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PREFACIO A 1 EDICAO

E com grande entusiasmo que apresentamos a 1* Edigao do livro "Pesquisas em
Bioquimica e Enzimologia". Esta obra nasce como resultado do esforco coletivo
de pesquisadores dedicados, cujas investigacoes se debrucam sobre os
intricados mecanismos que governam a vida em seu nivel mais fundamental.
Através deste livro, mergulharemos em um fascinante universo de moléculas,
reagoes e processos celulares, desvendando os segredos da bioquimica e da
enzimologia.

O estudo da Bioquimica nos proporciona uma visdo aprofundada dos processos
quimicos que ocorrem dentro dos organismos vivos, elucidando os
fundamentos da vida em seus mais diversos aspectos. Juntamente com a
Enzimologia, que explora as fascinantes enzimas, verdadeiros catalisadores
biolégicos, essas disciplinas oferecem uma base sélida para a compreensao dos
mecanismos celulares que sustentam a vida.

Nesta obra, reunimos um conjunto diversificado de temas, abrangendo desde o
funcionamento de enzimas em sistemas biologicos complexos até as mais
recentes descobertas em vias metabdlicas e sua aplicacdo em campeos clinicos.
Os capitulos aqui presentes representam um valioso acervo de conhecimento,
abordando tanto aspectos basicos quanto aplicacdes praticas dessas disciplinas
cientificas cruciais.

Este livro se destina ndo apenas a professores e alunos universitarios, mas
também a pesquisadores e profissionais da area, que encontrardo nessas
péaginas uma fonte de referéncia atualizada e relevante para suas atividades
académicas e cientificas.

Acreditamos que a publicacado deste livro marcara um importante passo para o
avango continuo das pesquisas nas areas, incentivando novas descobertas e
fomentando a colaboragdo entre cientistas de diferentes partes do mundo.

Agradecemos imensamente a todos os autores que compartilharam seus
estudos e conhecimentos conosco, tornando possivel a realizagdo desta obra.
Esperamos que ela seja apenas o inicio e inspiracdo para uma série de novos

estudos abordando o tema que contribuirao significativamente para o progresso
cientifico e a compreensao dos complexos processos biol6gicos.

Que este livro inspire e motive futuras geragdes de cientistas a continuarem
desbravando os mistérios da vida e contribuindo para o bem-estar e progresso
da humanidade.

Boa Leitura

Os Organizadores

-




CAPITULO 1 - CASTRO; COSTA; BRAGUINI. AVALIAGAO DA QUALIDADE DE MEL COMERCIAL DE GUARAPUAVA
—PR.

CAPITULO 1

AVALIACAO DA QUALIDADE DE MEL COMERCIAL DE
GUARAPUAVA - PR

QUALITY EVALUATION OF COMMERCIAL HONEY FROM
GUARAPUAVA - PR

DOI: https://doi.org/10.56001/23.9786500753660.01

Submetido em: 30/06/2023
Revisado em: 22/07/2023
Publicado em: 23/07/2023

Elisa Martins Castro

Universidade Estadual do Centro Oeste, Departamento de Ciéncias Bioldgicas,
Guarapuava-PR

http://lattes.cnpq.br/3471888581216349

Ana Carla Piasecki da Costa

Universidade Estadual do Centro Oeste, Departamento de Nutri¢cdo, Guarapuava-PR
http://lattes.cnpq.br/350020486281 1903

Welligton Luciano Braguini

Universidade Estadual do Centro Oeste, Departamento de Ciéncias Bioldgicas,
Guarapuava-PR

