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RESUMO - Os alcaloides pirrolizidinicos (AP) sdo toxinas naturais relacionadas ao mecanismo de
defesa de plantas, sendo considerados nocivos a salde de animais e seres humanos. Nos méis, os AP
sdo adicionados pelas abelhas, uma vez que, esses insetos coletam néctar/pélen de plantas que os
contém. Porém, ainda ha caréncia de estudos sobre a estabilidade desses compostos em maéis,
especialmente frente ao aquecimento. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar os teores de AP
em méis e sua estabilidade quando o mel foi submetido ao tratamento térmico (TT) de 45 °C por 48 h.
Dos oito AP investigados, a monocrotalina foi quantificada em todas as amostras, com teores < 50 g
kg™. O TT nao apresentou influéncia significativa sobre os teores de AP, porém, foram encontradas
diferencas significativas no teor de monocrotalina entre as amostras avaliadas, fato que pode estar
fortemente relacionado as diferentes fontes botanicas de pdlen/néctar coletados pelas abelhas.

ABSTRACT - Pyrrolizidine alkaloids (PA) are natural toxins related to plant defense mechanisms and
are considered harmful to animals and humans health. In honeys, PA is added by the bees, since, these
insects collect nectar/pollen from plants that contain PA. However, there is an absence of the studies
about these compounds stability honeys, especially when facing heating. Therefore, the objective of this
work was to evaluate PA levels in honey and its stability when the honey was subjected to a heat
treatment (HT) of 45 °C for 48 h. Of the eight PA investigated, monocrotaline was quantified in all
samples, with levels <50 pg kg-1. The HT has not presented a significant influence on the AP contents,
however, significant differences in the monocrotaline content were found among the evaluated samples,
a fact that may be strongly related to the distinct botanical sources of pollen/nectar collected by the bees.
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1. INTRODUCAO

As plantas possuem em sua composicdo diversas substancias divididas em metabolitos
primarios e secundarios. Os metabolitos secundarios possuem fungdes relacionadas, principalmente,
com a capacidade de competigdo e sobrevivéncia das plantas (Taiz; Zeiger, 2009) e estdo distribuidos
em trés grupos de acordo com sua rota biossintética: terpenos, compostos fenolicos e compostos
contendo nitrogénio. No ultimo grupo séo destacados os alcaloides (Vizzotto, Krolow e Weber, 2010).
Especificamente os alcaloides pirrolizidinicos (AP), formados a partir de aminoalcoois pirrolizidinicos
(base necina) e acido alifatico ramificado (acido necico), além de seus N-6xidos, sdo toxinas naturais e
agem como mecanismo de defesa de diversas espécies de plantas (Moreira et al., 2018; Picron et al.,
2019). Supde-se que mais de 3 % (6.000) de todas as espécies de plantas com flores contém AP/N-6xido
(Kaltner et al., 2018), sendo que, muitas delas desenvolvem-se e crescem em sistemas de producdo de
mel (Jesus et al., 2019; Nedelcheva et al., 2015).

As abelhas que buscam recursos nectariferos e/ou poliniferos em plantas que contém AP,
podem lixiviar tais toxinas para o mel (Valese et al., 2016). Portanto, os seres humanos podem ser
expostos a essas toxinas de forma direta, pelo uso medicinal de chas ou outros produtos a base de plantas
(Bodi et al., 2014); e/ou de forma indireta, pelo consumo de produtos de origem animal, por exemplo o
mel (Draiaia et al., 2019; Jesus et al., 2019; Valese et al., 2016) e produtos derivados que utilizam mel
em sua formulag&o (como produtos de panificagdo, sobremesas e suplementos alimentares). Os AP 1,2-
insaturados e seus N-Oxidos somente se tornam potencialmente téxicos quando biotransformados,
principalmente no figado, pelas monoxigenases (enzimas microssomais hepéticas) do citocromo P-450,
formando derivados pirrélicos altamente reativos que atuam como agentes alquilantes e, portanto, vem
sendo considerados substancias potencialmente genotdxicas e cancerigenas (Chen et al., 2019; Ebmeyer
et al., 2019; Louisse et al., 2019).

