parametros utilizados na aquisicdo dos espectros de RMN de 'H estdo

listados na tabela 3.
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p1 p1 ds p0

H ’ ’ I 4 I j Hml ILA']"L.%/LAM-._

G

Figura 3.2. Representacéo grafica da sequéncia de pulsos do experimento de 'H com

pré-saturacao do sinal da 4gua (noesygpprld).

Tabela 3.2. Parametros de aquisig&o utilizados nos experimentos 1D de hidrogénio.

Parametro (nomenclatura Bruker) Valor
N.° de pontos do dominio de tempo (TD) 65536
Janela espectral (SW) 20 ppm
Tempo de aquisicédo (AQ) 39s
N.° de promediagdes (NS) 128
Duracéo do pulso de 90° (P1) 8,2 us
Frequéncia central do pulso (01) 4.8
Tempo de relaxacéo (D1) 25s
Tempo de mistura (D8) 150 ms
Ganho do receptor (RG) 8
Poténcia (PLW1) 10 W
Temperatura (TE) 298 K
Amplitude do gradiente G:1 50%
Duracéo do gradiente Gz1 1000 us
Amplitude do gradiente Gz2 10%
Duracéo do gradiente Gz2 1000 us

Para as analises exploratérias de PCA, os espectros foram calibrados
em relacéo ao sinal de referéncia (TSP-d4) e outros ajustes foram realizados no modo
de integracdo disponivel no programa AMIX®. A matriz de dados original foi
processada a fim de se obter a area de cada regido do espectro no intervalo de 0,04
ppm (bucket window) através do programa Amix 3.0.

As intensidades absolutas dos sinais foram usadas para integracéo das
areas dos buckets, que foram normalizados em relacéo a area total dos buckets. As

areas de cada bucket foram entdo utilizadas como variaveis de entrada nas analises

29



Procedimentos Experimentais

quimiométricas, reduzindo assim o ruido e obtendo-se uma nova matriz. A janela
espectral utilizada foi de 10- 0,5 ppm. O sinal residual da 4gua foi removido da matriz,
bem como o sinal do padrdo interno TSP-ds, para ndo interferir na analise. Para a
analise por componentes principais (PCA) dos espectros de 'H todos os dados foram

autoescalonados.

3.5 Anédlise dos constituintes dos méis por LC-SPE/NMR

3.5.1 Preparo das amostras através de parti¢cdo liquido-liquido.

Para as andlises dos constituintes dos meéis foram realizados dois
métodos de pré-tratamento das amostras, inicialmente foi testada uma particao
liquido-liquido. A sequéncia dos solventes utilizados na particdo pode ser visualizada
na figura 3.3. Os solventes foram evaporados em evaporador rotativo. As massas do
material de partida e das fracdes obtidas podem ser observadas na tabela 3.3.

O segundo método que sera tratado posteriormente foi extracao por SPE
(solid phase extraction) utilizando Manifold com cartuchos de fase estacionaria HLB
(500 mg) e XAD-2 (300 mg)

MEL

Metanol:H,O (7:3) = 200mL
+ 3g NacCl
Diclorometano (200mL) (2x)

Acetato de Etila (200mL) (2x)

[ Fase CH,CI, J

Fase AcOEt Fase
MeOH:HzO

Figura 3.3. Representacdo esquematica da particao liquido-liquido realizada nos

méis de M. seminigra e M. interrupta

30



Procedimentos Experimentais

Apbés a secagem dos solventes, as amostras foram preparadas
solubilizando-se cada fase em Metanol:H20 (50:50) e filtradas em membranas PVDF
Tedia de 0,45 um. Os solventes utilizados nas andlises foram todos grau HPLC
(Tedia).

Tabela 3.3. Massas do material de partida e das fragBes obtidas da particdo liquido-

liquido
Amostra (mel) M?)taerrtiizlade Fase CH2Cl2 Fase AcOEt
Melipona interrupata (MI-05) 349 0,58 ¢ 0,72 g
Melipona seminigra (MS-BR) 74 ¢ 1849 4,19

3.5.2 Preparo das amostras através de extracdo em fase solida
(SPE) off line.

Outra alternativa utilizada na tentativa de eliminar os aclUcares presentes
nas amostras de mel, foi uma microextracdo utilizando a Extracao em Fase Solida
(SPE). A metodologia foi baseada no trabalho de MICHALKIEWICZ (2008), no qual
testou diversos tipos de fase estacionaria nos cartuchos. Dessa forma, com base
nesses resultados, optou-se pela utilizacdo dos cartuchos de fase estacionaria
polimérica Oasis HLB (500 mg) e XAD-2 (300 mg). As amostras de méis (5 g para
HLB e 3 g para XAD-2) foram misturadas com agua deionizada (Milli-Q) ajustada com
pH= 2 (HCI), essa mistura foi agitada por 2 min em um agitador tipo voértex.

A extracdo foi realizada no sistema de Manifold a vacuo, onde as
amostras foram passadas através dos cartuchos, e em seguida lavadas com 20 mL
de agua deionizada para remocédo de acucar. Os compostos adsorvidos na fase
estacionéria foram eluidos dos cartuchos com metanol (10 mL). O procedimento foi
realizado em meio acido e basico para avaliagdo dos compostos retidos, como pode
ser melhor visualizado na figura 3.4. O mesmo procedimento de limpeza foi realizado
com cartucho de XAD-2, no entanto, a massa de mel utilizada em cada cartucho nesse
caso foi de 3 g, e no condicionamento e equilibrio utilizou-se 3 mL de MeOH e 6 mL

de H20 (pH 2), respectivamente.
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O extrato resultante foi concentrado a pressao reduzida em evaporador

centrifugo a 40°C (sitema SpeedVac™) e filtrado com filtro de membrana de 0,45 ym.

Extracdo &cida em HLB Extracdo basicaem HLB
Preparo da amostra Preparo da amostra
5g de mel + 20mL H20 (pH 2) HCI 5g de mel + 20mL H20 5% NH4OH
Agitar por 2 min (Vortex) Agitar por 2 min (Vortex)
Condicionamento do cartucho Condicionamento do cartucho
6 mL de MeOH 6 mL de MeOH
Equilibrio do cartucho Equilibrio do cartucho
6 mL de H20 (pH 2) HCI 6 mL de H20 5% NH4+OH
Aplicagc&do da amostra Aplicagdo da amostra
Lavagem Lavagem
20 mL de H20 (pH 2) HCI 20 mL de H20 5% NH4+OH
Eluicao Eluicdo
10 mL de MeOH 10 mL de MeOH
(5% NH4OH) (5% &cido férmico)

Figura 3.4 Representacdo esquematica da extracdo em fase solida (SPE) realizada

nos méis de M. seminigra e M. interrupta.

3.5.3 Uso de padréo interno para verificar a eficiéncia do método de
extracao por SPE

O padréo interno utilizado (naringina) foi adquirido da Sigma-Aldrich e a
solucdo estoque foi preparada na concentracdo de 5mg.mL?t. O primeiro
procedimento foi a aplicacdo no LC do padréo interno na concentracao de 40 pug.mL"
1. Em seqguida, a matriz foi fortificada com o padrdo interno, de modo que a
concentracdo final de naringina fosse também de 40 pug.mLt. A area dos picos
cromatograficos foi integrada e entdo calculado a taxa de recuperacdo do composto

padrdo. Esse procedimento foi realizado em triplicata.
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3.5.4 Sistema LC-SPE/NMR

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo
liquido de alta eficiéncia AGILENT TECHNOLOGIES 1200 SERIES, contendo uma
bomba quaternaria com degaseificador G1322A, um detector ultravioleta com arranjo
de diodos (UV-DAD) G1315D e um auto injetor G1329A. Acoplado ao cromatdgrafo
encontra-se a interface PROSPEKT 2, que € o sistema de extracdo em fase solida
(SPE), que pode fazer a conexdo com o RMN, mas neste trabalho optou-se por
trabalhar sem essa parte da hifenacéo.

A interface Prospekt 2 é constituida por:

- Uma bomba (Knuer — K120) responsavel em modificar a propor¢éo de
solvente organico da fase mével oriunda da coluna cromatogréfica;

- O organizador onde ficam os frascos com solventes deuterados e néo
deuterados usados nos cartuchos de SPE;

- Uma unidade trocadora automética de cartuchos (ACE- Automatic
Cartridges Exchanger — LC-SPE-NMR Interface), responsavel em transportar
automaticamente os cartuchos em direcdo ao fluxo da fase movel que contém os
compostos selecionados;

- A Unidade de Stopped-flow (BSFU-HP — Bruker Stopped Flow Unit —
High Perfomance) e valvulas VALCO.

De modo geral, o sistema de LC-SPE-NMR funciona da seguinte forma,
apos a corrida cromatogréafica e analise dos componentes de interesse por UV-DAD,
o fluxo de saida da coluna € desviado por uma valvula, ao mesmo tempo em que a
bomba Knauer é acionada. Essa bomba é ajustada para fornecer uma proporcéo
maior de agua no fluxo (3 vezes), diminuindo assim a forca de eluicdo dos compostos
na fase moével original, dessa forma ao passar pela fase estacionaria dos cartuchos,
0s compostos tendem a ficar retidos.

As fases estacionarias dos cartuchos séo constituidas de diversos tipos
de material, a mais utilizada e capaz de reter uma grande variedade de compostos é
a General Phase (Hysphere™- resin, 10 mm x 2 mm, 10 um) (CLARKSON et al.,
2007), composta de uma resina polimérica de polidivinilbenzeno e formato esférico.
Este tipo de material constitui uma Unica bandeja com 96 cartuchos, justamente por

cobrir uma ampla faixa de polaridade. Quando se pretende desenvolver métodos

33



Procedimentos Experimentais

testando outros tipos de cartuchos, pode-se utilizar a bandeja que contém oito fases
estacionarias diferentes, cada fase com oito colunas, conforme mostra a tabela 3.4.

Tabela 3.4. Fases estacionarias dos cartuchos de SPE - Hysphere™.

Coluna Fase estacionaria

1 Hysphere™- resin CN-SE, 10 mm x 2 mm, 7 pum, fase
estacionariacianopropil

2 Hysphere™- resin C2-SE, 10 mm x 2 mm, 7 um, fase estacionaria etil

3 Hysphere™- resin C8 EC-SE, 10 mm x 2 mm, 10 um, fase estacionaria
octil end capped

4 Hysphere™- resin C18 HD, 10 mm x 2 mm, 10 um, fase estacionaria
octadecil High Density

5 Hysphere™- resin GP - General Phase, 10 mm x 2 mm, 10 um, fase
estacionaria polidivinilbenzeno

6 Hysphere™- resin SH - Strong Hydrophobic, 10 mm x 2 mm, 35 pm,
fase estacionaria polidivinilbenzeno

7 Hysphere™- resin mixed mode cation, 10 mm x 2 mm, 10 pm

8 Hysphere™- resin mixed mode anion, 10 mm x 2 mm, 10 pm

O controle do cromatégrafo foi realizado através do programa HyStar
versao 3.2. Este programa apresenta seis formas diferentes de desviar o fluxo da fase
movel em direcdo ao cartucho que sera usado para reter o composto de interesse. No
entanto, optou-se por utilizar somente duas modalidades de sele¢cdo de compostos,
conhecidas como threshold e time slice, a primeira realiza a sele¢éo pela intensidade
da banda, e na segunda modalidade a selecao é realizada selecionando-se o tempo
de retencéo do analito. No modo threshold, ajusta-se a intensidade de absor¢c&o no
detector UV-DAD e o intervalo de tempo, de modo que os picos de interesse estejam
dentro dessa faixa. Quando o detector ultrapassa esse valor estipulado de absorcéo,
o sistema direciona o fluxo do descarte para o cartucho condicionado e equilibrado,
apos a intensidade do sinal diminuir novamente, o fluxo volta a ser direcionado para o
descarte. Esse modo de operacao apresenta a vantagem que se o tempo de retencéo

(tr) dos compostos varia entre uma corrida e outra, o intervalo equivalente ao pico
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sempre sera direcionado ao cartucho. Nesse sistema, a possiblidade de injecdes
multiplas leva ao isolamento de compostos com consideravel grau de pureza.

O outro de modo de sele¢céo de compostos, chamado time slice, oferece
a opcao de selecionar intervalos de tempo especificos durante a corrida
cromatografica. Esse modo oferece a vantagem de retencdo de compostos que nédo
apresentam absorgédo na regido do UV, uma vez que independe de intensidade de
absorcdo. Apesar dessa vantagem, esse modo esta susceptivel a variacées no tempo
de retencdo dos compostos, o que pode levar a uma mistura de compostos, iSso
porque nado disponibilizamos de um forno para controlar a temperatura e manter a
resolucdo cromatogréfica.

Apos a retencao dos compostos de interesse nos cartuchos, estes foram
secos com nitrogénio gasoso por 30 minutos, e eluidos com solventes deuterados
(250 pL) diretamente para tubos de RMN de 2,5 mm.

3.5.5 Sistema LC-BPSU/NMR

Outro modo de operacdo do cromatografo corresponde ao acoplamento
com a unidade BPSU. Essa unidade consiste de 36 loops, capazes de acomodar as
fracOes oriundas de uma separacdo cromatogréfica. Neste caso, também € possivel
utilizar os modos de operacéo que o software Hystar oferece, no entanto, da mesma
forma que optamos pela utilizacdo somente da modalidade Threshold e Time Slice no
uso do SPE (Prospekt 2), aqui também foram utilizados somente esses dois modos
de selecéo de picos. Essa interface, BPSU, oferece a vantagem de nao haver perdas
dos analitos selecionados de uma corrida cromatografica, mas também apesenta a
necessidade de realizar a concentracdo dos picos manualmente, uma vez que essa

interface néo foi idealizada para concentrar os compostos de interesse.

3.5.6 Equipamento de RMN

As analises foram realizadas num espectrdmetro Bruker Avance Il —
14,1 Tesla, com frequéncias para 'H e 3C iguais a 600,23 MHz e 150,93 MHz,
respectivamente. Equipado com uma sonda criogénica TCI (Triple-resonance
Cryprobe Inverse) de 5 mm, na qual as bobinas de H e 13C e o pré-amplificador s&o
refrigerados por hélio, permitindo um aumento significativo da sensibilidade, que
nesse caso é 4 vezes maior em comparacdo a sensibilidade das sondas

convencionais. Esta sonda possui uma bobina de gradiente de campo no eixo z (53
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G/cm) e uma unidade de ajuste automatico da sintonia - ATMA (Automatic Tuning and
MAtching).

3.6 Materiais e Equipamentos em geral

- Acido trifluoracético (TFA). HPLC, TEDIA BRAZIL, LOT# 1011342

- Balanca analitica digital Bioprecisa modelo FA-2104N, com preciséo de
0,1 mg.

- Coluna cromatografica - Zorbax Eclipse XDB C18 (5 um, 15 cm x 4,6
mm);

- Coluna cromatogréafica - ProntoSIL C18 (5 pum, 25 cm x 4,6 mm);

- Filtro de membrana - (PVDF Membrane Syringe Filter, TEDIA BRAZIL,
25 mm, 0,45 pm);

- Cartucho de SPE Oasis HLB Waters® (6 cc Vac Cartridge, 500 mg, 60
Hm);

- Cartuchos de SPE Amberlite® XAD-2 (300 mg, 3mL);

- Solventes
Acetonitrila - grau HPLC. TEDIA BRAZIL
Metanol - grau HPLC. TEDIA BRAZIL.
Acetonitrila deuterada — ACN-d3, Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (CIL) D,
99,8%.
Metanol deuterado — MeOD-d4, Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (CIL) D,
99,8%.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Coleta e obtencao dos meéis

Foram realizadas trés visitas ao Instituto de Pesquisas da Amazobnia
(INPA) para realizacdo das coletas. As visitas foram programadas de modo que
contemplassemos o0s dois periodos climaticos do ano que ocorre na regiao
amazonica, que sdo os periodos seco e chuvoso.

Na tabela 4.1 é possivel observar os méis de M. interrupta e M.
seminigra, que foram coletados nas caixas manejadas do INPA, classificados como
mel auténtico, pois se conhece tanto a origem quanto a autenticidade dos mesmos.
Cada amostra esta codificada com o nimero da caixa que foi coletada. E possivel
notar a nomenclatura diferenciada das amostras MI-BR e MS-BR, que como jéa citado,
também foram coletadas no INPA, no entanto, foram levadas a este meliponéario na
semana da coleta, essas caixas eram oriundas de outro meliponario localizado na
comunidade Brasileirinho (Manaus-AM). Da mesma forma aconteceu com a amostra
MS-BV, que foi transportada do municipio de Boa Vista do Ramos — AM.