http://lattes.cnpq.br/697259943534875527

Resumo

O mel é um produto natural rico em nutrientes produzido a partir do néctar das flores pelas abelhas do
género Apis. E muito utilizado na culinaria e também em tratamentos naturais de sade. Com a descoberta
de seus beneficios, houve um aumento na sua comercializagéo, por esse motivo existem padrdes necessarios
gue os méis comerciais devem seguir. Sendo assim, neste trabalho méis comerciais foram avaliados de
acordo com a legislacdo para o mel no Brasil. Constituido principalmente por glicose e frutose, também
com um alto percentual de 4gua e outros nutrientes, como minerais, hidratos de carbono, aminoécidos e etc,
0 mel é um produto de origem animal. Foram analisadas cinco amostras de méis comerciais do municipio
de Guarapuava-PR, por meio de andlises fisico-quimicas. Os parametros analisados foram pH, acidez livre,
total e lactdnica, corantes, determinacdo de microrganismos contaminantes pela reacdo de Fiehe,
verificacdo de albumindides pela reacéo de Lund e determinagdo de amido e dextrinas pela reagao de Lugol.
Também foi verificada a presenca de HMF (hidroximetilfurfural), aglcares redutores e enzima diastasica.
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Utilizou-se os padrdes estabelecidos pela legislagdo brasileira para comparacdo dos resultados dos
experimentos.

Palavras-Chave: Mel, hidroximetilfurfural, acidez total, microrganismos, aglcares redutores.
Abstract

Honey is a natural product rich in nutrients produced from the nectar of flowers by bees of the genus Apis.
It is widely used in cooking and also in natural health treatments. With the discovery of its benefits, there
was an increase in its commercialization, for this reason there are necessary standards that commercial
honeys must follow. Therefore, in this work, commercial honeys were evaluated according to the legislation
for honey in Brazil. Honey is a product of animal origin consisting mainly of glucose and fructose, also
with a high percentage of water and other nutrients, such as minerals, carbohydrates, amino acids, etc. Five
samples of commercial honeys from the Guarapuava - PR were analyzed through physical-chemical
analysis. The evaluated parameters were pH, free, total and lactonic acidity, dyes, determination of
contaminating microorganisms by the Fiehe reaction, presence of albuminoids by the Lund reaction, and
determination of starch and dextrins by the Lugol reaction. The presence of HMF (hydroxymethylfurfural),
reducing sugars and diastase enzyme was also verified. The standards established by Brazilian legislation
were used to compare the results of the experiments.

Keywords: Honey, hydroxymethylfurfural, total acidity, microorganisms, reducing sugars

Introducao

O mel apresenta uma composic¢do principal de glicose e frutose, além de
outros hidratos de carbono, minerais, aminoacidos, pigmentos e graos de polen (ALVIM,
2004). De acordo com a legislagdo brasileira, Ministério da Agricultura e Secretaria de
Defesa Agropecuaria, Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal —
DIPOA a definicdo de mel é:

“Entende-se por mel, o produto alimenticio produzido pelas
abelhas meliferas, a partir do néctar das flores ou das secrecdes
procedentes de partes vivas das plantas ou de excrecdes de
insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de
plantas, que as abelhas recolhem, transformam, combinam com
substancias especificas proprias, armazenam e deixam madurar
nos favos da colmeia.” (BRASIL, 2000)

Por ser um alimento utilizado desde os primérdios da humanidade, como consta
em inlmeros manuscritos e pinturas egipcias, romanas e gregas, apresenta-se Como um
componente béasico da alimentacdo no mundo, e a avaliacdo de sua qualidade é
fundamental para garantir um produto satisfatorio (ALVIM, 2004; FINCO; MOURA;
SILVA, 2010).

No Brasil existem varias espécies de abelhas, incluindo a Apis melifera. Essa
espécie de abelha com ferrdo foi introduzida no Brasil em 1839 pelo padre Antdnio
Carneiro Aureliano que trouxe de uma cidade de Portugal (WIESE; SALOME, JAMES,
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2020). A A. mellifera é muito conhecida por ser de facil acesso e de facil manuseio,
conhecida como abelha-de-mel, abelha-europeia. Nas gléandulas hipofaringeanas das
abelhas séo produzidas as enzimas amilase, invertase e a glicose oxidase, normalmente
encontradas no mel, apds o néctar contendo o amido ser coletado, a enzima invertase é

responsavel pela inversdo da sacarose em glicose e frutose (DESEYN; BILLEN, 2005).