A aparéncia desempenha um papel fundamental na comercializag&o do mel pois, geralmente, os
consumidores buscam um produto ndo cristalizado. O mel é coletado em estado liquido, no entanto, a
cristalizagdo é um fendbmeno natural pelo qual o produto passa e a velocidade com que esse processo
ocorre, depende de varios fatores, como a origem boténica e geografica, temperatura de armazenamento,
teor de umidade e de agucares (Bergamo et al., 2019; Escriche et al., 2009; European Commission,
2013). Para retardar o processo natural de cristalizacdo, muitos apicultores e entrepostos de mel
submetem o produto a um processo de aquecimento antes de ser destinado ao varejo com o objetivo de
dissolver os microcristais de acglcares e remover as bolhas de ar, que atuam como nucleos de
cristalizagdo (European Commission, 2013). Na literatura ja estd bem estabelecido que a falta de
controle na temperatura aplicada, além do tempo que o mel permanece sobre o calor, podem levar a uma
reducdo na qualidade desse produto (Castro-Vazquez et al., 2008; Moreira et al., 2007), no entanto,
dados sobre a estabilidade de AP frente ao processamento térmico aplicado em méis, até o presente
momento, sdo inexistes. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia do tratamento
térmico nos teores de oito AP em méis silvestres, oriundos do municipio de Urubici, Santa Catarina.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Padrodes analiticos

Os padrdes analiticos de retrorsina, retrorsina-N-6xido, senecionina, senecionina N-6xido e
monocrotalina foram adquiridos da Sigma Aldrich (Steinheim, Alemanha). A equimidina, intermedina
e licopsamina, foram adquiridos da Planta Analytica (Danbury, EUA). Todos os padrdes comerciais
possuem pureza superior a 95%.

2.2 Amostras e aplicacdo do tratamento térmico
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Quatro quadros de méis silvestres fornecidos por diferentes apicultores de Urubici (Santa
Catarina, Brasil) foram acondicionados em sacos plasticos e transportados em caixas isotérmicas ao
Laboratoério de Quimica de Alimentos, da Universidade Federal de Santa Catarina. No laboratorio, 0s
méis foram drenados manualmente e fracionados em duas partes. Uma das partes conservou-se sob
congelamento (-18 + 2,0 °C) e a outra foi submetida ao aquecimento sob condicao controlada em estufa
(modelo Q315M, Quimis, Diadema, Sao Paulo, Brasil) a 45 + 2 °C por 48 h (Escriche et al., 2009),
seguida de resfriamento a temperatura ambiente (25 °C £ 2 °C).

2.3 Preparo de amostras

O preparo dos extratos foi realizado conforme descrito por Valese et al. (2016). As amostras
homogeneizadas (2,0 + 0,1 g) foram dissolvidas em 5 mL de agua ultrapura (Milli-Q Simplicity® UV
system, Millipore Corporation, Franca) e homogeneizadas em vortex (Morconi, Piracicaba, Sdo Paulo,
Brasil) durante 40 s. Posteriormente, uma aliquota de 200 uL de cada extrato e 800 L de fase mdvel
(98:2; agua + 0,1 % 4&cido fdérmico:acetonitrila + 0,1 % acido férmico) foram combinados e
centrifugados (Thermo Fisher Scientific, MA, E.U.A.) a 9861 g durante 20 min e o sobrenadante
injetado no sistema de cromatografica liquida. O procedimento foi realizado em trés réplicas
independentes para cada amostra.

2.4 Condicg0es instrumentais

O procedimento analitico foi realizado com base na metodologia descrita por Valese et al.
(2016). Foi utilizado um cromatografo liquido de alta eficiéncia, marca Agilent Technologies, modelo
1290 (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA) acoplado a um espectrometro de massas, modelo
QTRAP® 5500 (AB Sciex, Foster City, CA), equipado com uma fonte de ionizagdo por electrospray.

