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RESUMO

O mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) ¢ produzido a partir de excregdes
da cochonilha Stigmacoccus paranaensis Foldi encontradas no caule desta arvore, que sdo
coletadas pelas abelhas Apis mellifera como matéria-prima para produc¢ao de mel. O fendmeno
ocorre na regido Sul do Brasil e o mel de melato de bracatinga ¢ atrativo para o mercado
internacional devido a sua cor escura e sabor diferenciado, quando comparado aos méis de
origem floral. Atualmente existe a demanda por estudos que avaliem o potencial benéfico do
mel de melato de bracatinga a saude humana, bem como estratégias que permitam determinar
a autenticidade deste produto. Consequentemente, a cadeia produtiva do mel de melato de
bracatinga tende a ser fortalecida e alcangar maior visibilidade, representando intimeras
vantagens para os apicultores e para a regido Sul do Brasil. Frente ao exposto, os objetivos deste
trabalho foram: (i) desenvolver métodos para a extragdo e separacdo simultanea de 18
compostos fenodlicos em amostras de mel de melato de bracatinga; (ii) avaliar o potencial anti-
inflamatorio e estabelecer correlagdo com o perfil de compostos fendlicos; (iii) e determinar
marcadores de autenticidade deste produto por meio da analise protedmica. Para estes fins, o
planejamento de mistura Simplex-Centroide e o delineamento composto central rotacional
foram empregados para otimizagao do método de separagdo de compostos fendlicos por HPLC-
DAD, cuja resposta otimizada foi definida empregando a desirability function (fungdo de
desejabilidade). O método foi validado e aplicado para quantificagdo de amostras de mel de
melato de bracatinga, e os resultados foram considerados satisfatorios de acordo com os
critérios de validagdo analitica recomendados pela Eurachem. Paralelamente, o método
QuEChERS (rapido, fécil, barato, efetivo, robusto e seguro do inglés Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe) foi modificado a fim de promover uma extragdo eficiente de
compostos fenolicos desta matriz, resultando em uma estratégia de preparo de amostras rapida,
simples, de baixo custo e com menor geracao de residuos, aplicado pela primeira vez em
amostras de mel de melato de bracatinga. Apos a caracterizagdo fenolica as amostras foram
avaliadas com relagdo ao potencial anti-inflamatorio in vitro. A inflamag¢do de macrofagos
RAW 264.7 foi induzida com lipopolissacarideo (LPS) e, o mel de melato de bracatinga foi
testado em diferentes concentragdes como modulador da expressdo de oxido nitrico e das
citocinas pro e anti-inflamatorias TNF-a, IL-6, MCP-1, IL-12p70, INF-y e IL-10. Catorze das
dezesseis amostras avaliadas modularam a secre¢dao dos mediadores inflamatorios, sendo que a
composicdo e concentragdo de compostos fenolicos destas amostras se mostrou associada a

distingdo entre a atuacdo das mesmas. Finalmente, para a determinacdo de marcadores de



autenticidade do mel de melato de bracatinga, a analise protedmica ndo-direcionada realizada
durante periodo de doutorado sanduiche na Universidade de Potsdam, Alemanha, apontou a
presenca de 6 proteinas distintas, pertencentes ao grupo das proteinas de geleia real (MRJP, do
inglés Major Royal Jelly Proteins). A fim de detectar peptideos identificadores e
quantificadores das proteinas encontradas, um método SRM (monitoramento de reagdo
selecionada, do inglés Selected Reaction Monitoring) foi desenvolvido por LC-ESI-QqQ-
MS/MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometro de massas triplo quadrupolo) e
validado, o que possibilitou a quantificagdo dos peptideos de todas as MRJPs, previamente
identificadas. O peptideo QNIDVV AR da MRIJP 4 foi considerado um marcador adequado para
o mel de melato de bracatinga. A caracterizagdo bioativa e o potencial anti-inflamatdrio
demonstraram que o mel de melato de bracatinga apresenta efeitos benéficos para a satde
humana e a determinacdo de um marcador de autenticidade adequado contribui para a

valorizagdo comercial e cultural do produto.

Palavras-chave: Mel de melato. Compostos fendlicos. Otimizagao de método. Potencial anti-

inflamatorio. Anélise protedmica. Peptideos marcadores.