E importante ressaltar a dificuldade de coleta dos méis principalmente
na época de chuva (dezembro-abril), pois as abelhas ficam impossibilitadas de ir para
campo coletar néctar e polen, por isso a producdo de mel cai drasticamente, como é
possivel observar na tabela 4.1. Na coleta realizada em mar¢o/12 foi encontrada
somente uma caixa com mel suficiente para coleta de cada espécie, pois quando a
colmeia estd com pouco mel maduro, ficamos impedidos de coletar para ndo deixar
as abelhas sem alimento e assim causar a morte da colmeia.

As amostras comerciais foram obtidas de varios pontos de venda da
cidade de Manaus, como descreve a tabela 4.1. Apesar do comércio de méis de
meliponineos estar crescendo cada vez mais na regido, ainda encontramos
dificuldade em adquirir esses méis. Essa escassez ocorre principalmente no periodo
chuvoso, pois os meliponilcultores temem pela integridade de suas colmeias. Devido

a esses fatores, foi possivel a aquisicdo de somente dez amostras comerciais.
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Tabela 4.1 Amostras originais coletadas no INPA e comerciais adquiridas na regiao

Espécie Amostra Vc(JrInqu?e Periodo da coleta ou Local da compra
MI-07 13 Seco (ago/10)
MI-39 50 Seco (ago/10)
Melipona MI-BR1 45 Seco (ago/11)
interrupta
MI-BR2 35 Seco (ago/11)
MI-21 5 Chuvoso (jan/11)
MI-305 5 Chuvoso (jan/11)
MI-05 45 Chuvoso (mar/12)
MS-BV 10 Seco (ago/10)
MS-162 20 Seco (ago/10)
MS-BR 50 Seco (ago/11)
Mell'pcl)na MS-BR1 40 Seco (ago/11)
seminigra
MS-142 8 Chuvoso (jan/11)
MS-188 5 Chuvoso (jan/11)
MS-162c 35 Chuvoso (mar/12)
MS-A 300 Mercado Municipal de Manaus-Centro
MS-B 300 Mercado Municipal de Manaus-Centro
MS-C 300 Mercado Municipal de Manaus-Centro
MS-D 500 Feira do Produtor-Cidade Nova |
MS-E 250 Associacao dos criadores de abelhas
_ do AM
Mel comercial o
MS-F 300 Lanchonete do Bosque da Ciéncia-
INPA
MS-G 500 Comércio de Santarém-PA
MS-H 250 Mercado Municipal de Manaus-Centro
MS-I 250 Mercado Municipal de Manaus-Centro
MS-J 100 Mercado Municipal de Manaus-Centro
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4.2 Andlise darelacéo isotépica ?H/*H

Alguns testes foram necessarios para realizacdo desse experimento, no
que diz respeito a configuracdo do equipamento (hardware e software), pois em
setembro/2011 o espectrometro passou por uma atualizagéo para o modelo AVANCE
lll, até entdo era AVANCE. Dessa forma, foi necesséario testar (desenvolver,
configurar) e otimizar o experimento de ?H para essa nova configuracéo.

A primeira tentativa para implementacao foi fazer a aquisicéo utilizando
0 proprio canal do deutério para pulsar e adquirir, no entanto o resultado néo foi
satisfatorio, pois o canal do ?H é normalmente utilizado para fazer a corregéo do drift
do campo magnético e ndo tem capacidade para suportar poténcias muito elevadas.
Isso resultou em um tempo de aquisicdo do experimento muito prolongado (48h), o
que inviabilizou o uso desse procedimento.

A outra metodologia testada consiste no uso do canal do BB no
amplificador para geracéo do pulso e a aquisi¢éo pelo canal do ?H. Como no canal do
XBB h& um filtro de deutério (filtro de passa-baixa), € necessario fazer algumas
modificacdes nos cabos de entrada do pré-amplificador para desviar o caminho
eletronico desse filtro, que consiste na troca da posi¢cao do cabo do canal XBB para o
canal do ?H, deixando o cabo do ?H desconectado. Com isso, se gera o pulso no
amplificador usando o XBB, e no pré-amplificador utiliza-se o canal do deutério para
aguisicdo. Mesmo tendo encontrado resultados melhores usando essa configuragao,
com atenuacédo da poténcia de 120 dB (pL9) e tempo de experimento de 13h (ns=6k),
a duracao do pulso de 90° foi otimizada para 107,5 ps. Isso porque o canal do ?H nédo
suporta valores maiores de poténcia, sendo necessario um maior intervalo de pulso.

Utilizou-se a metodologia descrita acima para aquisicdo dos espectros
de RMN de ?H dos etanois obtidos dos méis auténticos e comerciais. As figuras 4.1 e
4.2 mostram um exemplo de espectro de RMN de 'H e 2H, respectivamente, de um
mel comercial. No espectro de 'H podem ser observados os sinais da metila como
tripleto em 6 1,19 ppm (J = 7,1 Hz;, 3H) e dos hidrogénios metilénicos como
guadrupleto com deslocamento em 6 3,66 ppm (J = 7,1 Hz; 2H) que correspondem ao
etanol. Ha ainda a presenca do singleto em 6§ 2,82 ppm do TMU e de um singleto largo

em 6 4,81 ppm, atribuido aos hidrogénios da agua residual da destilacéo.
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—3.628
2

Figura 4.1. Espectro de 'H do etanol obtido da fermentacdo de um mel comercial.

4.848

—3.620

—2.823

1.190

ppm

Figura 4.2. Espectro de ?H do etanol obtido da fermentacdo de um mel comercial.

41



Resultados e Discussao

O espectro de RMN de 2?H (figura 4.2) apresenta 0s mesmos sinais que
o espectro de 'H, no entanto, todos como singletos, devido ao fator de alargamento
de linha utilizado (Line Broadening ou LB) de 3,0 Hz e da largura “natural” causada
pelo acoplamento quadrupolar. Observa-se também que os deslocamentos quimicos
para os espectros de ?H sdo os mesmos encontrados no espectro de *H
correspondente (MARTIN et al., 1983).

Para o calculo da relagéo isotopica, inicialmente foi calculada a massa
real de etanol no tubo, utilizando os dados obtidos nos espectros de RMN de H. A
partir da equacédo (2) a concentracdo de etanol foi calculada através da area de
integracgao dos sinais da metila do etanol e do padrdo. O sinal do TMU foi calibrado
para 1, os demais valores utilizados s&o mostrados a seguir.

Cs: Concentracdo do padrdo = 1,40 mol.L. Considerando 99% de
pureza, massa de TMU= 0,098g e volume total = 600 pL);

Ns: Namero de hidrogénios do padrédo = 12

Nx: Numero de hidrogénios do sitio analisado de etanol (metila) = 3

As: Area de integracéo do sinal de RMN de 'H para as metilas do padrao.

Ax: Area de integracéo do sinal de RMN de H para os sitios do etanol a

ser analisado.
C=Cs—===

A partir do valor da concentracao de etanol foi possivel calcular a massa
real utilizada na andlise, e através das areas de integracdo dos sinais de ?H do padrédo
e de etanol, foi encontrado o valor das relacdes isotépicas ?H/*H dos méis analisados.
E importante ressaltar a importancia no cuidado em relacéo a integracdo dos sinais
no espectro, cuja area integrada, em uma medida quantitativa deve cobrir 99% do
sinal. O calculo da relacao isotépica entédo foi feito com base na equacéo (1), que se

se utiliza quando um padréo interno é usado, no caso o TMU.

( 2H>A B If*PP*mP+MA ( ZH)P )

'H), 1P P mA MP\ 'H
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Para isso, utilizaram-se as seguintes condic¢des:

(®H/*H)P: Relacéo isotdpica do padrdo (TMU) = 135 ppm;

I’: Area de integrac&o do sinal de RMN de 2H do padréo = 1

PP: Numero de hidrogénios do padréo = 12

P#: Numero de hidrogénios do sitio analisado de etanol = 3 (metila); 2
(metileno);

mP: massa do padrdo = 0,098 g;

mA: massa de etanol = varia de acordo com o valor obtido para cada
amostra no calculo anterior;

MA: massa molar de etanol = 46,07 g.mol;

MP: massa molar do padrdo = 116,16 g.mol.

Observou-se que os valores das relagdes isotopicas encontrados para o
sitio Il (CH2) do etanol seguiram 0 mesmo padrao, variando em torno de 128 ppm, isso
porque os atomos de deutério que estdo localizados no sitio Il vém
predominantemente da agua presente na etapa de fermentacédo néo contribuindo para
diferenciacéo da origem biossintética (MARTIN et al., 1983).

Na tabela 4.2, é possivel notar os valores (°H/*H) obtidos para a metila
do etanol (sitio 1ll), que mostraram a origem biossintética de cada tipo de mel
analisado. Todos os méis analisados seguiram a mesma tendéncia, proximos de 100
ppm. Comparando os resultados obtidos com dados relatados na literatura, esses
valores condizem com plantas que fixam o CO:z utilizando o mecanismo biossintético
Cs, como pode ser visto na tabela 4.3. Com o objetivo de comparar esses dados
obtidos com os de méis de abelhas da espécie Apis melifera, foram adquiridas 7
amostras desses méis (AM-1 a 7) e calculados a partir do etanol o valor da relacao
isotépica destes. No entanto, os valores encontrados da relacao isotépica inclusive
nesses méis foi em torno de 100 ppm, com esses resultados ndo foi possivel
diferenciar os méis de abelhas de espécies diferentes. Em contrapartida esses
resultados mostram que ndo houve adulteracdo nos méis com relacdo a adicdo de
acucar na alimentacéo das abelhas.

De acordo com LINDNER et al., (1996), o mel possui conteudo isotépico
proximo ao de acUcares produzidos por plantas que realizam o metabolismo através
do ciclo Cs. Portanto, os resultados obtidos neste trabalho estdo condizentes com

essas informacdes. Somente atraveés da analise isotopica, ndo foi possivel inferir a
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respeito de adulteracdes, uma vez que as abelhas ndo demonstraram preferéncia por
plantas de ciclos diferentes. Isso pode ser justificado pelo fato de plantas oriundas de
climas tropicais umidos, apresentarem na maioria das vezes absorcdo do CO: através
do ciclo Cs (BOOM, 2004), e isso causou a similaridade nos resultados obtidos, pois
todos os méis analisados foram obtidos na regido amazoénica, onde a umidade é a

principal caracteristica da regiéo.

Tabela 4.2. Relacdo isotdpica 2H/*H calculada para metila (°H/*H)i dos etandis
obtidos da fermentacao dos méis.

Amostra Relacao isotdpica (ppm)
(BH/AH)

MS-A 100,31 (+0,50)
MS-B 99,55 (+0,44)
MS-C 100,08 (+0,55)
MS-D 97,77 (0,18)
MS-E 97,92 (+0,93)
MS-F 97,60 (+0,45)
MS-G 99,20 (+0,22)
MS-H 100,20 (+1,07)
MS-| 100,48 (+0,30)
MS-J 100,59 (+0,37)
MI-BR1 99,42 (+0,25)
MI-BR2 99,51 (0,13)
MI-21 100,03 (+0,16)
MS-162c 100,75 (x0,18)
MS-162 100,25 (x1,07)
MS-BR1 97,72 (+0,12)
MS-BV 100,52 (+0,30)
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Relacao isotdpica (ppm)

Amostra CHIH)

MI-05¢ 97,27 (x0,03)
MI-07 97,86 (£0,02)
AM-1 99,9 (+0,18)

AM-2 99,74 (+0,56)
AM-3 100,00 (+0,43)
AM-4 99,56 (+0,36)
AM-5 100,58 (+0,31)
AM-6 100,19 (+0,29)
AM-7 100,04 (+0,93)

Tabela 4.3. Valores tipicos relatados na literatura para relacéo isotépica 2H/*H

Material Ciclo 2H/*H

Mosto de uva C3 96,2 -101,7"
Acucar de beterrada C3 92,0 — 94,0
AcUcar de cana C4 111,5-112,5
Agave (Tequila) CAM 109,4"

I- LINDNER et al., 1996; II- MARTIN et al., 1988; Ill- BAUER-CHRISTOPH et al.,
2003

4.3 ldentificacdo dos componentes majoritarios dos méis.

Para o estudo da classificacdo dos méis por quimiometria foi necessario
levar em consideracdo a importdncia de uma atribuicdo inequivoca dos
deslocamentos quimicos de alguns constituintes presentes na matriz em questao.
Para isso foram realizados experimentos de RMN 1D e 2D dos méis auténticos e
comerciais, 0s quais forneceram a caracterizacdo dos componentes responsaveis
pela discriminacdo na analise quimiométrica.

Na figura 4.3, € mostrado um espectro de 'H do mel M. interrupta, onde
€ possivel notar a presenca de carboidratos (agucares) na regido congestionada de
3,3-3,9 ppm. Também observam-se os dubletos em 5,22 ppm e 4,64 ppm dos
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hidrogénios anoméricos da a e B- glicose, respectivamente. Além do tripleto em 6 3,23
ppm caracteristico também da [(-glicose. Essas e as demais atribuicbes foram
realizadas através da analise de espectros 2D e comparacdo com a literatura
(BOFFO, 2009b; ALVES-FILHO et al., 2012).

o OH
o ' ©
o 5 HO °
HO : HO OH
3 OH 3 OH 1
OH
a-glicose Pglicose
B-glicose (H-1) B-glicose (H-2)
a-glicose (H-1) X /

\

J \__,_J " l b
T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 ppm

Figura 4.3. Espectro de *H do mel auténtico de M. interrupta (MI-05)

Na figura 4.4, observa-se o espectro de HSQC-TOCSY, que foi utilizado
para atribuicdo dos sinais referentes aos acucares, a-glicose, B-glicose e a-
frutofuranose, além desses compostos também foram observados sinais
caracteristicos de [-frutofuranose, no entanto, como estdo em uma regiao
congestionada do espectro, ndo foi possivel a atribuicAo completa de todos os
hidrogénios desse composto. No mapa de correlacdo HSQC-TOCSY é possivel notar
0os dubletos em 5,22 ppm e 4,64 ppm, dos hidrogénios anoméricos, mostrando
correlagdo com os carbonos pertencentes ao mesmo sistema de spin. Os demais
valores dos deslocamentos quimicos dos acucares identificados no mel foram
atribuidos aliando-se essas informacdes as presentes nos espectros de COSY (figura
4.5) de HSQC (figura 4.6) e HMBC (figura 4.7), como pode ser observado na tabela
4.4,
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Figura 4.4. Ampliagdo do mapa de correlagdo HSQC-TOCSY de uma amostra de mel
de abelha sem ferrdo, mostrando as correlacdes dos hidrogénios anoméricos com 0s
carbonos dentro do mesmo sistema de spin. *H 600 MHz, *3C 150 MHz, 200 mg em
500 pL de D20.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 F2 [ppm]

Figura 4.5. Mapa de correlagdo COSY ampliado de uma amostra de mel mostrando
as correlacdes na regido dos acUcares. *H 400 MHz, *3C 100 MHz, 200 mg em 500
ML de D20.
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Figura 4.6. Mapa de correlacdo HSQC ampliado de uma amostra de mel mostrando
as correlacdes na regido dos aclcares. *H 400 MHz, 13C 100 MHz, 200 mg em 500
uL de D20.

1 lopm]

T
110

T T T T T T
55 5.0 45 4.0 35 F2 [ppm]

Figura 4.7. Mapa de correlagdo HMBC ampliado de uma amostra de mel mostrando
as correlagcdes na regido dos acucares. *H 400 MHz, 13C 100 MHz, 200 mg em 500
uL de D20.
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Tabela 4.4. Dados espectroscépicos para 0s agucares encontrados nos méis de
abelha se ferrdo (*H 400 MHz, 3C 100 MHz, 200 mg em 500 pL de D20).