O mel comegou a ser investigado por possuir propriedades como antibacteriana,
antibidtica, anticarie, anti-inflamatdria, antimicrobiana, bioestimulante, depurativa,
emoliente, energética, imunoestimulante e cicatrizante (ALMASAUDI, 2021;
BARBOSA et al., 2009; MASAD et al., 2021; SARTORE et al.,, 2021). Essas

propriedades fizeram do mel um importante agente fitoterapico.

A legislacdo brasileira instituiu alguns padrdes que méis comerciais devem seguir
para sua comercializagdo por ser um produto de origem animal, é de importancia e
necessidade que seja de boa qualidade, sendo proibido a adi¢cdo de qualquer outro
composto diferente de sua composi¢do natural (BRASIL, 2000). Os parametros fisico-
quimicos utilizados para analise de amostras de mel comercial de Guarapuava-PR foram:
a presenca de enzimas diastasicas, HMF (hidroximetilfurfural), acUcar redutor, pH, acidez
livre, lactdnica e total, pesquisa de microrganismos contaminantes pela reacdo de Fiehe,
presenca de albuminoides pela reacdo de Lund e pesquisa de amido e dextrinas no mel

pelo teste do Lugol, além da pesquisa de corantes.

Metodologia

e Amostras de mel

As amostras de mel foram adquiridas no periodo de julho a agosto de 2022 em
estabelecimentos comerciais da cidade de Guarapuava. Apds a aquisicdo, as amostras
foram nomeadas como: mel A, B, C, D e E, e mantidas em local seco e a temperatura de
20-25°C. As andlises foram realizadas no Laboratorio de Pesquisa em Bioquimica e
Toxicologia Analitica (Unicentro).

¢ Analises fisico-quimicas
Preparacdo da amostra de mel para anélise

Amostras de mel na forma de torrbes ou granulos grandes foram homogeneizadas

num almofariz com o auxilio de um pistilo. Para xaropes densos, foi aquecida a amostra
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a 40 £ 1 °C, em banho-maria e resfriada a temperatura ambiente, antes de realizar os
ensaios. Amostras de mel utilizadas para a determinagdo da atividade diastésica e do

hidroximetilfurfural ndo foram aquecidas.

Determinacédo do pH

A determinagdo do pH foi realizada de acordo com as Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008) com pHmetro digital.
Para a determinacdo do pH, foram pesados 10 g de cada amostra de mel em balanca
analitica, em seguida diluida em 75 mL de agua destilada. O conteudo foi agitado até a
sua homogeneizacdo e deixado em repouso durante 10 minutos, antes de se proceder a
leitura. Posteriormente, a leitura da amostra foi determinada no pHmetro previamente

calibrado com solucéo tampédo de pH 4 e 7.

Determinacdo de acidez livre, lacténica e total

A acidez total de méis foi determinada por meio da determinacéo da acidez livre
e lactonica e foi determinada de acordo com o método n° 962.19 da Association of Official
Analytical Chemists (AOAC INTERNATIONAL, 2019). A acidez livre é a medida obtida
da titulacdo com hidroxido de sodio até o ponto de equivaléncia. A acidez lactdnica €
obtida pela adicdo de um excesso de hidroxido de sddio que é titulado com é&cido
cloridrico. A acidez total é obtida pela somatdria entre acidez livre e lactnica. Através

das formulas 1 e 2, a seguir, foram obtidos a acidez livre e a acidez lactonica.
Formula 1: Acidez livre (T;‘{—’;") = [(V = V,)) X 50 X f]/P
V = n° de mL da solu¢cdo de NaOH 0,05 N gasto na titulacédo

Vb =n° de mL de solucdo de NaOH 0,05 N gasto na titulacdo para o branco

f = fator da solucdo de NaOH 0,05 N e P = massa da amostra em g
Formula 2: Acidez lactonica (’;‘(—?) = [(10 = V) x 50 x f']/P

V =n° de mL de solugdo de HCI 0,05 N gasto na titulacdo

f* = fator da solu¢do de HC1 0,05 N e P = massa da amostra em g
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Reacédo de Fiehe

Esta reac&o é utilizada para verificar a presenca de microrganismos contaminantes
presentes no mel. Para a reacdo de Fiehe, foram pesados 5 g da amostra de mel e
acrescentou-se 5 mL de éter etilico, em seguida foi agitado vigorosamente. A camada
etérea foi transferida para um tubo de ensaio e adicionou-se 0,5 mL de solucéo cloridrica
de resorcina, deixando em repouso por 10 minutos (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA,
2008). O resultado foi considerado positivo para microrganismos quando do

aparecimento de uma coloracdo vermelha intensa.