ABSTRACT

Bracatinga honeydew honey (Mimosa scabrella Bentham) is produced from excretions of the
cochineal Stigmacoccus paranaensis Foldi, found on the stem of this tree. The Apis mellifera
bees collect the excretions as raw material for honeydew honey production. The phenomenon
occurs in the southern region of Brazil, and bracatinga honeydew honey is attractive to the
international market due to its dark colour and distinctive flavour when compared to floral
honeys. Currently, there is a demand for studies that evaluate the biological effects of bracatinga
honeydew honey on human health, as well as strategies to determine the authenticity of this
product. Consequently, bracatinga honeydew honey production chain could be strengthened
and achieve greater visibility, representing advantages for beekeepers and the southern region
of Brazil as a whole. Given the above, the aims of this work were: (i) develop methods for the
simultaneous extraction and separation of 18 phenolic compounds in bracatinga honeydew
honey samples; (i1) evaluate the anti-inflammatory potential and establish a correlation with the
phenolic compounds profile; and (iii) evaluate authenticity markers for this product through
proteomic analysis. For these purposes, the Simplex-Centroid mixture design and the central
rotational composite design were used to optimize the method separation for phenolic
compounds by HPLC-DAD, whose optimized response was defined using the desirability
function. The method was validated and applied to quantify bracatinga honeydew honey
samples. The results were considered reliable according to the Eurachem guidelines. At the
same time, the QUEChERS was modified to improve the extraction efficiency of phenolic
compounds from bracatinga honeydew honey, resulting in a fast, simple, low cost and solvent
saver, sample preparation strategy, applied for the first time bracatinga honeydew honey. After
the phenolic characterization, the bracatinga honeydew honey samples were evaluated for their
anti-inflammatory potential in vitro. For this purpose, RAW 263.7 macrophages were inflamed
with lipopolysaccharide (LPS), and bracatinga honeydew honey was tested in different
concentrations as a modulator of the nitric oxide, TNF-a, IL-6, MCP-1, IL-12p70, INF-y, and
IL-10 expression. Fourteen out of the 16 samples evaluated modulated the secretion of
inflammatory mediators, and their phenolic composition was associated with the distinction
between their performances. Finally, to determinate the authenticity markers for bracatinga
honeydew honey, the untargeted proteomic analysis, performed during sandwich doctoral
period at the Potsdam University, Germany, highlighted the presence of 6 distinct proteins,
belonging to the major royal jelly proteins (MRJP) group. Identification and quantification of

the peptides were made by an SRM method (selected reaction monitoring). It was developed



by LC-ESI-QqQ-MS/MS and validated, which made it possible to quantify the peptides of all
MRIPs, previously identified. The peptide QNIDVVAR from MRJP 4 was considered an
adequate marker for bracatinga honeydew honey. The bioactive characterization and the anti-
inflammatory potential highlighted that the consumption of bracatinga honeydew honey in
moderate amounts has beneficial effects on human health. The determination of an appropriate

authenticity marker will contribute to the commercial and cultural valorization of the product.

Keywords: Honeydew honey. Phenolic compounds. Method optimization. Anti-inflammatory

potential. Proteomic analysis. Marker peptides.



PREFACIO

Um fendmeno natural e muito interessante observado na regido sul do Brasil — em
regides com altitudes acima de 700 m, principalmente em locais com relevo planaltico —
envolve a associacao entre uma espécie de arvore nativa da Mata das Araucdrias, a bracatinga
(Mimosa scabrella Benthan); insetos homopteros, mais conhecidos como cochonilhas, que ao
se alimentarem da seiva desta arvore excretam o melato, um liquido rico em agucares; ¢ as
abelhas (Apis mellifera), que atraidas por essa solucdo acucarada, a recolhem como se fosse
néctar e elaboram um produto unico, o mel de melato de bracatinga, cujas caracteristicas
aparentemente sdo determinadas pela posicdo geografica. Este mel de coloracdo escura,
conferida pelo alto teor de sais minerais; gosto menos doce e ligeiramente mais amargo que 0s
de origem floral; além de possuir propriedades bioativas comprovadas, alcangou ampla
notoriedade e valorizacdo no mercado internacional, principalmente em territoério europeu,
responsavel pela importacao de quase que a totalidade dessa producao apicola, que tem safra
bianual, relacionado ao ciclo de vida da cochonilha.