'H 400 MHz, 13C 100 MHz, D20 BOFFO, 2009b
H/C oH (ppm) , J (Hz) oc (ppm)* OH (ppm) , J (Hz)
(Ppm)*
a-glicose
1 5,12 (d, 3,78) 95,1 5,22 (d, 3,70) 94,6
2 3,93-3,99 (m) 72,7 3,49-3,54 74,0
3 3,74-3,80 (m) 75,7 3,66-3,73 75,4
4 3,42-3,50 (m) 72,8 3,35-3,42 72,1
5 3,87-3,93 (m) 74,4 3,78-3,84 73,9
6a 3,76-3,82 (m) 3,67-3,73
63,6 63,3
6b 3,93-3,98 (m) 3,79-3,85
B-glicose

1 4,62 (d, 7,90) 99,0 4,63 (d, 8,00) 98,4

2 3,31 (t, 7,90) 77,2 3,23 (dd, 8,00; 9,20) 76,7
3 3,51-3,58 (m) 78,9 3,50-3,40 (m) 78,3
4 3,93-3,99 (M) 72,6 3,46-3,35 (M) 72,1
5 3,44-3,52 (m) 78,2 3,50-3,40 (m) 78,4
6a 3,80-3,85 (M) 3,77-3,72 (M)

63,9 63,4

6b 3,87-3,93 (M) 3,90-3,85 (M)

A figura 4.8 apresenta o espectro de 'H do mel de M. interrupta com
ampliacdes nas regibes de aromaticos (8,00- 6,00 ppm) e 3,00-0,50 ppm. Nessa
regido é possivel notar a presenca dos aminoacidos fenilalanina (& 7,28-7,44), em
maior quantidade, e tirosina, observada como dubletos (sistema AA’XX’) em 7,18 e
6,88 ppm, cujos sinais de carbono foram atribuidos através da analise de HSQC-
TOSY (figura 4.9), HSQC e HMBC. Também na figura 4.8 é possivel notar sinais

caracteristicos do aminoacido treonina (& 1,30) e evidéncias de alanina (& 1,46, d,
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7,27 Hz), como esse ultimo aparece em baixa concentracdo, ndo foi possivel a
atribuicdo dos demais deslocamentos dessa substédncia. A elucidacdo desses

aminoacidos esta mostrada na tabela 4.5, a qual foi realizada através dos espectros

HSQC-TOCSY, HSQC e HMBC.

OH OH
\
o o HaC o
| | NH,
5 .
1 OH ° 1 OH ) Treonina
NH, NH, ~
3 HO 3

Fenilalanina Tirosina

H;C
OH

NH,
Alanina

— Acido acético

D

b

;) T T T T T T T T T T T T T & T T T T T

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05

Figura 4.8. Espectro de 'H e ampliacdes do mel auténtico de M. interrupta,
mostrando os sinais caracteristicos de aminoacidos.

J\MLMuﬂ }\_ -

110

115

125

@ 00

T T T T T T T T
77 76 75 7.4 73 7.2 71 7.0 6.9 6.8 6.7 ppm

Figura 4.9. Ampliagbes do mapa de correlaggo HSQC-TOCSY mostrando as

correlacdes dos aminoécidos fenilalanina e tirosina.

50



Resultados e Discussao

Tabela 4.5. Dados espectroscépicos para os aminoacidos encontrados nos méis de
abelha se ferrdo (*H 400 MHz, 3C 100 MHz, 200 mg em 500 pL de D20).

1H 400 MHz, 13C 100 MHz, D20 Literatura

H/IC oH (ppm) , J (H2) Oc (ppm)* oH (ppm) , J (Hz) oc (ppm)*

Fenilalanina
216 7,31 (m) 132,1 7,31(d, 8,4)! 132,1'
3/5 7,41 (m) 7,41(d, 8,4)" 131,8'
4 7,38 (M) 130,4 7,35-7,39 (M) 130,4"
Tirosina
2/6 7,17 (d AA'XX, 8,77) 133,7 7,18 (d, 8,4)! 133,5'
3/5 6,87 (d AAXX, 8,77) 118,8 6,88 (d, 8,4)! 118,6'
Treonina
3 ND 69,5 68,7
4 1,30 (d, 6,40) 22,3 1,32 (d, 6,50)" 22,31

I- BOFFO, 2009b; II- OLIVEIRA, 2012; N.D. - ndo determinado

A figura 4.10 apresenta uma ampliacdo do espectro de 'H do mel
comercial (MS-A) que assim como a maioria dos méis comerciais apresentou
evidéncias da presenca da substancia 5-hidroximetilfurfural (HMF), com a presenca
dos dubletos em & 7,54 ppm e & 6,66 ppm com constante de acoplamento em 3,62 Hz
pertencentes aos hidrogénios do anel furano, H-3 e H-4, respectivamente. Ha ainda a
presenca do sinal como singleto em & 9,46 ppm, atribuido ao hidrogénio do aldeido
(H-7) (BOFFO, 2009b). Esta substancia € algumas vezes reportada como indicador
de adulteracdo dos méis, mas que também pode ser formada pela exposi¢cdo do mel
a altas temperaturas e pelo armazenamento em condi¢des inadequadas (SANZ et al.,
2003). Alguns estudos apontam que HMF apresenta efeitos toxicos e tumorais, no
entanto, isso ainda é matéria para debates, pois estudos mais recentes sugerem que
este ndo apresenta sérios riscos a saude (SPANO et al., 2006). Também nos
espectros de meéis comerciais foram identificados sinais referentes ao acido citrico

como dubletos em & 2,89 e 6 2,87 (15,37 Hz), confirmados pelos espectros 2D.
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As demais atribuic6es dos deslocamentos quimicos podem ser vistas na
tabela 4.6, para isso foram utilizados dados dos experimentos de HSQC (figura 4.11)
e HVIBC.

Tabela 4.6. Dados espectroscopicos para o composto 5-hidroximetilfurfural (HMF)
(*H 400 MHz, 13C 100 MHz, 200 mg em 600 uL de D20).

0 7

H/C OH (ppm) , J (H2) Oc (ppm)*
2 - 151,7
3 7,54 (d, 3,62) 126,8
4 6,66 (d, 3,62) 110,8
S - 161,5
6 ND ND
7 9,53 (s) 180,4

N.D. - ndo determinado
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Mel comercial
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Figura 4.10. Expanséo do espectro de RMN de *H do mel comercial MS-A
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Figura 4.11. Expansao do mapa de correlagdo HSQC do mel comercial MS-A
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4.4 Analise quimiométrica

Com o intuito de verificar possiveis diferencas na composicdo dos méis
de M. seminigra, M. interrupta e comerciais, além da variagdo de sazonalidade e
diferengas entre os méis comerciais e auténticos, analises de classificagdo de dados
foram realizadas, para isso foram utilizados os espectros de RMN de H desses méis.

A fim de obtermos uma visualizagcdo geral da classificacdo e
agrupamento das amostras, iniciou-se a discriminacao pela analise por componentes
principais (PCA). Uma grande vantagem que a PCA oferece € a possiblidade de fazer
a selecdo das variaveis (regides espectrais) mais importantes para discriminar 0os
grupos de amostras. A informacéo de entrada para todos os métodos quimiométricos
é fornecida através de uma tabela de dados, construida a partir dos espectros de
RMN. Uma forma de determinar essas variaveis de entrada é utilizar os pontos usados
na aquisicdo dos espectros, por exemplo, um espectro adquirido com 64K fornecera
64K variaveis de entrada numa analise quimiométrica. Porém, quando se utiliza os
pontos como dados de entrada, obtém-se um grande numero de variaveis, podendo
gerar muitas vezes problemas no manuseio de alguns programas computacionais,
além de da necessidade de se usar muitos pontos para representar um unico sinal no
espectro. Outra dificuldade em utilizar os pontos como variaveis de entrada, € que um
ponto ndo representara sempre 0 mesmo sinal em todas as medidas, isso porque 0s
pontos sdo mais suscetiveis as variacdes nos deslocamentos quimicos dos sinais nos
espectros, causadas por diversos fatores, como concentracdo da amostra,
temperatura e homogeneidade do campo magnético aplicado.

Neste sentido, o programa computacional AMIX® determina as variaveis
dividindo o espectro em intervalos, chamados buckets, no qual o tamanho é
configurado pelo analista. De forma resumida, ele calcula a média entre alguns
pontos, reduzindo o nimero de variaveis. As larguras tipicamente utilizadas séo entre
0,04 e 0,005 ppm (SPRAUL et al., 2009). Neste trabalho apds analises de alguns
intervalos, optou-se por 0,04 ppm, pois assim, garantimos a qualidade da resolugao
na discriminagdo sem utilizar informagdes desnecessarias.

Feito isso, o0 modelo da analise por componentes principais (PCA) foi
construido com 10 componentes principais explicando um total de 94,6% de variancia.
Através da visualizacdo gréfica da distribuicdo das amostras na nova dimensao
gerada pela PC1 e PC3 (Figura 4.12), é possivel observar a nitida discriminagéo entre

as amostras adquiridas no comeércio local, como sendo proveniente do mel Jandaira
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(Melipona seminigra) e as amostras auténticas. Das 10 amostras comerciais, somente
duas assemelharam-se as amostras auténticas, que foram MS-D e MS-E. Outra
informacéo interessante € que nao houve separac¢ao significante na composicéo entre

0s méis auténticos das abelhas M. seminigra e M. interrupta.

Amostras comerciais

MIBRIr /
.

(S MSBR1r
.
MIBR2r ]

Ms142r o Mspr
% i3 e " war
.
. ‘s A;Sl.ﬁzr
MSERr Mioar Ms188r

Msié2cr MI305r

.
. Mi39r

Figura 4.12. Gréfico de escores de PC1xPC3 dos espectros de RMN de H dos
méis auténticos e comerciais.
A discriminacgao entre esses dois grupos, comerciais e auténticos, se deu
principalmente em funcéo da regiao de aclUcares, como pode ser observado no gréafico

de pesos (Figura 4.13).

Gridfico de Pesos
autoescalonado

o Regido dos

/V acucares

n L L L L L

Figura 4.13. Gréfico de pesos de PC1xPC3 dos espectros de RMN de 'H dos
meis auténticos e comerciais.
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Os dados espectroscépicos da regido aromatica dos espectros de RMN
de 'H dos méis (5,0-8,5 ppm) foram selecionados para andlise por componentes
principais, sendo construido com 20 PC’s, totalizando uma variancia de 99,8%. No
grafico de escores (PC1xPC2) também observa-se uma boa discriminacdo entre as
amostras de méis auténticos e comerciais, com excecao das amostras MS-D e MS-E,
que apresentaram-se semelhantes aos méis de origem conhecida (Figura 4.14). No
grafico de pesos (Figura 4.15) a variavel mais significante para essa discriminacao foi
a presenca do 5-hidroximetilfurfural (& 9,46; & 7,54 e & 6,66 ppm) presente nas

amostras comerciais e o aminoacido fenilalanina nas amostras auténticas.

& Melipona seminigra
Melipona interrupta Mio7r
|* Comercial MSJ.EZ!, L]

MsS188r Mi39r

oo0| 2 @
. MSBRr Y
Ms142r Mi2ir

Msi62r
L

1.00
MSEr
XY

Mi305r
. -

MSBRIr o o * mssvr Miosr

-
Msor Soe
MIBR2r
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.
Ms162cr MIBRI,

msHr **
oe © @ MSIr

Msyr MSFr

Amostras
comerciais

P

Figura 4.14. Gréfico de escores de PC1xPC2 da regido aromética dos
espectros de RMN de *H dos méis auténticos e comerciais.
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Figura 4.15. Gréfico de pesos de PC1xPC2 da regido aromatica dos
espectros de RMN de 'H dos méis auténticos e comerciais.
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A partir dos resultados expostos anteriormente optou-se pela inclusédo
nas analises quimiomeétricas de meéis de abelhas da espécie Apis melifera, cujos meéis
sdo comumente encontrados no comeércio, isso foi realizado com o objetivo de avaliar
a origem dos méis comerciais adquiridos como de abelha sem ferrdo, mas que nas
analises por componentes principais ndo mostrou semelhanca com as amostras
auténticas. Desse modo, foram adquiridos e inseridos nas analises méis de Apis
melifera (abelha com ferrdo), também da regido norte. Inicialmente o grafico das
componentes principais foi construido com 9 PC’s (figura 4.16), que explicou 98,3%
da variancia. Este modelo foi composto com os espectros completos, sendo excluidas
somente as regifes de pré-saturacdo da agua e do sinal de referéncia (TSP-d4).
Esses resultados mostram claramente o agrupamento das amostras comerciais
compradas como mel de abelha sem ferrdo com as amostras comerciais de mel de
Apis melifera.
F; Méisfcomerciais

@ Méisiauténticos

AM-7 |
® Méiside Apis o

f f f i
- -5.00 -2.50 0.00 2.50 5.00

Figura 4.16. Gréfico de escores de PC1xPC2 dos espectros completos de RMN de
'H dos méis auténticos (M. seminigra e M. interrupta), comerciais de abelhas sem
ferrdo e comerciais de A. melifera. As porcentagens de informacdes obtidas em PC1
foram de 57,3% e em PC2 de 18,8%.
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No grafico de pesos (figura 4.17) € possivel observar quais variaveis
foram responséveis por essa discriminacao, logo em seguida, a regido responsavel
por essa discriminacdo em escores negativos de PC1, é mostrada na figura 4.18 de
forma expandida. Observa-se que 0s sinais caracteristicos dos aminoacidos alanina,
valina e treonina estdo presentes somente nos meis de origem conhecida (auténticos
méis de abelhas sem ferrdo) e foram os responséveis pelo agrupamento desses méis
separando-os dos demais.

Na figura 4.19 é apresentado o gréafico de influéncias das variaveis em
PC2 referente a discriminagcdo observada na figura 4.16. Nesse grafico os buckets
acima do plano, que estdo em escores positivos significam maior influéncia dessa
regido na discriminagdo dos meéis. Ou seja, deixa claro a importancia dos sinais
referentes a HMF e acUcares na separacao e agrupamento dos meéis como auténticos

e comerciais.

.58

T T T
= -0.30 -0.20 -0.10 0.00 0.10 0.20 0.30

Figura 4.17. Gréfico de pesos de PC1xPC2 dos espectros de RMN de H dos méis
auténticos (M. seminigra e M. interrupta), comerciais de abelhas sem ferrdo e

comerciais de A. melifera.
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Figura 4.18. Ampliacdo do grafico de pesos de PC1xPC2 dos espectros de RMN de
'H dos méis auténticos (M. seminigra e M. interrupta), comerciais de abelhas sem

ferrdo e comerciais de A. melifera.
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Figura 4.19. Gréfico mostrando a influéncia das variaveis em PC2 referente a
discriminagéo observada na figura 4.16.

Como foi observado anteriormente no grafico apresentado na figura
4.16, a regiao espectral referente aos acgucares mostra grande importancia na
discriminagéo dos méis. Sendo assim, no grafico gerado pela PC2xPC3 (figura 4.20)
observa-se a novamente a discriminacdo entre os méis auténticos e comerciais, além

do agrupamento dos comerciais com os de A. melifera. As variaveis referentes a esta
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separacdo podem ser observadas na figura 4.21, bem como é possivel notar a
diferenca na quantidade de acucar diretamente nos espectros dos meéis na figura 4.22.

L 2.00

® Méis auténticos
@ Méis de Apis

B2

- -1.00 -0.50

0.00

Figura 4.20. Gréfico de escores de PC2xPC3 dos espectros completos de RMN de
'H dos méis auténticos (M. seminigra e M. interrupta), comerciais de abelhas sem
ferrdo e comerciais de Apis melifera. As porcentagens de informagdes obtidas em PC1

foram de 16,2% e em PC2 de 7,6%.
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Figura 4.21. Gréfico de pesos de PC2xPC3 dos espectros de RMN de H dos méis

auténticos (M. seminigra e M. interrupta), comerciais de abelhas sem ferrdo e

comerciais de A. melifera.
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Figura 4.22. Grafico dos espectros de um mel auténtico e um comercial, mostrando a
diferencal. na quantidade de agucar presente nos mesmos (MS-188 em vermelho
representa o mel de Melipona seminigra e MS-B em azul, um mel comercial).

Nos gréficos gerados tanto pela PC1xPC2 quanto pela PC2xPC3,
observa-se a presenca de duas amostras (AM-7 e MS-BR) que se comportaram de
forma diferente das demais na amostragem, podendo ser classificadas como outliers.
Em uma analise visual dos espectros desses méis, foi possivel notar que AM-7
apresenta baixa concentracdo de HMF em relacdo as outras amostras que
apresentam essa substancia (figura 4.23). No caso da separagao observada para MS-
BR observou-se que isso ocorreu devido ao grande teor do aminoacido fenilalanina

presente somente nos méis de abelha sem ferréao (figura 4.24).

T — — — — — — —
10 9 8 7 6 [ppm]

Figura 4.23. Gréfico dos espectros dos méis comerciais (AM-7 e AM-3), mostrando a
diferenca no teor de HMF presente.
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Figura 4.24. Gréafico dos espectros dos méis auténticos, mostrando a diferenca no
teor do aminoacido fenilalanina presente.