Reagao de Lund

A reacdo de Lund € utilizada para verificar a presencga de albuminoides, proteina
natural presente apenas em méis de abelha, mas méis artificiais ndo os possuem, assim a
auséncia de albuminoides indica fraude. O teste de Lund foi realizado utilizando-se 2 g
da amostra de mel diluida em 20 mL de agua, transferiu-se para proveta de 100 mL e
adicionaram-se 5 mL de solucéo de &cido tanico 0,5% e agua até completar o volume de
40 mL. Essa preparagdo foi mantida em repouso por 24 horas. Em caso de resultado
positivo observa-se a formacdo de um precipitado (no intervalo de 0,6 a 3,0 mL)
(ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008).

Reagao de Lugol

Para atender a comercializagcdo e garantir a qualidade do mel, Zenebon et al.
(2008) recomenda a reacdo de Lugol para pesquisa da presenca de amido e dextrinas no
mel. A reacdo de Lugol é uma reacdo colorimétrica qualitativa, realizada conforme
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008). Para determinacédo, foram utilizadas 10 g
das amostras de mel diluidas com 20 mL de agua destilada. As amostras foram aquecidas
em banho-maria por uma hora, e em seguida resfriadas a temperatura ambiente. Apds
resfriadas, foi adicionado 0,5 mL da solucdo de Lugol. Quando positivo para amido e

dextrinas, uma coloracgdo azul intensa é observada.
Pesquisa de enzimas diastasicas

A diastase (alfa-amilase) é uma das enzimas presentes no mel, formada
principalmente pelas glandulas hipofaringeanas das abelhas, sendo encontrada também,
em baixa proporgéo, nos gréos de pélen. Sua funcéo é digerir a molecula de amido,

estando, possivelmente, envolvida na digestdo do polen. Para realizar essa pesquisa foi
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dissolvido 1 g de mel em 20 mL de 4gua destilada previamente fervida e resfriada a 45°C.
Em um tubo de ensaio, previamente lavado com agua fervida, adicionar 10 mL de solucgdo
de mel (ndo filtrada) e em seguida 1 mL de solucdo de amido soltuvel a 1% recém
preparada e limpida. Os demais 10 mL restantes foram guardados em outro tubo para
prova em branco realizada no final do teste. O tubo que continha a mistura com solucéo
de amido foi agitado e deixado em banho-maria a 45°C exatamente 1 h. Em 2 tubos
(branco e ensaio) foram adicionados, gotas de solucéo de lugol e observado a cor que 0
liquido desenvolveu. Quando, apds a adi¢do do lugol, a cor do liquido no tubo de ensaio
ficar mais escura que a da solucdo original do mel, isto é, de amarelo a amarelo
esverdeado ou pardo, significa que todo o amido foi sacarificado pela presenga, no mel,
de enzimas diastésicas; se, porém, o liquido torna-se azul, a sacarificacdo ndo foi
realizada, indicando auséncia ou destruicdo das enzimas diastasicas. Finalmente, se a cor
do liquido se apresenta de cor violeta forte ao violeta pardo, € um indicativo de
diminuicdo do poder diastasico que transforma o amido somente em dextrinas. 1sso
acontece em mel centrifugado onde ocorre um certo aquecimento durante o0 processo e

nas misturas de mel natural com mel artificial.