O mel de melato de bracatinga também vem ganhando espago no territorio nacional, em
regides que ultrapassam os locais de produgao, principalmente como resultado dos esforgos em
conjunto da Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina (Epagri) e
da Federacdo das Associagdes de Apicultores de Santa Catarina (FAASC) junto ao setor
apicola, e, nos ultimos anos da parceria dessas instituicdes com o Grupo de Pesquisa em
Antioxidantes Naturais da UFSC (GPAN-UFSC), que desenvolve estudos pioneiros com o mel
de melato de bracatinga, ampliando os conhecimentos relacionados a esse importante produto
de qualidade diferenciada. Os diversos trabalhos publicados pelo GPAN-UFSC fornecem
suporte técnico-cientifico ao setor apicola, e informagdes importantes a respeito de sua
caracteristica singular, decorrente dos recursos naturais disponiveis e inerentes ao local de
produgdo, tais como solo, vegetacdo e clima. Nos ultimos dois anos, as parcerias foram
ampliadas, e a busca pela Indicagdo Geografica (modalidade Denominagdo de Origem) do mel
de melato de bracatinga teve inicio com a importante participagdo do Servi¢o Brasileiro de
Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE), além da FAASC, apicultores, Epagri e
UFSC. A indicagdo geografica pode trazer diversas vantagens como melhor rastreabilidade,
desenvolvimento da regido produtora, valorizagdo da cultura regional, agregacdo de valor ao
produto, abertura de novos mercados, além da preservagdo do meio ambiente.

Frente ao exposto, esse estudo tem como proposta, além de ampliar o conhecimento

cientifico relacionado ao mel de melato de bracatinga, atender & demanda por métodos de



extracdo e determinacdo de compostos bioativos e de propriedades funcionais relacionadas a
estas substancias. Para isto, os experimentos para avaliagdo do potencial anti-inflamatério desse
mel s6 foram possiveis a partir da parceria com o Prof. Eduardo Dalmarco do Departamento de
Analises Clinicas da UFSC e apoio do Prof. Thiago Caon do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da UFSC e da aluna de doutorado Eduarda Talita Bramorski Mohr. Pela primeira
vez esta propriedade foi avaliada para o mel de melato de bracatinga e os resultados indicaram
que seu consumo em baixas concentracdes ¢ recomendado por ser capaz de prevenir processos
inflamatérios. As caracteristicas que comprovam a funcionalidade do mel de melato de
bracatinga associadas ao alto valor agregado deste produto estdo entre os principais fatores que
contribuem para o aumento da probabilidade de fraude por adulteracdo desse produto. Nesse
contexto, surgiu a demanda por estratégias que demonstrassem a autenticidade do mel de melato
de bracatinga produzido na regido Sul do Brasil com vistas a estabelecer marcadores de origem
botanica e/ou geografica. Para este proposito, este trabalho apresenta uma estratégia baseada na
analise protedmica, inédita para méis de melato, com vistas a identificar peptideos especificos
de proteinas do mel de melato de bracatinga. Este estudo surgiu a partir de um projeto submetido
para pleiteio a uma bolsa de doutorado sanduiche pelo Edital CAPES/DAAD n° 22/2018, sendo
esta a unica bolsa concedida para a area de Ciéncia de Alimentos neste edital. Os estudos foram
conduzidos junto ao Grupo de Analise Instrumental em Ciéncias Nutricionais, na Universidade
de Potsdam, Alemanha, sob orientacao do professor Harshadrai Rawel, coorientador desta tese
de doutorado. A defini¢cdo destes marcadores representa uma contribui¢do de forte relevancia
para auxiliar na obtengdo do selo de denominacdo de origem do mel de melato de bracatinga,
sendo que, além de dificultar a falsificacdo, este mel passara a possuir uma identidade propria

e que o distinguira dos demais produtos de igual natureza.



DIAGRAMA CONCEITUAL

[ Qual a importdncia do estude do mel de melato de bracatinga?

- Produto tnico da regido Sul do Brasil @
- Possibilidade de aumento do consumo interno

- Méis de melato s@o pouco estudados

- Composicdio diferenciada

- Grupo de pesquisa pioneire no estudo deste produto

[ O que jé se sabe sobre ¢ mel de melate de bracatinga?

- Caracterizacdo fisico-quimica {}
- Perfil de compostos fendlicos

- Bioacessibilidode de compostos bioativos

- Perfil de dcidos orgéinicos

- Perfil de aminodcidos

- Perfil de minerais majoritdrios

- Perfil eletroforético de proteinas

[ Quaiz as lacunas?