As analises por componentes principais da regido dos aromaticos
mostrou exatamente a mesma separagdo observada anteriormente, no entanto com
um melhor agrupamento das amostras comerciais, como pode ser visto na figura 4.25.
O grafico de componentes principais foi construido utilizando-se 10 componentes
principais, as quais forneceram 99,3% da variancia explicada. E possivel notar no
grafico de pesos (figura 4.26) que a discriminacdo ocorre novamente devido a
presenca do aldeido 5-hidroxi-metil-furfural (HMF) nos méis comerciais de abelhas
sem ferrdo e nos de Apis melifera, ausente nos méis auténticos. Da mesma forma
somente € possivel notar a presenca do aminoacido fenilalanina nos méis auténticos
e ausentes nos meéis comerciais, podendo essa ser uma forma de distinguir esses
méis (figura 4.27). Também é importante observar apenas uma tendéncia dos méis
auténticos em se agruparem, isso ocorre devido a variacdo da concentracdo de
fenilalanina nesses méis, uma avaliacdo nos espectros de RMN 'H mostrou esse

resultado, de acordo com a figura 4.28.
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° ® Méis comerciais
® Méis auténticos
@ Méis de:Apis melifera

Figura 4.25. Grafico de escores de PC1xPC2 da regido de aromaticos dos espectros
de RMN de 'H dos méis auténticos (M. seminigra e M. interrupta), comerciais de
abelhas sem ferrdo e comerciais de A. melifera. PC1 descreve 89,2 % de variancia do
conjunto de dados e PC2 descreve 6,2%.
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Figura 4.26. Gréfico de pesos de PC1xPC2 dos espectros de RMN de H dos méis
auténticos (M. seminigra e M. interrupta), comerciais de abelhas sem ferrédo e
comerciais de A. melifera.
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B M. seminigra
Fenilalanina ® Mel comercial

Figura 4.27. Representacao grafico de um espectro de mel auténtico de abelhas sem
ferrdo e um comercial.
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Figura 4.28. Representacao grafico de alguns espectros de méis auténticos de
abelhas sem ferrdo mostrando a variacdo no teor do aminoacido fenilalanina.

No gréfico gerado por componentes principais da figura 4.25 também
observa-se a mesma tendéncia de separacdo da amostra AM-7, devido a baixa
concentracédo de HMF, o que faz essa amostra se aproximar das amostras auténticas,
gue nao apresentam HMF. O agrupamento observado para as amostras comerciais,
ocorre como ja foi citado anteriormente devido a presenca de HMF, e essa substancia
é decorrente da decomposi¢cdo de hexoses, isso ocorre quando o mel é exposto a
temperatura elevadas, ou armazenado de forma inadequada. Nesse caso a
quimiometria permitiu visualizar essa diferenga entre méis recém coletados e méis

coletados a algum tempo. E para nos certificarmos desta afirmacdo, os méis AM-1 e
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AM-2, que ndo se agruparam aos demais méis comerciais de Apis melifera, como
pode ser visualizado em escores negativos de PC1, foram aquecidos a 50°C por 60h.
Apos esse periodo foram analisados e inseridos na analise quimiométrica com o
objetivo de avaliarmos o seu comportamento.

O resultado dessa analise pode ser acompanhado na figura 4.29,
mostrada abaixo. Como esperavamos, as amostras AM-1 e AM-2 que antes nao
apesentavam HMF, ap6s o tempo de exposi¢do ao calor, comecgou a produzir essa
substéancia, cuja presenca foi uma das principais responsaveis pela separacao entre
meis comerciais e auténticos. Logo, o agrupamento dessas amostras degradadas com
0s méis comerciais foi evidente. Neste caso, a quimiometria auxiliou na separacéo
dos méis frescos (coincide com os méis de abelhas sem ferrdo) e méis coletados a
algum tempo (comerciais). A degradacdo desses méis pode ser observada no
espectro de RMN 'H dos méis antes e ap6s a decomposicao (figura 38), cuja variacdo
na composicao é evidente.

K.: Méis comerciais
® Méis auténticos

@ Méis de Apis melifera
@ AM1 e AM2 (Apis melifera)

i . 1.00
p’ H . '%1‘
. 3 .

* s
.
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Figura 4.29. Grafico de escores de PC1xPC2 da regido de aromaticos dos espectros
de RMN de 'H dos méis auténticos (M. seminigra e M. interrupta), comerciais de
abelhas sem ferrdo, comerciais de A. melifera e 2 comerciais degradados (AM1 e
AM2). PC1 descreve 89,4 % de variancia do conjunto de dados e PC2 descreve 6,1%,
e 99,3% da variancia explicada.
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Foi realizada também a analise dos méis somente da regido de 3,2 a 0,5
ppm, o grafico das componentes principais foi construido com 10 PC’S explicando
94,2% da variancia total. Nesse grafico gerado (figura 4.30), observa-se uma certa
tendéncia de separacdo novamente entre os meéis auténticos e comerciais. Nos
escores positivos de PC1 encontram-se as amostras de meéis auténticos e 2
comerciais (MS-D e MS-E), essa discriminagdo ocorreu principalmente devido a
presenca dos sinais caracteristicos da treonina (61,34) presente somente nos meis
auténticos (figura 4.31). Em escores negativos de PC1 observamos a predominancia
dos méis comerciais e também de algumas amostras de Apis melifera, nesse caso a
separagao ocorreu pela presencga do acido citrico (6 3,00, d, 15,6 Hze § 2,84, d, 15,6
Hz) somente nesses meéis, ausente em meéis de Melipona. Esse composto (acido
citrico) encontrado somente nos méis comerciais de Melipona e Apis mostrou grande
importancia na separacdo entre 0os meéis comerciais e auténticos, podendo ser
considerado um potencial marcador para méis que ndo sejam de abelhas sem ferréo,

uma vez que em nenhuma amostra de Melipona foi encontrada essa substancia.

® Méis
® Méis
® Méis

comerciais
auténticos
de Apis melifera

0.0 1 2.0
i i RCL

Figura 4.30. Gréafico de escores de PC1xPC2 da regido de 3,2 a 0,5 ppm dos
espectros de RMN de 'H dos méis auténticos (M. seminigra e M. interrupta),
comerciais de abelhas sem ferrdo e comerciais de A. melifera. PC1 descreve 27,4 %
de variancia do conjunto de dados e PC2 descreve 14,6%.
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Figura 4.31. Grafico de pesos de PC1xPC2 da regido de 3,2 a 0,5 ppm dos espectros
de RMN de 'H dos méis auténticos (M. seminigra e M. interrupta), comerciais de
abelhas sem ferrdo e comerciais de A. melifera.

Em todas as analises realizadas comparando os meéis auténticos e
comerciais, somente dois meéis comerciais de abelhas sem ferrdo (MS-D e MS-E)
mostraram semelhanca e se agruparam aos meéis auténticos de abelhas sem ferréo,
coletados no meliponario do INPA. Enfim, todos os resultados obtidos com a
quimiometria nos mostram que estdo sendo comercializados méis de A. melifera como
sendo de abelhas sem ferréo, isso ocorre pois a producdo de mel por abelhas A.
melifera € muito superior aos de abelhas sem ferrdo e o valor deste ultimo cerca de
10 vezes maior.

Foram realizadas outras analises na tentativa de visualizar diferencas
entre as duas espécies estudadas (M. seminigra e M. interrupta), no entanto os
resultados ndo mostraram uma separagcao entre os méis das espécies em questao.
Na figura 4.32 é possivel notar os graficos por componentes principais construido com
3 PC’s e 95,7 % de variancia explicada. Este fato pode ser justificado pelo fato das
caixas de criacdo das abelhas estarem alojadas no mesmo ambiente, ou seja, as
plantas visitadas pelas duas espécies de abelhas provavelmente sdo as mesmas, 0
que pode ter gerado essa similaridade na composi¢cdo dos méis. Também néo foi
observada discriminacdo entre as espécies por estacdes climaticas, pois a

amostragem para cada periodo (seco e chuvoso) nao foi suficiente para fornecer as
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informacdes necessarias para a separacdo. Esse problema na aquisicdo das
amostras ocorreu devido as abelhas sem ferrdo apresentarem a caracteristica de
produzir pouco mel, o que impossibilitou a coleta de um nimero maior de amostras,

uma vez que a maioria das colmeis apresentava quantidade de mel suficiente apenas

para alimentacéo das préprias abelhas.
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Figura 4.32. Gréaficos da variancia explicada e de escores dos espectros de RMN de
'H dos méis auténticos (M. seminigra e M. interrupta).
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4.5 Andlise dos constituintes minoritarios dos méis por
LC-SPE/NMR

4.5.1 Analise dos meéis por LC-SPE utilizando particdo liquido-
liquido como pré-tratamento

O mel é um produto natural cuja maior parte da sua composicao é de
carboidratos. Logo, para as analises dos seus constituintes minoritarios, optou-se pelo
uso de duas técnicas de pré-tratamento, com intuito de retirar os acucares
interferentes. A primeira técnica utilizada foi uma particdo liquido-liquido, que a
principio apresentou um bom resultado, como pode ser observado nas figuras 4.33 e
4.34, que mostram os cromatogramas obtidos da fracdo CH2Cl2 e AcOEt.

Dessa forma, para a analise dos constituintes minoritarios dos méis,
foram selecionados os méis MS-BR (MS-BR e MS-BR1) (Melipona seminigra) e MI-
05 (Melipona interrupta), que apds a particdo liquido-liquido, foram analisados e

forneceram os resultados que serdo mostrados a seguir.

(a) Sem pré- tratamento "] (b) Partig&o-CHCl,
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] 1] 7 J E] 3 F & Time ] % 1] L] Trefa

Figura 4.33. Cromatogramas (A = 254 e 230 nm) obtidos do mel de M. seminigra
(MS-BR), com eluicao gradiente 5-95% de ACN em 50 min, volume de inje¢do 30
ML e vazao de 1 mL/min. (a) 200 mg/mL e (b) 18 mg/mL, dissolvidos em acetonitrila:
agua (50:50).
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Figura 4.34. Cromatogramas (A = 254 e 230 nm) obtidos do mel de M. seminigra
(MS-BR), com eluigéo gradiente 5-95% de ACN em 50 min, volume de inje¢cdo 30
pL e vazdo de 1 mL/min. (a) 200 mg/mL e (b) 20 mg/mL, dissolvidos em acetonitrila:

agua.

4.5.1.1 Analise da Fase CH2Cl2de Melipona seminigra (MS-BRD)

Para uma avaliacédo inicial da fracdo obtida em diclorometano de MS-

BRD, foi realizada uma analise exploratéria do perfil cromatografico dos compostos

presentes (figura 4.35). Inicialmente optou-se pelo uso de metanol como modificador

organico, com gradiente linear: 5-100% de MeOH em 60 min, 100% por mais 5 min;

100-5% em 5 min (retorno do gradiente). A vazao utilizada foi de 0,8 mL/min e volume

de injecao da amostra de 20 uL. No entanto, o cromatograma obtido em metanol n&o

apresentou boa resolugéo dos picos (figura 4.36). Sendo assim, optou-se por avaliar

acetonitrila como modificador, na busca de um melhor resultado, cujo cromatograma

obtido pode ser visualizado na figura 44.
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Figura 4.35. Representacao grafica do cromatograma obtido em metanol
do extrato diclorometano do mel de Melipona seminigra (MS-BRD).
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Figura 4.36. Representacao grafica do cromatograma obtido em acetonitrila
do extrato diclorometano do mel de Melipona seminigra (MS-BRD).
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A partir dos resultados obtidos na analise exploratoria da fragdo MS-BRD
usando acetonitrila como modificador organico (figura 4.36), pdde-se planejar a
otimizacdo dos parametros na tentativa de adsorver os picos de interesse que
aparecem com baixo fator de retencéo (k) no cromatograma.

Primeiramente foi realizada uma tentativa de adsorcdo das bandas
cromatograficas de interesse utilizando a fase estacionaria, General Phase
(Hysphere™-resin), com 30 corridas consecutivas. A otimizacdo do método
cromatografico levou a obtencdo do cromatograma representado na figura 45,
realizado nas seguintes condi¢des: volume de injecdo 30 uL, vazdo 0,8 mL/min,
eluente A (H20 mili-Q, 0,05% de TFA) e eluente B (ACN, 0,05% de TFA). Neste
cromatograma (figura 4.37) é possivel identificar pelo menos cinco bandas
cromatograficas com resolucéo e intensidade de absorcdo suficientes para tentativa
de adsorcao por SPE utilizando o modo de operagdo Threshold. Essas bandas
cromatograficas sdo: MS-BRD1 (tr= 9,1 min), MS-BRD2 (tr= 13,8 min), MS-BRD3 (tr=
17,2 min), MS-BRD4 (17,7 min) e MS-BRD5 (tr= 20,7 min).

nnnnnn

m227 nm
m195 nm

2000

1500

1000:

MS-BRD2

500:

v 0 5 10 15 20 5 30 k3 40 Time [min]

Figura 4.37. Representacao grafica do cromatograma otimizado de MS-BRD e picos
selecionados para retencdo nos cartuchos de SPE General Phase (GP).

Para todos os picos adsorvidos nessa fragcdao foram realizados
experimentos de RMN 'H para avaliagdo da retencdo no cartucho e determinacéo

inicial da estrutura. A partir desses resultados, observou-se que apenas 0s picos MS-
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BRD2 e MS-BRDS5 (tabela 4.7) ficaram retidos nos cartuchos, sendo entdo submetidos
a experimentos de RMN 2D para completa determinagao estrutural.

Diante desse resultado optou-se pela utilizacdo de outra fase
estacionaria nos cartuchos de SPE, na tentativa de adsorver melhor os compostos
presentes na fracdo MS-BRD. Sendo assim, a fase estacionaria utilizada foi a
Hysphere™-resin Strong Hydrophobic (SH) e as amostras MS-BRD6 (tr= 8,4 min),
MS-BRD7 (tr= 10,4 min), MS-BRDS8 (tr= 15,1 min), MS-BRD9 (tr= 16,8 min), MS-
BRD10 (tr= 17,0 min) e MS-BRD11 (tr= 21,4 min) (figura 4.38) foram encaminhadas
para andlise por RMN. Das seis amostras analisadas, apenas a fracdo MS-BRD6 ndo
apresentou retencao, indicando que esta ainda ndo € a fase estacionaria ideal para
retencdo desses analitos. Na tabela 4.7, sado descritos todos os compostos isolados e

identificados nesta fracao.
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Figura 4.38. Representacao grafica do cromatograma otimizado de MS-BRD e
picos selecionados para retencdo nos cartuchos de SPE Strong Hydrophobic
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Tabela 4.7. Estruturas das substancias identificadas na fase CH2Cl> de MS-BRD.

Fracao Estrutura
OH
MS-BRD2 ©A/
Alcool fenetilico
N A COOH
OH
MS-BRD5
o)
Acido abscisico
(0]
MS-BRD7 |
(0]
4H-1-benzopiran-4-ona
MS-BRD8 Alcool fenetilico (=MS-BRD2)
X . COOH
OH
MS-BRD9 o
Acido faseico
(@]
|
MS-BRD10 \
H
2,3-dihidro-1H-quinolin-4-ona
MS-BRD11

Acido abscisico (=MS-BRD5)
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a) Analise do composto presente no pico MS-BRD2 (&lcool
fenetilico)

O composto presente no pico MS-BRD2 (200 ug) foi eluido do cartucho
de SPE com metanol-d4 (250 L) e sua estrutura foi determinada com base nos dados
de RMN de 'H (tabela 4.8) e técnicas bidimensionais COSY (figura 4.40), HSQC
(figura 4.41) e HMBC (figura 4.42).

No espectro de RMN de 'H (figura 3.39) do composto MS-BRD2,
observam-se sinais caracteristicos de um anel aromatico monosubstituido. A
presenca de dois duplo dubletos acoplando em 13,8 Hz, cada um integrando para um,
mostra a presenca de um grupo metileno que correlaciona no HSQC (figura 4.41) com
o sinal em 42,0 ppm. Esse mesmo hidrogénio em & 2,86 apresenta correlacdo no
HMBC com os carbonos em 73,7 ppm e 139,6 ppm, evidenciando a presenca de uma
hidroxila no carbono vizinho a lado e um carbono do anel aromatico do outro lado.
Esses dados entdo foram compativeis com a estrutura do alcool fenetilico.

Apesar de muito simples, este alcool primario ocorre amplamente na
natureza, podendo ser encontrado em uma variedade de 6leos essenciais. Além de
apresentar um aroma caracteristico de rosa e mel, possui propriedades bactericidas
(CORRE et al., 1990), além de ser considerado conservante e antisséptico (OWSTON
E LOUGH, 1981). E importante ressaltar que essas caracteristicas que o composto

apresenta, torna-se extremamente importante para protecao das colmeias.

Tabela 4.8. Dados espectroscépicos para o composto presente em MS-BRD2
(&lcool fenetilico) (*H 600 MHz, 13C 150 MHz, 200 ug em 250 uL de MeOD).