2.5 Anélise estatistica
Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo e para identificar diferencas

significativas entre as amostras foi realizada analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey (p <
0,05) empregando o software Statistica (versao 13.0).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de AP quantificados nos méis silvestres com e sem tratamento térmico sdo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Teores de alcaloides pirrolizidinicos (ug kg; média + desvio padréo) nas amostras de méis
com e sem tratamento térmico.

Méis MON SEN
1 ST 36,30 + 0,03 33,40 + 2,908
CT 31,10 £ 1,27"bc 33,15+ 0,422
ST 48,90 + 4,902
2 cT 35.90 + 0,712 <LoQ
ST 19,55 + 3,04
3 CT 13,80 + 0,57 <LoQ
4 ST 41,05 + 3,322 29,95+ 1,918
CT 43,50 + 9,62% 30,24 + 1,918
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Legenda: ST — sem tratamento térmico; CT — com tratamento térmico; MON — monocrotalina; SEN —
senecionina; 9 letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa (p < 0,05)
pelo teste de Tukey.

Ao considerar uma por¢do de consumo de 20 g de mel por dia (Dibecke et al., 2011) e,
baseando-se em uma ingestdo diaria menor que 1 pg AP/kg/dia, o mel ndo deve conter mais de 50 ug
de AP/kg de produto (Diibecke et al., 2011; Valese et al., 2016). Conforme apresentado na Tabela 1, dos
dois AP quantificados nos méis, com e sem tratamento térmico, ambos apresentaram teores abaixo do
recomendado (< 50 pg de AP/kg). A equimidina, licopsamina+intermedina, senecionina N-Oxido,
retrorsina, retrorsina N-6xido e equimidina ficaram abaixo do limite de quantificagdo (0,2 pg kg™).

A senecionina foi quantificada apenas nas amostras 1 e 4 e as concentragdes nas amostras sem
tratamento térmico variaram de 29,95 + 1,91 a 33,40 + 2,90 ug kg®. A monocrotalina foi o AP
majoritario em todas as amostras (19,55 + 3,04 a 48,9 + 4,90 ug kg?). O mesmo comportamento foi
observado para os méis tratados termicamente. Conforme os resultados obtidos, também foi possivel
concluir que o tratamento térmico aplicado nesse estudo ndo resultou em alteracGes significativas nos
teores de AP quando comparados as amostras ndo tratadas termicamente, indicando que os AP
investigados sao estaveis a esta condicdo de aquecimento. Portanto, o aquecimento térmico moderado,
como o aplicado nesse estudo, ndo parece ser uma eficiente estratégia para redugdo do teor de AP em
méis.

Diferencgas significativas foram observadas entre as amostras para a monocrotalina. Essas
diferencas observadas podem ser comuns, considerando que os AP sdo compostos secundarios
produzidos exclusivamente por plantas, as diferentes fontes ofertantes de néctar e pélen dos diferentes
locais de coleta (apiérios distintos) influenciam diretamente na composicdo e concentragdo do(s) AP.
Dessa maneira, justifica-se a variabilidade significativa no teor de monocrotalina quantificada nas
diferentes amostras, mesmo estas sendo oriundas do mesmo municipio.

4. CONCLUSAO

Este estudo avaliou a influéncia do tratamento térmico (45 °C/48 h) nos teores de AP em méis
silvestres oriundos de Urubici/SC. A partir dos resultados preliminares obtidos, foi considerado que os
AP sdo estaveis ao aquecimento moderado, uma vez que estes ndo sofreram degradacao significativa
frente ao tratamento aplicado. Todas as amostras apresentaram teores de AP < 50 ug de AP/kg e a
variabilidade dos resultados foi relacionada diretamente com a origem botanica do mel. Os autores
destacam que os resultados obtidos sdo considerados exploratérios e preliminares, uma vez que, até a
presente data, ndo foram encontrados estudos publicados nessa ordem.
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