Pesquisa de corantes

A pesquisa de corantes foi realizada com adic¢éo de 2 mL de H2SO4 a 5% em 10
mL de solucdo de mel dissolvida em agua destilada. Neste procedimento o mel deve
permanecer com a coloracdo inalterada. Quando héa substancias corantes adicionadas ao

mel, a cor passa gradualmente de violeta a rosa.
Determinacdo de hidroximetilfurfural (HMF)

O conteudo de hidroximetilfurfural (HMF) foi determinado por meio do método
espectrofotométrico a 284 e 336 nm, conforme método n° 980.23 (AOAC
INTERNATIONAL, 2019). A formacdo de HMF no mel, bem como em varios outros
alimentos, deve-se a desidratacdo das hexoses catalisadas por acidos. O HMF geralmente
ndo esta presente em méis frescos. Seu contelido tende a aumentar durante o processo de
aquecimento e ao longo do tempo de estocagem, pela reacdo de Maillard, em carboidratos
ou desidratacdo catalitica &cida das hexoses. O HMF € um dos principais produtos de
degradacdo no mel, sendo o aumento de sua concentracdo influenciada pelo baixo pH,
acidez total, minerais, origem botanica, umidade, temperatura e estresse fotoquimico
(GEANA et al., 2020; SILVA et al., 2008).
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Neste experimento foram pesados com precisdo 5 + 0,001 g de mel em béquer de
50 mL e, o conteudo transferido com auxilio de 25 mL de agua destilada para um baldo
volumétrico de 50 mL. Em seguida foi adicionado 0,5 mL de solucdo de Carrez I. Logo
apos, foi adicionado 0,5 mL de solucdo de Carrez 1. O volume foi completado para 50
mL e filtrado em papel filtro, descartando os primeiros 10 mL do filtrado. 5 mL do filtrado
foi colocado em dois tubos de ensaio e adicionou-se 5 mL de agua em cada um dos tubos
(amostra) e 5 mL de bissulfito de sodio 0,2% no tubo referéncia. O material foi agitado
fortemente por 3 minutos e a absorbancia da amostra em 284 e 336 nm foi determinada

em cubeta de 1 cm.

Para o calculo do HMF das amostras a equacao a seguir foi utilizada (Férmula 3):
Formula 3: HMF mg/Kg = [(Az84 — Asze)) X 149,7 X 5] /P

P = massa da amostra em g

5 = massa nominal da amostra

126 = peso molecular do HMF

1000 = converséo de g para mg

A284 = Leitura absorbancia a 284 nm

A336 = leitura absorbancia a 336 nm

149,7 = (126 / 16830) x (1000 / 10) x (1000 / 5)

16830 = absortividade molar do HMF a 284 nm

10 = diluicdo de 5 g de mel para 50 mL

Determinacdo de agicares redutores

A solucdo de mel das amostras foi preparada pesando-se 0,7g de mel e aferindo o
volume em baldo de 100 mL com agua destilada (solucéo estoque). Para quantificacdo de
acucares redutores foi utilizado o método calorimétrico do 3,5-Dinitrosalicilico (DNS),
descrito segundo Miller (MILLER, 1959). Na analise, 0,2 mL das amostras foram diluidas
com 1,3 mL de &gua e adicionado o reagente de DNS. Esse material foi aquecido e
analisado a absorbancia do composto formado em 540 nm. A curva padréo de glicose foi

utilizada para determinacgéo das concentracOes de agucar redutor nas amostras.
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e Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Excel®. Os dados
foram analisados, em delineamento inteiramente casualizado, onde foram feitas analises
de variancia, com posterior comparacdo das diferencas entre as médias pelo teste T de

Student com intervalo de confianca de 95%.

Resultados e Discussao

e Acidez livre, lactonica, total e pH das amostras de mel

Na determinacdo da acidez livre, mel A apresentou o menor valor (14,39 + 1,2
mEqg/Kg), enquanto que o mel E apresentou uma acidez livre de 33,60 + 3,4 mEg/Kg
(Figura 1A). A ordem crescente de acidez livre estabelecida foi: mel E > mel B > mel C

> mel D > mel A.

A acidez lactonica foi de 19,23 £ 1,54, para 0 mel E. As amostras apresentaram
acidez lactdnica em ordem crescente da seguinte forma: mel E > mel D > mel B > mel A
> mel C (Figura 1B).