4 2

OH
1
6 8

H/C on (ppm) , J (Hz) Oc (ppm)* Cosy HMBC
1 4,25 (tl) 73,7 H-2 -

2a 3,11 (dd, 13,80 e 3,20) 42,0 H-2b C4

2b 2,86 (dd, 13,80 e 7,90) 42,0 H-2a C1,C3,C4
3 - 139,6 -

4/8 7,26- 7,29 (M) 130,5 C2, Ceo, C8
5/7 7,21-7,25 (m) 129,1 C7, C3,C4
6 7,13-7,17 (m) 127,2 -

*Dados extraidos do mapa de correlacdo HSQC.
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Figura 4.39. Espectro de RMN de *H do éalcool fenetilico. Sequéncia de pulsos com

dupla pré-saturacao: Iclpnf2 (nomenclatura Bruker).
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Figura 4.40. Mapa de correlagdo COSY do alcool fenetilico.
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Figura 4.41. Mapa de correlacdo HSQC do éalcool fenetilico.
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b) Analise do composto presente no pico MS-BRD5 (acido trans,
cis-abscisico).

A fracdo identificada como MS-BRD5 foi eluida do cartucho com
metanol-d4 e analisada por RMN, onde foram obtidos os espectros de *H (figura 4.43),
COSY (figura 4.44), HSQC (figura 4.45) e HMBC (figura 4.46). O espectro de RMN de
'H (tabela 4.9) foi obtido utilizando a sequéncia de pulsos de dupla pré-saturacéo,
denominada Ic1lpnf2 (nomenclatura Bruker).

De acordo com a andlise do espectro de RMN de 'H, observou-se a
presenca de um ciclo de 6 atomos com substituicdes caracteristicas de um acido
previamente relatado em méis de abelhas sem ferrdo, o &cido abscisico, (DA SILVA
etal., 2013, SILVA et al., 2013). No espectro de 'H (figura 4.43) observa-se a presenca
de quatro metilas (6 1,07, 6 1,03, 61,93 e 6 2,04). Dessas, 6 1,07 e & 1,03 apresentam
as mesmas correlacdbes no HMBC, deixando em evidéncia que ambas estariam
ligadas ao mesmo carbono. Ainda no HMBC é possivel notar que a metila em & 1,93
apresenta correlacéo a J2 com o carbono em & 166,0 e a Jscom & 127,5. Este ultimo
ligado ao hidrogénio em & 5,92, que apresenta correlagdo com a carbonila em 6 199,0
e com o carbono metilénicos & 50,5. Os valores de deslocamentos quimicos de H-4
(7,78 ppm) e H-6 (2,04 ppm) quando comparados com a literatura (FERRERES et al.,
1996), evidenciam o sistema cis entre as ligacdes 2-3. Todas essas informacdes e as
apresentadas na tabela 4.14, levaram a conclusdo que de fato o composto obtido em
MS-BRDS5 trata-se do acido trans,cis-abscisico.

E importante destacar que esse acido, é na verdade um hormonio
vegetal, que pode estar relacionado a germinacdo, ao crescimento e ao estresse
hidrico da planta a partir do qual o mel foi recolhido. Por exemplo, sob condi¢cdes de
estresse quando o solo esta secando e o potencial hidrico das folhas esta afetado, o
acido abscisico normalmente acumulado nas raizes € transportado para a parte aérea,
onde ele atua nas atividades meristematicas e ajuda a planta a lidar com a situacao
de estresse (JJANG & HARTUNG, 2008).
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Tabela 4.14. Dados espectroscépicos para o composto presente em MS-BRD5
(&cido trans, cis-abscisico) (*H 600 MHz, 13C 150 MHz, 200 ug em 250 pL de

MeOD).

H/IC OH (ppm) , J (Hz)  &c (ppm)* COSY HMBC
1 - 169,2 -
2 5,75 (sl) 119,2 H-3 C1, C4, C6
3 - 150,9 -
4 7,78 (d,16,1) 129,3 H-5’ C1’, C2,C3,C5,C6
5 6,25 (d,16,1) 137,9 C1’,C2,C6’,C3,C4
6 2,04 (d, 1,2) 21,1 C2, C3, C4
1’ - 80,5 -
2’ - 166,2 -
3 5,91-5,93 (m) 127,4 H-7’ C1,Ch5,C7T
4’ - 200,9 -
5a’ 2,54 (d, 16,6) 50,5 C1,C4, Coe’, C8
5b’ 2,19 (d, 16,6) 50,5 C1, C3, C4, Co’, C8
6’ - 42,6 -
7 1,93 (d, 1,3) 19,5 Cc1,C2,C3
8 1,07 (s) 23,3 C1’, C5, C6’, CY’
o 1,03 (s) 24,5 C1’, C5, C6’, C8’

*Dados extraidos do mapa de correlagdo HSQC. sl- singleto largo
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Figura 4.43. Espectro de RMN de 'H do &cido trans, cis-abscisico.
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Figura 4.44. Mapa de correlagcdo COSY do acido trans, cis- abscisico.
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Figura 4.45. Mapa de correlagdo HSQC do acido trans, cis-abscisico.
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Figura 4.46. Mapa de correlacdo HMBC do acido trans, cis-abscisico.
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c) Analise do composto presente no pico MS-BRD7 (4H-1-
benzopiran-4-ona).

O composto majoritario presente na fracgdo MS-BRD7, foi identificado
através da analise dos dados de RMN dos espectros de *H (tabela 4.10), COSY (figura
4.48), HSQC (figura 4.49) e HBMC (figura 4.50). E possivel observar no espectro de
RMN de H (figura 4.47) a presenca de um par de dubletos acoplando com constante
de 7,5 Hz, evidenciando a presenca de hidrogénios com configuracdo Z. Também
verifica-se a presenca de sinais de hidrogénios aromaticos, na faixa de & 8,27 - 6 7,61.
Essas informacfes aliadas aos dados obtidos nos experimentos 2D, levou a

identificacdo da cromona 4H-1-benzopiran-4-ona, relatada a primeira vez em méis.

Tabela 4.10. Dados espectroscépicos para 0 composto majoritario presente em MS-
BRD7 (4H-1-benzopiran-4-ona) (600/ 150 MHz, 200 uyg em 250 uL de MeQOD).

o

o]

H/C OH (ppm) , J (Hz) dc (ppm)* Cosy HMBC

2 8,02 (d,7,5) 141,7 H-3 C3,C4
3 6,40 (d,7,5) 109,5 - C2, C10
4 - 180,0 - -

5 8,25- 8,28 (m) 126,1 H-6 C4, C7, C9
6 7,43-7,48 (m) 125,5 H-7 Cs8, C10
7 7,72-7,77 (m) 133,6 - C5

8 7,60- 7,63 (M) 119,4 - C6

9 - 1415 - -

10 - 126,3 - -

*Dados extraidos do mapa de correlacdo HSQC.
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Figura 4.47. Espectro de RMN de 'H de 4H-1-benzopiran-4-ona. Dados obtidos

utilizando a sequéncia de pulsos com dupla pré-saturacdo: Iclpnf2 (nomenclatura

Bruker).
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Figura 4.48. Mapa de correlacdo COSY do composto majoritéario da fracdo MS-
BRD7 (4H-1-benzopiran-4-ona).
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Figura 4.49. Mapa de correlacdo HSQC do composto majoritario da fracdo MS-BRD
7 (4H-1-benzopiran-4-ona).
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Figura 4.50. Mapa de correlagdo HMBC do composto majoritario da fragdo MS-BRD
7 (4H-1-benzopiran-4-ona).
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d) Analise do composto presente no pico MS-BRD9 (acido faseico).

A fracdo identificada como MS-BRD9 foi eluida do cartucho com
metanol-d4 e submetida a analise por RMN. Foram obtidos os espectros de 'H (figura
4.51), COSY (figura 4.52), HSQC (figura 4.53) e HMBC (figura 4.54). No espectro de
RMN de 'H (tabela 4.11) observou deslocamentos quimicos e multiplicidades
semelhantes aos obtidos para o &cido abscisico. No entanto, a presenca de trés
grupos metilénicos indicou a presenca de um biciclo na estrutura. Os hidrogénios 0
3,94 e 6 3,66 atribuidos a posicao 8’, mostram correlagdo no HMBC com os carbonos
C1’, C2, C6’, C5 e C9’, comprovando a sua posi¢cao no biciclo.

Esses dados aliados aos dados obtidos dos experimentos 2D, levaram
a identificagdo do composto denominado acido faseico. Tal como o acido abscisico, o
acido faseico € conhecido por apresentar atividades reguladoras do crescimento de
plantas, mas em uma magnitude menor, cerca de 1% da atividade do acido abscisico
(MACMILLAN e PRYCE, 1969). Este € o primeiro relato de acido faseico em mel.
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Tabela 4.11. Dados espectroscépicos para o composto presente em MS-BRD9
(&cido faseico) (*H 600 MHz, 13C 150 MHz, 200 ug em 250 uL de MeOD).

H/C

3a’

3b’

5a’'

5b’

8a’

8b’

OH (ppm) , J (H2)

5,80 (sl)

8,07 (d,16,0)
6,42 (d,16,0)

2,05 (sl)

2,81 (d, 17,8)

2,47 (dd, 17,8 e 2,8)

2,71 (dd, 18,0 e 2,8)

2,38 (dd, 18,0 e 2,8)

1,21 (s)
3,94 (d, 7,6)
3,66 (d, 7,6)

1,01 (s)

Oc (ppm)*

174,2
120,8
149,6
133,0
132,7
20,9
87,7
82,7
53,9
53,9
210,8
53,1
53,1
49,3
19,3
78,5
78,5

15,5

COSsYy HMBC

H-5 C2',C2,C3
C2', C3, C4

C2,C3,C4

H-7’ C1,C4

C2,C4’, C¥%

C6’
C2', C4', C6’

C1,C2, C4
H-5a’ C5%’, C6’, CY’
C1’, C2, C5, C6’

C2’,C4, C¥8
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Figura 4.51. Espectro de RMN de 'H e expansdes do &cido faseico. Dados obtidos
utilizando a sequéncia de pulsos com dupla pré-saturacao: Iclpnf2 (nomenclatura
Bruker).

T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 ppm

Wk

Figura 4.52. Mapa de correlacdo COSY do acido faseico
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Figura 4.54. Mapa de correlacdo HMBC do acido faseico.
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e) Andlise do composto presente no pico MS-BRD10 (2,3-dihidro-
1H-quinolin-4-ona).

A fracdo MS-BRD10 foi extraida do cartucho de SPE utilizando-se
metanol-d4 e posteriormente submetida a analise por RMN através dos dados obtidos
nos espectros de 'H (figura 4.55), COSY (figura 4.56), HSQC (figura 4.57) e HMBC
(figura 4.58). O espectro de RMN de 'H (tabela 4.12) foi adquirido utilizando a
sequéncia de pulsos de dupla pré-saturacdo, denominada Iclpnf2 (nomenclatura
Bruker). Na figura 63 € possivel notar a presenca de dois multipletos (6 3,50 e 6 2,61)
integrando para 2H, cada, além de sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos,
cujos deslocamentos foram compativeis com o alcaloide quinolinico, 2,3-dihidro-1H-
quinolin-4-ona. Os demais dados espectroscopicos podem ser visualizados na tabela
a seguir. E interessante ressaltar que esta substancia ainda ndo havia sido relatada

em méis.

Tabela 4.12. Dados espectroscépicos para o composto presente em MS-BRD10
(2,3-dihidro-1H-quinolin-4-ona) (*H 600 MHz, 3C 150 MHz, 100 ug em 250 uL de

MeOD).
w
H/C OH (ppm) , J (H2) oc (ppm)* COSsyYy HMBC
2 3,48-3,51 (m) 42,6 H-3 C3, C4,C9
3 2,59-2,62 (m) 38,6 - C2, C4
4 - 196,0 - -
5 7,69 (d, 8,0e 1,6) 128,0 H-6 C7,C9
6 6,60-6,64 (m) 117,8 H-7 C8, C10
7 7,25-7,29 (m) 136,4 - C5, C9
8 6,74 (d, 8,4 e 1,0) 117,1 - C6, C10
9 - 154,8 - -
10 - 119,2 - -

*Dados extraidos do mapa de correlacdo HSQC.
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q'1
Figura 4.55. Espectro de RMN de 'H do composto majoritario da fracdo MS-BRD10
(2,3-dihidro-1H-quinolin-4-ona). Dados obtidos utilizando a sequéncia de pulsos com

dupla pré-saturacao: Iclpnf2 (nomenclatura Bruker)
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Figura 4.56. Mapa de correlacdo COSY do composto majoritario da fracdo MS-BRD10
(2,3-dihidro-1H-quinolin-4-ona).
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Figura 4.57. Mapa de correlacdo HSQC do composto majoritario da fracdo MS-
BRD10 (2,3-dihidro-1H-quinolin-4-ona).
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Figura 4.58. Mapa de correlacdo HMBC do composto majoritario da fragdo MS-
BRD10 (2,3-dihidro-1H-quinolin-4-ona).
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4.5.1.2 Analise da fase acetato de etila de Melipona seminigra (MS-
BRA)

Inicialmente a fracdo obtida em acetato de etila (MS-BRA) foi avaliada
através de uma corrida cromatografica exploratéria, utilizando metanol como
modificador organico. Cujas condi¢cdes foram: gradiente linear: 5-100% de MeOH em
60 min, 100% por mais 5 min; 100-5% em 5 min (retorno do gradiente); vazéo de 0,8
mL/min e volume de injecdo da amostra de 20 pL. No entanto, com base nos
resultados obtidos observou-se que ndo houve uma boa separacédo com resolucéo de
linha base, com a qual fosse possivel selecionar os picos para serem adsorvidos nos
cartuchos de SPE. Por sua vez os resultados obtidos quando se utilizou acetonitrila
como modificador organico (figura 4.59), mostraram melhores condi¢des para selecao
dos picos cromatograficos.

A partir destes resultados, foi possivel desenvolver um método que
melhor atendesse a necessidade de selecdo dos picos com menores fatores de
retencdo (k). Na figura 4.60 é possivel notar os picos que foram selecionados, MS-
BRAL, MS-BRA2, MS-BRA3, MS-BRA4 e MS-BRAb. Todas as fracdes obtidas foram
inicialmente analisadas por RMN 'H. Com esse resultado, observou-se que apenas
MS-BRA1 ndo apresentou retencdo no cartucho de SPE e as demais fracdes através
dos dados de RMN 2D e comparagao com as substancias previamente identificadas
na fase diclorometano, forneceram as mesmas substancias relatadas na fase

diclorometano, as quais sdo mostradas na tabela 4.13.

o 230 nm
m208 nm
m270 nm
=230 nm

\HM Wmujuw._\*_ ”

a Eil 0 £l Time fmin]

Figura 4.59. Cromatograma obtido em acetonitrila como modificador organico do
extrato acetato de etila do mel de Melipona seminigra (MS-BRA).
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Figura 4.60. Representacao grafica do cromatograma otimizado de MS-BRA e picos
selecionados para retengcdo nos cartuchos de SPE (Hysphere™-resin Strong
Hydrophobic (SH)). Condicbes cromatograficas: eluicdo gradiente - 0-20 min 10-43%
acetonitrila (0,05% TFA) (B), 20-22 min 43-100% (B), 22-27 min permanece em 100%
para limpeza da coluna e de 27-29 min o retorno do gradiente para 10% (B) com mais
cinco minutos para condicionamento da condicao inicial. O volume de injecao foi de

40 uL e a vazao de 0,8 mL/min. 30 corridas consecutivas.
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Tabela 4.13. Estruturas das substancias identificadas na fase acetato de etilade
Melipona seminigra (MS-BRA).

Fracédo Estrutura

(0]
MS-BRA2 |

(6]

4H-1-benzopiran-4-ona
OH
MS-BRAS3 ©/\/
Alcool fenetilico

0

|
MS-BRA4 N

H

2,3-dihidro-1H-quinolin-4-ona

MS-BRA5S

Acido trans, cis-abscisico
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4.5.1.3 Analise da Fase CH2Cl>de Melipona interrupta (MI-05)

Para uma analise exploratéria (figura 4.61) desta fracdo (MI-05D), foi
utilizado modo reverso de eluicdo, fase movel constituida da mistura metanol/agua
(MeOH:H20), em gradiente linear: 5-100% de MeOH em 60 min, permanecendo em
100% por mais 5 min; 100-5% em 5 min (retorno do gradiente), com vazao de 0,8
mL/min e volume de injecdo da amostra de 20 pL. A partir desses resultados pode-se
planejar uma corrida cromatografica no qual os picos com fatores de retencédo (k)
maiores fossem selecionados para retencao nos cartuchos (figura 4.62). Além disso,
optou-se por adicionar acido trifluoracético (TFA) (0,05%) nas fases méveis de todas
as andlises, a fim de diminuir ionizagdo ndo suprimida, responsavel pelo alargamento
dos picos cromatograficos. Foram realizadas 30 corridas cromatogréficas
consecutivas na tentativa de adsorver os compostos presentes nos picos MI-05D1(tr=
5,9 min), MI-05D2 (tr= 6,2 min), MI-05D3 (tr= 6,9 min), MI-05D4 (tr= 7,3 min) e MI-
05D5 (tr= 8,0 min). As fracdes foram adsorvidas em cartuchos de fase estacionaria

General Phase (Hysphere™ — resin).