- Método efetive e de baixo custo para extragéo de compostos fendlicos @
- Método rdpido por LC-DAD para determinagéio de compostos fendlicos

- Determinagde do potencial anti-inflamatério

- Relagdio enfre o perfil de compostos fendlicos e o potencial anti-inflamatdrio

- Definig@o de marcadores de autenticidade

- Definigdio de marcadores para indicagdo geogrdfica

[Qunis as perguntas de pesquisa?

- Epossivel utilizar o método de extraciio QUEChERS para extractio dos {}

- compostos fendlicos?

- O mel de melate de bracatinga possui atividade anti-inflamatdria?

- Existe relagdio entre o perfil de compaostos fendlicos e a atividade anti-inflamatdria?

- Existe algum marcador de autenticidade que possa diferenciar o mel de melate de
bracatinga ou vinculd-lo a sua regidio de origem?

[Qunis as respostas?

- Desenvolver e validar métodos de extracéio (QUEChERS) e identificagdo {}

- (HPLC/DAD)de compostos fendlicos

- Avadliar o potencial anti-inflamatério do mel de melato de bracatinga frente e
mediadores liberades por macréfagos de ratos

- Definir peptideos marcadores de mel de melato de bracatinga per meio de andlise
protedmica
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INTRODUCAO

A legislacao brasileira reconhece duas classes de mel - o mel floral, produzido a partir do
néctar de flores; e 0 mel de melato, produzido a partir de secregdes de plantas ou excregdes de
insetos sugadores que ficam sobre as plantas (BRASIL, 2000). Em intervalos de dois anos, um
fendmeno peculiar ¢ percebido predominantemente em regides de elevada altitude no Sul do
Brasil. Esse fendmeno envolve a cochonilha (Stigmacoccus paranaensis Foldi), um inseto
sugador de plantas que se alimenta do floema de arvores e libera um produto agucarado
conhecido como melato. A bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) ¢ uma das plantas
utilizadas pelo inseto e o intervalo de dois anos corresponde ao ciclo de vida da cochonilha
(MAZUCHOWSKI et al., 2014). Entre os meses de janeiro a junho, essas excregdes sao
recolhidas pelas abelhas Apis mellifera e usadas como matéria-prima para produzir o mel de
melato de bracatinga, um mel de cor escura e caracteristicas sensoriais unicas quando
comparado ao mel floral, exportado em quase sua totalidade de producdo para o mercado
europeu, mas com crescimento de sua valorizagdo no mercado interno (MARENDA et al.,
2011; MAZUCHOWSKI et al., 2014).

Méis tém sido reportados por diversas atividades biologicas benéficas, como antioxidante
(ALVAREZ-SUAREZ et al., 2012; SERAGLIO et al., 2017), antibacteriana (MAJTAN et al.,
2011; OSES et al., 2016) e principalmente anti-inflamatoria (KASSIM et al., 2010a; MAITAN
et al., 2013a; MAYER et al., 2014; NOOH; NOUR-ELDIEN, 2016). Os compostos fendlicos
sdo amplamente investigados como as substincias responsaveis pelos efeitos benéficos
(FINIMUNDY et al., 2018; PETROPOULOS et al., 2018; PIRES et al., 2018a; RACHED et
al., 2018; SOBRAL et al., 2017; SVOBODOVA et al., 2017; VILLAVICENCIO et al., 2018)
atribuidos ao mel. Os méis florais sdo os mais estudados (CAN et al., 2015; ESCRICHE et al.,
2014), mas ainda sdo poucos os trabalhos que consideraram méis de melato (SERAGLIO et al.,
2016), e essa caréncia demonstra a necessidade de investigagdo destes compostos e seus
beneficios nestas matrizes.

Dentre as atividades biologicas, a atuacdo dos compostos fendlicos ¢ sugerida como
estratégia para mitigacao de doengas inflamatorias cronicas (COSCO et al., 2016; HAM et al.,
2016; KHAJEVAND-KHAZAEI et al., 2018), cuja incidéncia tem aumentado de forma
relevante, se tornando um desafio nos dias atuais. Estudos abordando o potencial anti-
inflamatério em méis de melato sao escassos (MAYER et al., 2014; VLCEKOVA et al., 2012)
e em mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) apenas o potencial antioxidante