Valores de Acidez Total acima de 50 mEq/Kg de mel estéo fora da legislacdo para
qualidade do mel sendo reprovado. A acidez total para o mel E foi de 52,84 + 4,96
mEQ/Kg, as demais amostras de mel apresentaram valores que variaram 17,37 a 24,15
mEqg/Kg (Figura 1C). Assim, das amostras analisadas apenas a amostra de mel E
apresentou acidez total no limite de 50 mEq/Kg, como observado pelo desvio padrdo da
média. Os méis selecionados como amostras do presente trabalho foram diluidos, e o pH
também foi avaliado (Figura 1D). O pH das amostras analisadas foi 4,91 + 0,02 (mel B),
4,74 £ 0,03 (mel A), 4,68 = 0,06 (mel D), 4,52 £ 0,07 (mel E), e 4,49 + 0,04 (mel C)
(Figura 1D). A acidez do mel deve-se a presenca de acidos organicos, principalmente
acido glicénico, em equilibrio com suas lactonas. Apesar de ndo se encontrar legislado o
pH do mel pode variar entre 3,4 e 6,1 e ter um valor médio de 3,98 (AOAC
INTERNATIONAL, 2019). Dessa forma, todas as amostras apresentaram pH dentro dos
limites da legislacéo para a qualidade do mel.
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Figura 1: Acidez livre (A), acidez lactbnica (B), acidez total (C) e pH (D) de amostras
de méis comercializados em Guarapuava -Pr. Os dados representam a média = D.P. de 3

experimentos independentes.
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Fonte: Dados do autor.
e Reacdo de Fiehe, Lund e Lugol

A tabela 1 mostra os resultados obtidos para as reacdes de Fiehe, Lund e Lugol.
A reacdo de Fiehe indica presenca de microrganismos contaminantes. Observou-se que
todas as amostras desenvolveram a cor vermelha, mas apenas 3 amostras com maior
intensidade de cor (mel B, C e E = +++) tabela 1, numa escala que vai de uma cruz (+)
até cinco cruzes (+++++). O aparecimento de coloracdo vermelha indica a presenca de
Hidroximetilfurfural (HMF) que reage com a resorcina. As amostras de mel A e D
apresentaram uma leve cor vermelha (+), portanto, a cor vermelha indica mel de méa
qualidade e a intensidade do vermelho esta relacionada a quantidade de HMF presente no
mel (AOAC INTERNATIONAL, 2019; WOISKY; SALATINO, 2015).

A reacdo de Lund, que indica a presenca de albuminoides no mel de boa qualidade
apresentou resultado positivo para a proteina, sendo todos considerados méis de origem
natural. O teste de Lugol foi realizado para avaliar a presenca de amido ou dextrinas no
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mel (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008). A reacdo de lugol é um teste
colorimétrico qualitativo realizado conforme preconizado na metodologia de Zenebon et
al. (2008). Nenhuma das amostras de mel analisadas apresentaram teste positivo (Tabela
1). A presenca de corantes também foi analisada e ndo foi verificada sua presenca nas

amostras analisadas. (Tabela 1)

Tabela 1: Reagbes de Fiehe, Lund, Lugol e pesquisa de corantes em amostras de mel

comercial.
FIEHE
MEL (intensidade LUND LUGOL Corantes
da cor)
Mel A + positivo negativo negativo
Mel B +++ positivo negativo negativo
Mel C +++ positivo negativo negativo
Mel D + positivo negativo negativo
Mel E +++ positivo negativo negativo

Fonte: Dados do autor.