[ma].
® 244 nm g
8204 nm [

|

0 0 0 E E) 50 60 Time [iin]

Figura 4.61. Representagao grafica do cromatograma obtido em Metanol do extrato
diclorometano do mel de Melipona interrupta (MI-05D).
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Figura 4.62. Representacao grafica do cromatograma otimizado de MI-05D e picos
selecionados para retencao nos cartuchos de SPE (Hysphere™ — General Phase). A
eluicdo desta corrida foi realizada através do seguinte gradiente: 0-3 min 5-25%
acetonitrila (0,05% TFA) (B), 3-15 min 25-30% (B), 15-18 min 30-100% (B), 18-23 min
permanece em 100% para limpeza da coluna e de 23-28 min o retorno do gradiente
com mais cinco minutos para condicionamento da condi¢do inicial. O volume de
injecédo foi de 30 uL e a vazéo de 0,8 mL/min.

Através da analise dos dados de RMN 1D e 2D, foi possivel determinar
a estrutura dos compostos obtidos dos picos MI-05D1 (a), MI-05D3, MI-05D4 e MI-
05D5 (b). Desses 5 picos selecionados para adsor¢cdo, somente MI-05D2 néo ficou
retido. Os compostos MI-05D3 e MI-05D4 tratam-se de compostos que foram isolados
também posteriormente quando utilizamos cartuchos HLB para fazer a limpeza do
acucar presente nos méis. Sendo assim, para uma maior praticidade, a determinacao
estrutural desses compostos sera tratado mais a frente, pois a qualidade dos

espectros esta superior e assim mais facil de visualizar e analisar.

a) Analise do composto presente no pico MI-05D1

O composto obtido do pico MI-05D1 foi eluido do cartucho de SPE com
acetonitrila-d3 e os dados analisados através dos experimentos de RMN de !H,
COSY, HSQC e HMBC. No espectro de 'H (figura 4.63) é possivel observar um
multipleto em & 5,81 integrando para 1, caracteristico de uma ligacéo dupla, também

pode ser visualizado dois sinais em © 0,98 e 1,05 como singletos, para 3H cada, essas
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duas metilas mostram correlacdo no HMBC (figura 4.65) com um sinal em & 199,0,
caracteristico de carbonila. Ainda no espetro de 'H nota-se a presenca de um dubleto
em & 2,67, que integra para 1H, e no mapa de correlagcdo HSQC (figura 4.64) esse
sinal juntamente com um outro dubleto (6 2,05), cujo sinal foi suprimido devido a pré-
saturacdo do solvente, mostram correlagdo a Js com o carbono carbindlico em & 78,8,
atribuido a posicdo 4. Com base nessas informacdes e as demais atribuicdes
realizadas (tabela 4.14) foi identificado no pico MI-05D1, um monoterpendide, relatado
recentemente na literatura a primeira em flores de Xanthoceras sorbifolia (ZHAO et

al., 2013). Portanto, em mel esse é o primeiro relato.

Tabela 4.14. Dados espectroscopicos para o composto presente em MI-05D1
(xanthocerona A) (*H 600 MHz, *3C 150 MHz, 200 ug em 250 uL de CD3CN).

9
7

OH
OH
7 3
(6] 10
H/C on (ppm) , J (Hz) oc (ppm)* COosy HMBC
1 - 199,0 - -
2 5,80- 5,81 (M) 128,2 H-10
3 - 165,9 -
4 - 78,8 -
5 - 41,3 -
6a 2,67 (d, 17,0) H-6b c-1
50,9
6b 2,05 (d, 17,0) H-6a C-1,C-4
7a 3,69 (dd, 11,3 e 5,3) H-7b C-3,C-5
66,0
7b 3,64 (dd, 11,3 e 5,3) H-7a C-5
8 1,05 (s) 24,5 C-1,C-4,C5,
C-9, C-6
9 0,98 (s) 25,3 C-4,C-5,C-8,
C-6
10 1,96 (s) 20,6 C-4,C-2,C-3

*Dados extraidos do mapa de correlacdo HSQC.
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Figura 4.63. Espectro de RMN de 'H do composto majoritario da fracdo MI-05D1
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(xanthocerona A). Dados obtidos utilizando a sequéncia de pulsos com dupla pré-

saturacao: Iclpnf2 (nomenclatura Bruker).
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Figura 4.64. Ampliacdo do mapa de correlagdo HSQC da xanthocerona A.
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Figura 4.65. Ampliacdo do mapa de correlagdo HMBC da xanthocerona A.
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b) Anélise do composto presente no pico MI-05D5

A frag&o obtida do pico cromatografico denominado MI-05D5 foi extraida
do cartucho de SPE com acetonitrila-d3 e posteriormente submetida a analise por
RMN através dos dados obtidos nos espectros de *H (figura 4.66), COSY (figura 4.67),
HSQC (figura 4.68) e HMBC (figura 4.69). A analise do espectro de RMN de 'H (tabela
20) obtido, mostrou evidencias de duas substancias presentes na banda. Uma das
quais apresentou novamente a presenca de um quintupleto em & 5,86, integrando
para 1H, cuja correlagcdo no HSQC ocorre com um sinal em & 126,9 e no HMBC com
5 78,9, um carbono carbindlico quaternario e com & 17,8, de uma metila. E possivel
visualizar também a presencga de duas metilas em & 1,02 e 6 0,97 e dois dubletos com
J=16,9 Hz, caracteristicos de um grupo CHz. As correlagcdes desses sinais podem ser
observadas na tabela 4.15. As informacgGes presentes no espectro de *H aliadas aos
mapas de correlagdo, mostraram a presengca de uma cetona a, B-insaturada. Os
hidrogénios olefinicos desse grupo apresentam constante de acoplamento de 16,0 Hz,
0 que evidenciou a presenca de um sistema de ligacdo dupla E. Com base nessas
informacdes e outras correlacdes observadas mostradas na tabela 4.15, pdde-se

inferir a respeito da estrutura como dehidrovomifoliol.

7 O

3

Dehidrovomifoliol

Ainda no espectro de RMN *H da figura 4.66 é possivel notar a presenca
de outra substancia em menor concentra¢do. Sinais caracteristicos de anel aromatico
1,3,4 substituido foram observados em 6 7,63 (dd, 8,5 e 1,7 Hz), 6 7,50 (d, 1,7 Hz) e
d 6,98 (d, 8,5 Hz). No HMBC o hidrogénio & 7,50 apresentou correlagdo com uma
carboxila em & 166,5. Além desses sinais também € notavel a presenga de duas
metoxilas em © 3,86 e & 3,84. Esses sinais aliados ao demais valores de
deslocamentos quimicos e correlacbes (tabela 4.16) indicaram a presenca da
substancia conhecida como &cido veratrico, um derivado do veratrol, que é uma

substancia conhecida por atrais insetos.
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Tabela 4.15. Dados espectroscépicos para 0 composto majoritario presente em MI-
05D5 (dehidrovomifoliol) (*H 600 MHz, *3C 150 MHz, 300 ug em 250 uL de CD3CN).

o
H/C oH (ppm) , J (Hz) oc (ppm)* COSsY HMBC
1 - 196,9 - -
2 5,86 (quint, 1,45) 126,9 H-9 C-4,C-9
3 - 161,0 -
4 - 78,9 -
5 - 41,0 -
6a 2,53 (d, 17,00) 49,0 H-8 C-8, C-5, C-4,
C-1
6b 2,21 (d, 17,00) C-8, C-5, C-4,
C-1,C-2
7 0,97 (s) 23,6 C-8, C-5, C-4,
C-6, C-1
8 1,02 (s) 22,3 H-6a C-7, C-5, C-6,
C-4
9 1,83 (d, 1,45) 17,8 H-2 C-4,C-2, C-1,
C-3
1’ 6,86 (d, 16,0) 145,9 H-2’ C-3, C-3,C-2,
C-4
2 6,31 (d, 16,0) 130,7 C-4, C-1’, C-3’
3 - 197,9
4 2,24 (s) 26,7 c-2’,C-3, C-1’

*Dados extraidos do mapa de correlacdo HSQC. quint- quintupleto; d- dubleto; s- singleto
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Figura 4.66. Espectro de RMN de *H e expansdes do dehidrovomifoliol. Dados obtidos
utilizando a sequéncia de pulsos com dupla pré-saturacao: Iclpnf2 (nomenclatura
Bruker), nimero de promediacdes 64.
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Figura 4.67. Mapa de correlagcdo COSY do composto majoritario dehidrovomifoliol.
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Figura 4.68.
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Figura 4.69. Mapa de correlagdo HMBC do composto majoritario dehidrovomifoliol.
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Tabela 4.16. Dados espectroscépicos para 0 composto minoritario presente em MI-
05D5 (acido veratrico) (*H 600 MHz, 13C 150 MHz, 300 ug em 250 uL de CDsCN).

5
VKIO\
HO_ t 3
O/

0
H/C oH (ppm) , J (Hz) oc (ppm)* COSsY HMBC
1 - 122,3 - -
5 7,50 (d, 1,7) 1121 C-6,C-4, C-1’,
C-1
3 - 148,8 - -
4 - 153,2 - -
5 6,98 (d, 8,5) 110,7 H-6 C-1,C-3,C4
6 7,63 (dd, 8,5e1,7) 123,5 H-5 C-2,C4
1 - 166,5 -
3-OMe 3,84 (s) 55,3 C-3
4-OMe 3,86 (s) 55,4 C-4

*Dados extraidos dos mapas de correlagcdo HSQC e HMBC. d- dubleto; dd- duplo dubleto; s- singleto
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4.5.1.4 Analise da Fase AcOEtde MI-05

Inicialmente, a fracdo acetato (MI-05A) foi submetida a uma analise
exploratdria (figura 4.70), através de uma corrida cromatografica em modo reverso de
eluicdo, utilizando a mistura metanol/agua (MeOH:H20) como fase movel; gradiente
linear: 5-100% de MeOH em 60 min, permanecendo em 100% por mais 5 min para
limpeza da coluna e o retorno do gradiente em mais 5 min 100-5%, com vazéo de 0,8
mL/min e volume de injecdo da amostra de 20 pL.
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Figura 4.70. Representacdo grafica do cromatograma obtido em metanol
do extrato acetato de etila do mel de Melipona interrupta (MI-05A).

A partir deste resultado, foram realizados testes na tentativa de adsorver
0s picos cromatograficos com menores fatores de retencao (k) em cartuchos de fase
estacionaria General Phase- GP (Hysphere™-resin), com 30 corridas consecutivas,
no entanto ndo houve retencdo dos compostos nessa fase estacionaria. Como nao
dispunhamos de uma boa quantidade dessa fracdo para realizarmos outros testes de
retencdo nos cartuchos de SPE, decidiu-se otimizar uma corrida (figura 4.71) para
tentar adsorver os compostos com maiores tempos de retencao (k), pois sdo 0s menos
polares, e mais facilmente adsorvidos pela fase estacionaria General Phase
(Hysphere™-resin). Sendo assim, o método desenvolvido para separacdo desses
compostos foi desenvolvido da seguinte forma: volume de injecdo 30 pL, vazéao de 0,8
mL/min, eluente A (H20 mili Q, 0,05% de TFA), eluente B (metanol, 0,05% de TFA).
A limpeza da coluna foi realizada com 100 % de B por 5 minutos seguido pelo retorno
do gradiente em mais 5 min (100-5% de B), apds esse intervalo a coluna foi
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condicionada por 5 min, totalizando 35 minutos por corrida. Na figura 79 é possivel
observar os picos em destaque que foram selecionados para retencdo em cartuchos
de fase estacionaria GP, MI-05A1 (tr= 8,2 min), MI-05A2 (tr= 10,6 min), MI-05A3 (tr=
28,1 min) e MI-05A4 (tr= 28,3 min). Dos 4 compostos obtidos nessa fracdo, MI-05A2
nao apresentou retencdo suficiente no cartucho para analise por RMN e MI-05A1
trata-se do monoterpendide xanthocerona A, isolado na fra¢éo diclorometano. Um dos
problemas ocasionados quando se utiliza extracdo liquido-liquido é o risco de
contaminacdo da amostra, e uma das fontes de contaminacéo na maioria das vezes
€ 0 préprio solvente utilizado na extragcéo. E isso foi o que provavelmente aconteceu
com essa fracéo oriunda desse tipo de tratamento, pois nos picos MI-05A3 e MI-05A4
foi identificada uma mistura de ftalatos. As estruturas desses compostos Ss&ao

mostradas a sequir.
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Figura 4.71. Representacdo gréfica do cromatograma otimizado de MI-05A e picos
selecionados para retencdo nos cartuchos de SPE.
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Na figura 4.72 sdo mostradas de forma resumida todas as substancias
identificadas nos méis de M. seminigra e M. interrupta das fracGes obtidas do pré-
tratamento utilizando particdo liquido-liquido. Ressalta-se que o grupo de ftalatos
identificados no mel de M. interrupta foi considerado contaminacdo oriunda do
processo de limpeza do mel. Das 10 substancias identificadas nesse processo, 5
ainda ndo foram relatadas em méis, sao acido faseico; 2,3-dihidro-1H-quinolin-4ona;
4H-1-benzopiran-4-ona, xanthocerona A e  4-(3-Oxobut-1-enilideno)-3,5,5-

trimetilciclohex-2-en-1-ona
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Substancias identificadas em M. seminigra
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o

OH
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o] e 7 HO (@] o
Alcool fenetilico Acido trans, cis-abscisico Acido faseico*
0
I o
N |
H (0]
2,3-dihidro-lH-quinOIin-4-Ona* 4H_l_benzopiran_4_ona*

Substancias identificadas em M. interrupta

o o
SoH |
X HO
OH o~
O 10 |
o~ o}

Xanthocerona A* Dehidrovomifoliol Acido veratrico

yas ol
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Diisopentil ftalato Diisobutil ftalato Acido 1,2-benzenodicarboxilico
== ==
OH o)
o o]
4-(3-hidroxi-1-butenilideno)-3,5,5- 4-(3-Oxobut-1-enilideno)-3,5,5-
trimetilciclohex-2-en-1-ona trimetilciclohex-2-en-1-ona*

* Nao reportadas em méis anteriormente.

Figura 4.72. Resumo das substancias identificadas nos meéis de Melipona.
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4.5.2. Analise dos méis utilizando extracdo em fase sélida (SPE) como
pré-tratamento.

45.2.1 Desenvolvimento do meétodo e avaliacdo da taxa de
recuperacao.

Com o objetivo de retirar os aglcares presente nos meis, foi realizada a
limpeza da amostra utilizando a Extracao em Fase Sodlida (SPE), como foi
especificado anteriormente na metolodogia. Desse modo, optou-se a principio pela
utilizacéo da fase estacionaria HLB e dois modos de extracdo, em meio acido (figura
4.73) e em meio bésico (figura 4.74), para avaliar a diferenca de compostos retidos
nos cartuchos bem como uma avaliacdo qualitativa a respeito da recuperacédo desses
compostos.

Na figura 4.73, podemos observar o cromatograma obtido da fragdo em
meio acido do mel de Melipona interrupta (MI-BR), denominado de MI-BRa. Este
resultado corresponde a massa de 50g de mel como material de partida. Inicialmente
foi testado apenas 5g de mel, no entanto os picos cromatograficos ndo apresentaram
intensidades suficientes para serem retidos pelo LC-SPE ou LC-BPSU. Entéo, o
processo de limpeza por extracdo em fase sélida (SPE) foi realizado 10 vezes, sendo
gue para cada cartucho foi utilizada a massa de 5g de mel, conforme descrito na

metodologia.