ja foi estudado (SERAGLIO et al., 2016, 2017).
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O Grupo de Pesquisa em Antioxidantes Naturais do Laboratério de Quimica de
Alimentos da UFSC ¢ pioneiro no desenvolvimento de estudos relacionados ao mel de melato
de bracatinga, incluindo sua caracterizacdo fisico-quimica (BERGAMO et al., 2018b),
atividade antioxidante e bioacessibilidade de compostos bioativos (SERAGLIO et al., 2017),
perfil de acidos organicos (BRUGNEROTTO et al., 2019), perfil de compostos fendlicos
(SERAGLIO et al., 2016; SILVA et al., 2019a, 2019b) ¢ aminoacidos (AZEVEDO et al.,
2017a). Alguns estudos iniciais buscando a autenticidade do mel de melato de bracatinga
também ja foram conduzidos, como a diferenciacdo com relacao a méis florais por seu perfil de
minerais (BERGAMO et al., 2018a), parametros de cor (BERGAMO et al., 2019), ¢ a
discriminacdo geografica usando o perfil eletroforético de proteinas (AZEVEDO et al., 2017D).
Estes estudos ainda necessitam continuidade e além da inexisténcia de estudos relacionados ao
potencial anti-inflamatorio deste mel, a continua¢do dos estudos sobre marcadores de
autenticidade ¢ essencial e pode propiciar o aprofundamento do conhecimento a respeito do mel
de melato de bracatinga.

A adultera¢do de méis ¢ uma pratica comum, mas para méis de melato pode representar
um problema ainda maior considerando o preco mais elevado em comparacio aos méis florais
(BERGAMO et al., 2018a; VASIC et al., 2019). Diversas estratégias tem sido frequentemente
utilizadas para determinar a origem botanica de méis, como a identificagdo de alguns compostos
como minerais e fenolicos, a determinagdo de parametros fisico-quimicos, além do uso de
espectroscopia (ALIANO—GONZALEZ et al, 2019; BERGAMO et al, 2018a;
KARABAGIAS et al., 2014; KASPRZYK et al., 2018; LATORRE et al., 2013; ZUCCATO et
al., 2017), entretanto, abordagens de identificacao de peptideos marcadores, por exemplo, sdo
importantes, tendo em vista a auséncia de dados protedmicos para méis.

O desenvolvimento de estratégias ou métodos de avaliagdo da autenticidade do mel de
melato de bracatinga ¢ uma necessidade latente para a determinag@o de marcadores especificos
de origem botanica para este produto. Isto pode proporcionar uma melhor colocacao do produto
no mercado interno e externo, além de garantir sua qualidade para o consumo. Ainda, a
determinagdo de compostos relevantes para confirmar a autenticidade do mel de melato de
bracatinga pode futuramente impulsionar pesquisas que revelem relagdes interessantes entre o
seu consumo e possiveis efeitos benéficos in vivo e in vitro (CASTRO-PUYANA; HERRERO,
2013) com a descoberta de compostos bioativos antes nao conhecidos. Finalmente, a publicagdo
de resultados das pesquisas em diferentes seguimentos envolvendo o mel de melato de

bracatinga — e outros méis de melato — contribui com a maior valorizagdo comercial, cultural e
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cientifica do produto, o que auxilia no estabelecimento de legislagdes nacionais e internacionais
para méis de melato.

Neste contexto, esta tese estd estruturada nos seguintes capitulos:

Capitulo I: apresenta uma revisdo bibliografica sobre os principais topicos abordados
neste trabalho;

Capitulo II: aborda o desenvolvimento e validacdo de um método para determinagdo de
compostos fendlicos em mel de melato de bracatinga por cromatografia liquida de alta
eficiéncia;

Capitulo III: contempla o desenvolvimento de um método de preparo de amostras para
determinagdo de compostos fendlicos em mel de melato de bracatinga;

Capitulo 1IV: trata da avaliacdo da atividade anti-inflamatéria de mel de melato de
bracatinga frente a mediadores produzidos por células RAW 264.7 estimuladas por
lipopolissacarideo (LPS);

Capitulo V: apresenta o desenvolvimento de uma abordagem de andlise protedmica para

caracterizagao de peptideos marcadores de autenticidade de mel de melato de bracatinga.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Caracterizar méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) quanto ao teor
fenolico, por meio da otimizagdo e validacdo de métodos de identificacdo; potencial anti-

inflamatorio; e autenticidade, por meio da determinacao de marcadores protedmicos.

Objetivos especificos

- Otimizar um método por HPLC-DAD empregando planejamento Simplex-centroide,
seguido de delineamento composto central rotacional com a desirability function (fungdo de
desejabilidade) para a separagdo simultanea de dezoito co