Embora as amostras apresentaram a presenca albuminoides (Lund positivo),
auséncia de amido e dextrinas (lugol negativo), e corantes negativo, o teste de Fiehe
demonstrou que as amostras apresentaram contaminagao por microrganismos, 0 que é
bastante comum, devido ao processo de coleta e armazenamento do mel produzido no
Brasil. Entretanto, as amostras de mel B, C e E apresentaram-se com uma maior

contaminacédo do mel.

e Enzimas diastasicas

A presenca da enzima diastase (alfa-amilase), indica que o mel é verdadeiro, pois,
ela é produzida pelas glandulas hipofaringeanas das abelhas e por esse motivo é
encontrada no mel, sua funcdo é digerir todo o amido (DONER, 2003). Para realizar esse
teste foi adicionado as amostras o corante lugol, substancia composta por iodo e iodeto
de potéssio. O iodo € capaz de se inserir no meio das moléculas de amido, em particular
na molécula de amilose, desenvolvendo uma coloracdo azul intensa tipica. Nas amostras
analisadas verificou-se a formacdo de uma cor amarela a amarelo esverdeado claro,

indicando que todo o amido foi digerido pela presenca, no mel, de enzimas diastasicas.

PESQUISAS EM BIOQUIMICA E ENZIMOLOGIA, 12 Edigio. EDITORA SCIENCE — 2023

10



CAPITULO 1 - CASTRO; COSTA; BRAGUINI. AVALIAGAO DA QUALIDADE DE MEL COMERCIAL DE GUARAPUAVA
—PR.

Desta forma, é possivel concluir que nas amostras analisadas ha a presenca de enzimas
diastésicas.

Figura 2: Fotografia representativa da pesquisa de enzimas diastasicas nas amostras de

mel comercial.
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Fonte: Dados do autor.
e Pesquisa de hidroximetilfurfural

A formacédo de HMF no mel, bem como ocorre em varios alimentos, ocorre devido
a desidratacdo das hexoses catalisadas por acidos, HMF nao esta presente em mel fresco.
Mas aumenta durante o aquecimento e estocagem pela reacéo de Maillard. O aumento da
concentracdo é influenciada pelo baixo pH, acidez total, minerais, origem botanica,
umidade, temperatura e estresse fotoquimico (AOAC INTERNATIONAL, 2019).

A figura 3 mostra os valores de HMF (mg/Kg). Das amostras analisadas o mel A
e o mel E apresentaram 0s maiores valores, 82,2 = 10,6 e 79,9 =+ 9,3 mg/Kg,
respectivamente, O mel B, mel C e mel D apresentaram valores entre 60 e 70 mg/Kg de
HMF. Segundo a Portaria 6 de 25 de julho de 1985 do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento da Secretaria de Inspe¢cdo de Produto Animal, os limites para mel
comercial de mesa ¢ 60 mg/Kg (BRASIL, MINISTERIO DA AGRICULTURA, 1985).
Apenas a amostra de mel B apresentou valores dentro do desvio padrédo: 64,3 + 9,8 mg/Kg
de HMF. A metodologia indicada pela legislacdo brasileira consiste na verificacdo do
HMF utilizando o método espectrofotométrico a 284 e 336 nm, conforme o método
980.23 da AOAC - Associacao oficial de Quimicos agricolas dos EUA (1998). Os dados
obtidos neste estudo mostram que as amostras estdo aquém do valor previsto na Portaria
n° 6 de 1985.
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Figura 3: Quantidade de hidroximetil-furfural nas amostras de mel avaliadas. Os dados
representam a média + D.P. de 3 experimentos independentes.
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Fonte: Dados do autor.

e Acucar redutor

O teste de acucares redutores no mel é realizado para identificar possiveis
adulteragdes, como adicdo de sacarose ou outros agucares ndo redutores, de acordo com
0 metodo colorimétrico 3,5-Dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (MILLER, 1959).
A quantidade permitida pela Instrucdo Normativa n°® 11 do Ministério da Cultura e
Abastecimento é um valor inferior a 65 g/100g ou 0,65 g de agucar redutor/g de mel. A
quantidade foi determinada pela leitura de absorbancia do composto formado em 540 nm,
com auxilio da curva padrdo de glicose em pg/mL. Pelos dados mostrados na figura 4, os
valores de acUcar redutor foram 543,9 pg/mL (mel A), 462,85 pg/mL (mel B), 562,17
pg/mL (mel C), 576,26 pg/mL (mel D), e 549,89 pug/mL (mel E). Como as amostras
foram diluidas na concentracdo de 7 mg/mL e 200 pL foram utilizados nas determinacdes,
as quantidades obtidas foram: 0,39 (mel A), 0,33 (mel B), 0,40 (mel C), 0,41 (mel D) e
0,39 (mel E) g/g (gramas de acucar redutor por grama de mel). Pelos valores obtidos,
nenhuma das amostras apresentaram valores de agucar redutor fora do estabelecido pela
Instrucdo Normativa n® 11 do Ministério da Cultura e Abastecimento (BRASIL, 2000).
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Figura 4: Quantidade de acUcar redutor presente nas amostras de mel. Os dados