] 220 nm
210 nm
286 nm

nnnnn

UUUUU

L
= [] 5 i) 15 ES Eid E] 35 Time [min]

Figura 4.73. Representacdo grafica do cromatograma obtido da extracdo em fase
sélida (SPE) de MI-BR, em meio acido. A eluicdo desta corrida foi realizada através
do gradiente: 0-22,5 min 5-48% acetonitrila (0,05% TFA) (B), 22,5-26 min 100% (B),
permanece em 100% por mais 5 min para limpeza da coluna e de 31-34 min o retorno
do gradiente com mais cinco minutos para condicionamento da condic¢é&o inicial. O
volume de injecéo foi de 20 pL e a vazéo de 0,8 mL/min.
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Figura 4.74. Representacdo grafica do cromatograma obtido da extracdo em fase
sélida (SPE) de MI-BR, em meio basico. Foram usadas as mesmas condi¢cdes
cromatograficas da fracdo em meio acido.

O que se pode observar através da analise dos cromatogramas obtidos
em meio &cido (figura 4.73) e em meio basico (4.74) é que os compostos obtidos na
extracao basica foram essencialmente os mesmos obtidos em meio &cido. Também é
possivel notar através de uma analise qualitativa que a extracdo em meio acida
apresentou maior numero de compostos retidos além das intensidades dos picos
cromatograficos que foram maiores, ou seja, 0S compostos presentes nos meis
apresentaram maior retencdo nos cartuchos de SPE quando em condi¢des acidas,
isso pode ser justificado pela composicdo dos méis, que na maioria das vezes é de
compostos acidos. Sendo assim, esse foi 0 modo de extracdo selecionado para
separar os agucares dos méis.

Apos avaliagdo do modo de extragéo, em meio acido, foram realizados
testes com outro tipo de fase estacionaria, a XAD-2, cuja principal caracteristica é
separar acucar dos compostos de interesse. No entanto, a partir de uma avaliacdo
qualitativa ndo foi observada diferenca nos compostos retidos nesse tipo de material,
apenas uma melhor recuperacdo dos compostos foi observada quando utilizado o

cartucho HLB Oasis.
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4.5.2.2 Avaliacdo da taxa de Recuperacédo da Extracdo em Fase

Sélida (SPE).

Apos selecao da fase estacionaria do cartucho (HLB) a ser utilizado e o

meétodo (acido), optou-se por fazer uma analise quantitativa da taxa de recuperacao

da metodologia escolhida, com o objetivo de avaliar possiveis perdas de compostos

de interesse durante o pré-tratamento. Dessa forma, foi selecionado um padrédo

interno cujo tempo de retencéo fosse similar aos compostos presentes na fracdo em

estudo, a naringina. Na figura 4.75 é mostrado a ampliacdo do pico cromatografico

correspondente ao padrdo interno e a integral calculada pelo programa. Apds o0s

calculos levando em consideracéo a area da integral do pico do padréo interno quando

a matriz foi fortificada antes do pré-tratamento e somente do padrdo interno, o

resultado obtido para a taxa de recuperacdo foi satisfatorio de 96%.

Intens.
[mal]

1500

1000

500

- 1: 16.04min, 100.00%, 136

\/\_/\____/\_,_{}___—hm

[~ 138 140 145 150 15.5

160

185 17.0 175 180 Time [min]

lo Time [min] | Intensity .. | Integral (%] | Integral [méal]

| Annotation

| Baselin... | Baseline ... | Walley Sta... | Valley En... | Half Height Line width [u] | Hall Height |

11 15491 138259 100.00 36282.46

15491 1620 013 013 8712 003

Figura 4.75. Representacao grafica do cromatograma ampliado da fracdo MI-BRa

tratada em SPE (HLB) meio acido e fortificada com o padréo interno (naringina - 40

pg/mL).
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4.5.2.3. Analise dos compostos através do LC-SPE

A partir do cromatograma obtido da fragao MI-BRa, como mostrado na

figura 4.73 (pag. 109), foram selecionados entdo 20 picos cromatograficos que

apresentavam boa resolucdo e intensidade para retencdo em SPE. A fase

estacionaria selecionada foi GP e o modo de operacao para selecdo dos picos foi

threshold. Optou-se pela realizacdo deste trabalho em duas etapas, a primeira

consistiu na selecao e retengédo dos picos com absor¢cdo de comprimento de onda de

220 e 286 nm, como mostrado na figura 4.76 (MI-Bral-11). Na segunda etapa

apresentada na figura 4.77, selecionou-se os picos com absorcdo em 210 nm (M-
Bral2-20).
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Figura 4.76. Representacdo grafica do cromatograma obtido da extracdo em fase
sélida (SPE) de MI-BRa, em meio &acido e picos selecionados para retencdo em GP.
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Figura 4.77. Representagdo grafica do cromatograma obtido da extracdo em fase
sélida (SPE) de MI-BRa, em meio &acido e picos selecionados para retencao em GP.

Na tabela 4.17 estdo descritos de forma resumida as estruturas das
substancias identificadas na fracdo MI-BRa que foram isoladas pelo SPE (GP). E
possivel notar nesta tabela a seguir que nem todos os picos selecionados foram
identificados, alguns n&o apresentaram concentracdo suficiente para aquisicdo de
espectros 2D, outros foram retidos em misturas que forneceram espectros muito
complexos. As substancias cujas estruturas ja foram discutidas anteriormente nao
serao detalhadas aqui.

Compostos muito polares dificilmente ficam retidos nos cartuchos de
SPE, mesmo as fases estacionarias mais recomendadas para esse tipo de compostos
nao sdo garantia de retencéo. Isso foi 0 que observamos nos picos MI-BRal e MI-
BRa2, que foram nao ficaram retidos mesmo na fase estacionaria SH (propria para
compostos mais polares). Para tentar resolver esse empecilho optamos em utilizar a
unidade BPSU, que consiste na unidade que faz conexdo com o LC e possui 36

coletores de amostra. No entanto, o modo diferente de como foi utilizado & que sera
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destacado. Como 0 nosso objetivo é concentrar os compostos de interesse para assim
analisar por RMN, foram realizadas 20 corridas consecutivas e os picos selecionados
enviados para cada coletor (loop), e posteriormente coletados manualmente de modo
gue cada composto fosse coletado num mesmo frasco, para entdo ser seco a pressao
reduzida e ressuspenso em solvente deuterado. Somente apds esse processo, pbde-
se identificar as substancias presentes nos picos MI-BRal e MI-BRa2, como mostra
a tabela 4.17. A seguir serdo descritas resumidamente as analises espectroscopicas

dos compostos identificados nessa fracao.

Tabela 4.17. Estruturas das substancias identificadas na fracdo MI-BRa através do

SPE (GP)
Fracédo Estrutura
(? OH
MI-Bral (tabela 4.18) H OH
(loop)
OH

2,5-dihdroxi-3 (hidroximetil)benzaldeido

7 6

5 0.0
MI-BRa2 (tabela 4.19) O/V 1
HO HO’ "OH

3

(loop) OH

a-D-galactopiranosideo

MI-BRa3 (tabela 4.20) HO

7

MI-BRa4 (tabela 4.21)

acido p-cumarico

. A _COOH
MI-Bra6 OH

acido faseico

o A COOH
MI-Bra7 OH

o)
acido trans, trans- abscisico
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MI-BRa9

X
OH

X
o% O/ OH

acido trans, cis- abscisico

MI-BRa10 (tabela 4.22)

1 3
==
OH
(@]

2

4-(3-hidroxi-1-butenilideno)-3,5,5-

MI-BRal1l (tabela 4.23)

trimetilciclohex-2-en-1-ona

1 3

4-(3-Oxobut-1-enilideno)-3,5,5-trimetilciclohex-
2-en-1-ona

MI-BRal2 (tabela 4.24)

fenil-etil-a-D-glicosideo

MI-BRal6 (tabela 4.25)

@)

5 3 |

OH

7 OH

acido 2-hidréxi-benzenopropandico

MI-BRal7 (tabela 4.26)

OH

1-fenil-2,3-butanodiol

MI-BRal19

o

alcool fenetilico
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a) Andlise do composto majoritario presente no pico MI-BRal
(2,5,dihidroxi-3-(hidroximetil) benzaldeido) obtido do coletor de amostras (loop).

O espectro de RMN H (figura 4.78) dessa fracdo revelou a presenca de
quatro sinais correspondentes a mesma substancia, em & 9,54 (s), 6 7,39 (d, 7,60 Hz),
0 6,59 (dt, 7,60 e 0,72 Hz) e 4,62 (s). Os valores de carbono foram obtidos através
dos experimentos HSQC e HMBC (figura 4.79), como mostrado na tabela 4.18. A
proposta estrutural para o composto majoritario presente nessa fragdo é o aldeido
mostrado abaixo, cuja substituicdo no anel foi justificada pela presenca do duplo
tripleto de H-4, observado através de apodizacdo gaussiana (gb), pois apresenta um
acoplamento meta com H-6 e alilico com H-7. Para méis essa substancia ainda nao

foi relatada.

Tabela 4.18. Dados espectroscopicos para 0 composto presente em MI-BRal
(2,5,dihidroxi-3-(hidroximetil) benzaldeido) (*H 600 MHz, *3C 150 MHz, MeOD).
O OH

| 7

H™ Y Y “OH

5

OH

H/C oH (ppm) , J (H2) oc (ppm)* Cosy
1’ 9,54 (s) 164,8 -
1 - H-3
2 - 155,4 H-2
3 - H-7
4 6,59 (dt, 3,60, 0,72) 111,6
5 -
6 7,39 (d, 3,60) 125,9 H-4
7 4,62 (s) 58,5

*Dados extraidos do mapa de correlagcdo HSQC e HMBC; dt- duplo tripleto
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Figura 4.78. Espectro de RMN de 'H e expansdo do 2,5,dihidroxi-3-(hidroximetil)
benzaldeido. Dados obtidos utilizando a sequéncia de pulsos com dupla pré-

saturacao: Iclpnf2 (nomenclatura Bruker), numero de promediacdes 64.
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.................................. 150 b) HMBC
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75 10 65 60 55 5.0 45  ppm 75 70 65 6.0 55 5.0 a5 ppm

Figura 4.79. Mapas de correlacdo HSQC (a) ’e HMBC (b) dé 2,5,dihidroxi-3-
(hidroximetil) benzaldeido.
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b) Anélise do composto majoritario presente no pico MI-BRa2 (a-D-
galactopiranosideo) obtido do coletor de fragbes (loop).

No composto majoritario presente no pico MI-BRa2 (loop) foi observado
através do espectro de RMN *H (figura 4.80) a presenca de uma glicose, no qual o
hidrogénio anomérico aparece em 6 4,80 como dubleto (J= 3,90 Hz), caracterizando
a posig¢ao a, esse mesmo hidrogénio apresentou correlagdo no HSQC (figura 4.81)
com o carbono em & 103,3. Também no espectro de RMN 'H observamos a presenca
de um anel aromatico p-substituido ligado em uma das extremidades a um grupo CHo-
CH2, cujo um os hidrogénios metilénicos H-8 apresentou no HMBC (figura 4.81)
correlagdo com o carbono & 101,3, da glicose. Dessa forma, os dados espectrais
obtidos (tabela 4.19) evidenciam a presenca da substancia a-D-galactopiranosideo.
Tabela 4.19. Dados espectroscopicos para o composto presente em MI-BRa2 (a-D-
galactopiranosideo) (*H 600 MHz, 13C 150 MHz, MeOD).

7

0. _O0__A
HO HO™ Y "OH

3

OH
H/C on (ppm) , J (Hz) Oc (ppm)* COosy HMBC
1 - 158,0 -
2/6 7,07 (d “AB”, 8,50) 132,2 H-3/5 C-7,C3/5,C-4, C-1
3/5 6,70 (d “AB”, 8,50) 1175 H-2/6 C2/6, C-4, C-1
4 - 133,0
7 2,84 (t, 7,24) 37,6 H-8a, H-8b C2/6, C-8
o (a) 3,61- 3,65 (M) g H-7, H-8b C-7,C-1’, C-2/6
(b) 3,86 (dt, 9,64, 7,24) H-7, H-8a
1’ 4,80 (d, 3,90) 101,3 H-2'
2’ 3,35-3,40 (m) 75,0 H-3’
3 3,58-3,62 (m) 76,5 H-4’ c-4',C-2
4 3,24-3,29 (m) 73,4 H-3', H-5' C-6’, C-3’
5 3,35-3,39 (m) 75,0 H-4’, H-6a'
(a) 3,60-3,64 (m) H-5’, H-6b’
6’ 64,0
(b) 3,72 (dd, 11,80, 2,60) H-5, H-6a'

*Dados extraidos do mapa de correlacdo HSQC e HMBC; dt- duplo tripleto, dd-duplo dubleto
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Ressalta-se a importancia do uso da hifenacdo LC-BPSU nesses dois

altimos compostos citados, pois forneceu a possiblidade de separacdo do pico, com

massa suficiente para fornecer espectros com excelente relacdo sinal-ruido, o que

nao foi possivel com o uso do LC-SPE nesses casos.
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Figura 4.80. Espectro de RMN de *H e expansdes do a-D-galactopiranosideo. Dados

obtidos utilizando a sequéncia de pulsos com dupla pré-saturacéo: Iclpnf2 (nome

Bruker), nimero de promediacfes 64.
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Figura 4.81. Mapas de correlagao HSQC(a) e HMBC (b) de a-D-galactopiranosideo.
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c) Andlise do composto majoritario presente no pico MI-BRa3
(tirosol).

O espectro de RMN *H (figura 4.82) do composto encontrado no pico Ml-
BRa3 mostrou dois sinais para os grupos metilénicos em & 2,71 (t, 2H) e & 3,68 (t,
2H), dois sinais correspondentes aos hidrogénios de um anel aromético p-substituido
em 7,03 (d “AB”, 2H) e 6,70 (d “AB”, 2H), o valor encontrado para o dubleto mais
blindado se justifica devido a presenca de um grupo substituinte doador de elétrons,
como OH. A estrutura proposta para esse composto foi confirmada pelos
deslocamentos quimicos (tabela 4.20) e correlacdes encontrados nos mapas de
correlacdo HSQC e HMBC (figura 4.83). Essa substancia (tirosol) identificada a
primeira vez em méis, é comumente reportado por apresentar propriedades
antioxidantes, atividade antifungica, além de recentemente estar em destaque como
um potencial candidato ao uso terapéutico no acidente vascular cerebral, devido ao
seu efeito neuroprotetor observado em estudos com ratos (BU et al.,, 2007,
SLININGER et al, 2004; GUIMARAES et al., 2009).

Tabela 4.20. Dados espectroscopicos para 0 composto presente em MI-BRa3 (tirosol)
(*H 600 MHz, 13C 150 MHz, MeOD).

] 3 OH
HO™ ™
H/C on (ppm) , J (Hz) oc (ppm)* Cosy HMBC
3,68 (t, 7,20) 65,8 H-2 C2,C3
2 2,71 (t, 7,20) 40,5 H-1 C1,C3
- 131,7
4/8 7,03 (d “AB”, 8,50) 132,1 H-5/7 C2,C6,C3
5/7 6,70 ( d “AB”, 8,50) 117,3 H-4/8 C3,C6
6 - 158,3

*Dados extraidos do mapa de correlacdo HSQC e HMBC
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Figura 4.82. Espectro de RMN de 'H e expansdes do tirosol. Dados obtidos utilizando
a sequéncia de pulsos com dupla pré-saturacdo: Iclpnf2 (nome Bruker), nimero de

promediacdes 64.
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Figura 4.83. Mapas de correlacdo HSQC(a) e HMBC (b) do tirosol.
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d) Analise do composto majoritario presente no pico MI-BRa4
(acido p-cumarico).

O espectro de RMN de 'H (figura 4.84) do composto presente no pico
MI-BRa4, apresentou sinais caracteristicos para um sistema aromatico 1-4
substituido, em & 6,28 e & 7,60. Conectado a esse anel aromatico observou-se a
presenga de um sistema olefinico a a uma carboxila. Essas informag0es aliadas aos
dados obtidos nos mapas de correlacdo HSQC e HMBC (figura 4.85, tabela 4.21) nos

levaram a identificacdo do acido p-cumarico.

Tabela 4.21. Dados espectroscépicos para o composto presente em MI-BRa4 (4cido
p-cumarico) (*H 600 MHz, 3C 150 MHz, MeOD).

. \ 0]
Non
HO

H/C on (ppm) , J (Hz) oc (ppm)* HMBC

1 - 170,5

2 6,28 (d, 16,0) 115,0 C1,C4

7,60 (d, 16,0) 145,9 C1, C2,C5/9

4 - 126,7
5/9 7,45 (d “AB”, 8,8) 130,5 C3,C7
6/8 6,81 (d “AB”, 8,8) 116,3 C4, C7

7 - 160,7

*Dados extraidos do mapa de correlagcdo HSQC e HMBC
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Figura 4.84. Espectro de RMN de 'H do &cido p-cumarico. Dados obtidos utilizando a
sequéncia de pulsos com dupla pré-saturacao: Ic1pnf2 (nomenclatura Bruker), nimero

de promediacdes 64.
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Figura 4.85. Mapas de correlacdo HSQC(a) e HMBC (b) do &cido p-cumarico.
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e) Analise do composto majoritario presente no pico MI-BRal0 (4-
(3-hidroxi-1-butenilideno)-3,5,5-trimetilciclohex-2-en-1-ona).

O composto majoritario observado na fracdo 10 de MI-BRa, apresentou
no espectro de RMN de !H (figura 4.86) novamente evidéncias da presenca do
sistema “3,5,5-trimetilciclohex-2-en-1-ona”, 0 mesmo grupo presente no acido
abscisico e derivados. Observa-se a presenca de trés metilas, em 6 1,19, 6 1,21 e 6
2,04; de um hidrogénio olefinico 6 5,88 e de um singleto largo em & 2,39,
correspondente aos hidrogénios metilénicos H-6. Através das correlacdes observadas
no HMBC (figura 4.87) de H-6, H2’ e das metilas 5a-Me e 5b-Me com um sinal em &
117,5, foi atribuido ao C-4 esse deslocamento quimico. O quintupleto em & 4,41
apresenta correlacdo com um sinal em & 206,2, atribuido entdo ao C-1’, de um dieno

cumulado como mostrado na tabela 4.22.

Tabela 4.22. Dados espectroscopicos para o0 composto presente em MI-BRa10 (4-(3-
hidroxi-1-butenilideno)-3,5,5-trimetilciclohex-2-en-1-ona) (*H 600 MHz, 13C 150 MHz,
MeOD).

P
OH
0 2
H/C Sn (ppm) , J (Hz) 5c (ppm)*  COSY HMBC

1 - 202,8 -

2 5,88 (sl) 127,0 3-Me

3 - 156,8 -

4 - 117,5 -

5 - 38,5 -

6 2,39 (sl) 53,1 5b-Me, C5, C4, C1

1 - 206,2 -

2’ 5,80- 5,83 (M) 104,4 H-3’ c4

3 4,41 (quint, 6,35) 68,0 H-4’ ok

4 1,33 (d, 6,35) 24,9 C3, C2
3-Me 2,04 (s) 22,8 C4,C2,C3
5a-Me 1,19 (s) 29,9 5b-Me, C4, C5, C6
5b-Me 1,21 (s) 30,5 5a-Me, C4, C5, C6

*Dados extraidos do mapa de correlagdo HSQC e HMBC; quint = quintupleto
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Figura 4.86. Espectro de RMN de 'H de 4-(3-hidroxi-1-butenilideno)-3,5,5-
trimetilciclohex-2-en-1-ona. Dados obtidos utilizando a sequéncia de pulsos com dupla

pré-saturacao: Iclpnf2 (nomenclatura Bruker), numero de promediacdes 32.
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butenilideno)-3,5,5-trimetilciclohex-2-en-1-ona.
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f) Andlise do composto majoritario presente no pico MI-BRall (4-
(3-Oxobut-1-enilideno)-3,5,5-trimetilciclohex-2-en-1-ona).

Para a substancia presente em MI-BRall, observou-se sinais muito
similares aos observados na fracdo MI-BRal0, mostrada anteriormente, como pode
ser visto na figura 4.88. No entanto, no mapa de correlacdo HMBC (figura 4.89),
observou-se a presenca de uma carbonila que apresenta correlacdo com o0s
hidrogénios (H-4’) da metila em © 2,28. Dessa forma a proposta para a estrutura
presente nessa fracdo baseando-se nessas informacdes e nas demais mostradas na
tabela 4.23, é o0 composto denominado 4-(3-Oxobut-1-enilideno)- 3,5,5-

trimetilciclohex- 2- en-1-ona, relatado a primeira vez em mel.

Tabela 4.23. Dados espectroscépicos para o composto presente em MI-BRall (4-(3-
Oxobut-1-enilideno)-3,5,5-trimetilciclohex-2-en-1-ona) (*H 600 MHz, **C 200 MHz,
MeOD).

H/C oH (ppm) , J (Hz) Oc (ppm)* COSY HMBC
1 - 201,3 -
2 6,01 (sl) 129,0 3-Me
3 - 152,5 -
4 - 119,3 -
5 - 39,5 -
6 2,48 (sl) 52,3 5a-Me C4,C1
1 - ND -
2 6,27 (sl) 104,3 -
3 - 200,4 -
4 2,28 (sl) 29,0 C3
3-Me 2,07 (s) 22,5 C4,C2,C3
5a-Me 1,26 (s) 30,2 5b-Me, C4, C5, C6
5b-Me 1,30 (s) 29,9 5a-Me, C4, C5, C6

*Dados extraidos do mapa de correlagdo HSQC e HMBC; sl = singleto largo; ND = ndo determinado
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Figura 4.88. Espectro de RMN de 'H de 4-(3-Oxobut-1-enilideno)-3,5,5-
trimetilciclohex-2-en-1-ona. Dados obtidos utilizando a sequéncia de pulsos com dupla

pré-saturacao: Iclpnf2 (nomenclatura Bruker), nUmero de promediacdes 32.
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g) Andlise do composto majoritario presente no pico MI-BRal1l (2-
fenil-etil-a-D-glicosideo).

No espectro de RMN de H (figura 4.90) da substancia presente no pico
11, foram observados sinais que caracterizaram a presenca de um anel aromatico
monossubstituido e também de uma glicose. Com base nas informacdes retiradas dos
mapas de correlacdo HSQC e HMBC (figura 4.91, tabela 4.24) pode-se propor para
esse pico a estrutura do composto 2-fenil-etil-a-D-glicosideo.

Tabela 4.24. Dados espectroscopicos para o composto presente em MI-BRal2 (2-
fenil-etil-a-D-glicosideo) (*H 600 MHz, 13C 150 MHz, MeQOD).

OH
H/C 51 (ppm) , J (Hz)  &c (ppm)*  COSY HMBC
1 - 142,0 -
2/6 7,25- 7,27 (m) 130,0
3/5 7,25- 7,27 (m) 130,0
4 7,15- 7,19 (m) 126,9
7 2,94 (t, 7,4) 36,4 H-8a, H-8b  C-1,C-2/6, C-8
(a) 3,67- 3,70 (m) H-7, H-8b
8 70,1
(b) 3,91 (dt, 9,6) H-7, H-8a
1 4,80 (d, 3,5) 100,0 H-2’
2’ 3,35-3,40 (M) 73,4 H-3’
3 3,58-3,62 (M) 74,8 H-4’ c2
4 3,24-3,29 (m) 71,6 H-3', H-5'
5 3,35-3,40 (M) 73,4 H-4’
(a) 3,58-3,62 (M) H-5', H-6b’
6 62,3
(b) 3,68-3,71 (M) H-5', H-6a'

*Dados extraidos do mapa de correlacdo HSQC e HMBC; dt- duplo tripleto.
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Figura 4.90. Espectro de RMN de 'H de 2-fenil-etil-a-D-glicosideo. Dados obtidos
utilizando a sequéncia de pulsos com dupla pré-saturacao: Iclpnf2 (nomenclatura

Bruker), nimero de promediacdes 64.
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h) Anélise do composto majoritario presente no pico MI-BRal6
(acido 2-hidroxi-benzenopropandico).

Para o composto presente no pico 16, foram observados no espectro de
RMN de 'H sinais caracteristicos de um anel monossubstituido, dois duplo dubletos
em 6 2,89 e & 3,09, integrando para um hidrogénio cada, e ainda um outro duplo
dubleto em & 4,32, caracteristico de um hidrogénio ligado a um carbono carbindlico.
No mapa de correlagdo HMBC (figura 4.25) observou-se a correlagéo dos hidrogénios
02,89 e 6 3,09 com um sinal em & 178,6, de uma carboxila. Todas essas informacgoes
aliadas as demais mostradas natabela 4.25 levaram a identificacédo do acido 2-hidroxi-

benzenopropandico.

Tabela 4.25. Dados espectroscépicos para o composto presente em MI-BRal6 (acido
2-hidréxi-benzenopropandico) (*H 600 MHz, 13C 150 MHz, MeOD).

i 0]
: |1 OH
7 OH
H/C Su (ppm) , J (Hz) oc COSY HMBC
(Ppm)*
1 - 178,6 -
2 4,32 (dd, 8,0; 4,4) 74,2 H-3a, H-3b
; (a) 2,89 (dd, 14,0; 8,0) 430 H-3b, H-2 C1, C2, C4, C6/8
(b) 3,09 (dd, 14,0; 4,4) H-3a,H-2 C1, C2, C4, C6/8
4 - 140,3 -
5/9 7,24- 7,27 (m) 130,5 C3,C7
6/8 7,24- 7,27 (m) 132,0 c4
7 7,17- 7,21 (m) 128,8

*Dados extraidos do mapa de correlacdo HSQC e HMBC; dd- duplo dubleto
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i) Anédlise do composto majoritario presente no pico MI-BRal7 (1-
fenil-2,3-butanodiol).

O espectro de RMN de H (figura 4.94) obtido para o composto presente
no pico 17 apresentou evidéncias novamente de um sistema de anel aromatico
monossubstituido, agora apresentando uma cadeia com um diol, como substituinte do
anel. As demais informag@es sobre o deslocamento quimico e correlagbes podem ser

vistas na tabela 4.26 e figura 4.95.

Tabela 4.26. Dados espectroscépicos para o composto presente em MI-BRal7
(1-fenil-2,3-butanodiol) (*H 600 MHz, 13C 150 MHz, MeQOD).

OH
OH
Oc
H/C Su (ppm) , J (Hz) COSY HMBC
(ppm)*
1 (a) 2,65 (dd, 13,8; 8,7) H-1b, H-2
40,1 C2,C1’, C2
(b) 2,87 (dd, 13,8; 4,2) H-1a, H-2
2 3,57 (dt, 8,7; 4,2) 77.4 H-1a, H1b
3 3,64 (qd, 6,6; 4,2) 70,4 H-4
4 1,18 (d, 6,6) 18,9 H-3 C2, C3
1’ - 1423
2'/6’ 7,26 (m) 130,4 C3'/5', C1
3'/5’ 7,25 (m) 128.8 c2'/6', C1’
4 7,16 (m) 126,7

*Dados extraidos do mapa de correlagcdo HSQC e HMBC; qd- quadruplo dubleto; dt-duplo tripleto; dd-
duplo dubleto.
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Todas essas substancias foram identificadas pelo método threshold, ou
seja, um método que depende da intensidade de absor¢do do composto em questao,
caso na matriz em estudo exista alguma substancia com baixa absorcédo ou que nao
e visivel ao UV, ficamos susceptiveis a ignorar potenciais substancias. Tendo isso em
vista, optamos por realizar um estudo nessa mesma fracdo, MI-BRa, rastreando todas
as regifes do cromatograma que nao apresentaram sinais visiveis no UV. E para isso,
selecionamos o modo de operacgéo time slice, agora o0 monitoramento foi realizado
através do tempo de retencéo, e os intervalos de tempo selecionados foram enviados
para o coletor de amostras (loop), esse procedimento foi realizado 3 vezes para cada
regido selecionada.

As figuras 4.96 e 4.97 mostram as regides do cromatograma que foram
selecionadas, o intervalo utilizado foi de 30s, ao final foram coletadas 45 fracoes e
analisadas por RMN 1!H. Dessas, somente 4 fracbes apresentaram sinais
interessantes no espectro de 'H, MI-BRal4 TL a MI-BRal7_TL. Esses intervalos no
cromatograma, 0s quais apresentaram sinal no espectro de RMN foram novamente
selecionados e enviados ao coletor de amostra, na tentativa de identificarmos as
substancias, mas dessa vez foram realizadas 18 corridas. O cromatograma com as

regides selecionadas pode ser visualizado na figura 4.98.
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Figura 4.96. Representacao grafica do cromatograma de MI-BRa, mostrando as
regides selecionadas para algcas de amostragem por time slice.
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Dessas quatro (4) regides selecionadas foram realizados experimentos
de RMN 1D e 2D para identificagdo das substancias. Somente a fracdo MI-BRal5_ TL
nao pode ser identificada, pois a sua concentracdo nao foi suficiente para analises
bidimensionais por RMN. As outras trés regides mostraram sinais caracteristicos das

seguintes substancias. Das quais, as duas primeiras sao inéditas em méis.

OH
HO OH HO

0_0
OH OH
) ) o o
HO HO™ "OH i

Rhodiolosideo D-glicero-D-galacto-Octitol Acido p-hidroxibenzéico
(MI-BRal4_TL) (MI-BRa16_TL) (MI-BRal7_TL)

No mel de M. interrupta, tratado com SPE off-line para retirar acgucar,
foram identificadas 16 substancias (figura 4.99), sendo 8 nunca relatadas em méis
anteriormente. Destaca-se a importancia do potencial biol6gico de algumas delas, por
exemplo, o rhodiolosideo (salidrosideo) e o tirosol cujas principais propriedades sao
anti-depressivo, anti-fadiga e também melhora a capacidade mental. Esses
compostos sdo encontrados principalmente em uma planta (Rhodiola rosea), muito
conhecida e comercializada por apresentar tais atividades (PANOSSIANA et al.,
2008).
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Figura 4.99. Substancias identificadas no mel de M. interrupta apds tratamento no
SPE.
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A partir da técnica SNIF-NMR foi possivel inferir a respeito de
adulteracdes nos meéis a respeito de ndo estar sendo adicionado agucar na
alimentacdo das abelhas, pois todos 0os méis analisados apresentaram contetdo de
relacdo isotopica em torno de 100 ppm, caracteristico de plantas que absorvem CO2
através do ciclo C3, muito comum em plantas de florestas tropicais umidas. Com base
nesses resultados também nédo foi possivel observar diferenca na relacdo isotdpica
entre as espécies M. seminigra e M. interrupta, e tdo pouco varia¢cdes sazonais. No
entanto, a quimiometria auxiliou efetivamente na determinacdo de adulteracdes
envolvendo méis de Melipona.

A partir da quimiometria foi possivel notar a separacdo nitida de
amostras de méis auténticos e comerciais, essa separagao ocorreu devido a presenca
de HMF e acido citrico somente nas amostras comerciais, da mesma forma que
somente 0s meéis auténticos apresentaram os aminoacidos fenilalanina e treonina.
Com base nos resultados obtidos a partir das analises quimiométricas podemos inferir
a respeito de adulteragfes ocorrendo na venda de meéis de Melipona, pois de dez méis
comerciais analisados somente dois apresentaram caracteristicas condizentes com
mel de abelhas sem ferrdo, isso nos leva a conclusao que esta sendo vendido mel de
outra espécie (Apis melifera) no lugar de mel de Melipona.

Foram identificadas ao total 21 substancias em méis Melipona, através
do uso das técnicas LC-SPE e LC-BPSU, cujo uso desta ultima unidade foi de extrema
importancia na identificacdo de compostos muito polares que ndo apresentaram
retencdo nas fases estacionarias dos cartuchos de SPE. Dessas, 11 ndao haviam sido
relatadas em méis, sao tirosol; fenil-etil-a-D-glicosideo; 4-(3-hidroxi-1-butenilideno)-
3,5,5-trimetilciclohex-2-en-1-ona; D-glicero-D-galacto-Octitol; rhodiolosideo (B),
rhodiolosideo (a), 2,5-dihidroxi-3-(hidroximetil) benzaldeido, 4H-1-benzopiran-4-ona,
2,3-dihidro-1H-quinolin-4-ona, acido faseico e xanthocerona A. De acordo com
levantamento realizado a maioria das substancias identificadas nesses méis
apresenta de atividade biolégica, como antifungica, anti-depressiva, bactericida, isso
pode justificar o seu uso popular intenso na regido norte e sua fama diferenciada dos
méis de Apis melifera, o que torna o seu custo elevado.

Dos dois métodos utilizados como pré-tratamento, a limpeza dos méis

utilizando cartuchos de SPE foi certamente a mais eficiente e ecologicamente correta,
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devido ao baixo consumo de solventes organicos utilizados no tratamento, além de
fornecer resultados muito mais satisfatérios.

O sistema hifenado LC-SPE e LC-BPSU, por sua vez ofereceu
versatilidade, rapidez e principalmente reprodutibilidade nas analises. Além da
possibilidade que encontramos de trabalhar em um modo diferenciado com as alcas
de amostragem (loop), que nos proporcionou a identificacéo de substancias que nao

foram adsorvidas quando manipuladas de modo usual no LC-SPE.
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