representam a média de 3 experimentos independentes  D.P.
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Fonte: Dados do autor.

Consideragoes Finais

As amostras avaliadas mostraram ndo apresentar corantes, entretanto, a presenca de
microrganismos foi detectada pela reacdo de Fiehe, com maior intensidade nas amostras
C, D e E. A presenca de proteinas tipo albumina (albumindides) foi comprovada,
determinando, por outro pardmetro, uma boa qualidade do mel, além da presenca de
enzimas diastasicas, que digerem o amido extraido do grdo de polen. As amostras
apresentaram altos valores para 0 HMF. A formacdo de HMF no mel esta relacionada a
desidratacdo de hexoses como a glicose catalisada por &cidos. Sua presenca indica que
ndo se trata de méis frescos. Entre os inimeros fatores que podem contribuir para o
acimulo de HMF estdo a origem botanica, a umidade, a temperatura € 0 estresse
fotoquimico sofrido pelo mel. Além desses fatores, 0 aumento de HMF também acontece
pelo baixo pH e acidez total do mel. Todas as altera¢fes encontradas nas amostras de mel
demonstram que as operacgdes de extracao, filtracdo, decantacdo, classificacdo, envase e
estocagem podem estar & margem da legislagdo brasileira. Nesse sentido, embora foram
avaliadas apenas 5 amostras comerciais, sugere-se que se providencie melhores condicdes
de fiscalizac@o na obtencéo e envase deste alimento.
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Resumo

A ozonioterapia €é utilizada em uma ampla gama de condig¢des clinicas, incluindo infeccbes bacterianas e
virais, doencas inflamatdrias cronicas, doencgas autoimunes, distirbios musculoesqueléticos e recentemente
no tratamento de cancer. Esta abordagem terapéutica utiliza o 0zénio, um gas composto por trés atomos de
oxigénio, para tratar diversas condi¢des de saude e, no contexto do céncer, tem sido explorada como uma
terapia complementar, com a ideia de que o ozbnio pode ajudar a melhorar a oxigenagdo dos tecidos,
potencialmente fortalecer o sistema imunolégico e aumentar a eficicia de outros tratamentos. Esta revisdo
aborda a terapia como uma modalidade promissora e cada vez mais importante na pesquisa oncoldgica,
explorando minuciosamente sua aplicacdo no contexto do céncer. Tendo em vista suas propriedades
terapéuticas e a crescente utilizacdo clinica, a 0zonioterapia mostra-se hoje como um promissor e inovador
campo de estudo e investigagdo no dmbito do tratamento oncoldgico, com implicagdes significativas para
melhorar a qualidade de vida dos pacientes e abrir novas perspectivas para a cura. Os objetivos desta revisao
sistematica foram analisar e sintetizar as evidéncias cientificas existentes sobre a eficacia da ozonioterapia
no tratamento do céncer, identificar lacunas no conhecimento e oferecer recomendacfes para pesquisas
futuras. Além disso, buscou-se fornecer insights importantes para profissionais de salde e pacientes que
consideram a ozonioterapia como parte do tratamento oncoldgico.

Palavras-Chave: Ozonioterapia. Oncologia. Propriedades terapéuticas. Estudos Clinicos. Eficacia no
Cancer.

Abstract

Ozone therapy is used in a wide range of clinical conditions, including bacterial and viral infections, chronic
inflammatory diseases, autoimmune diseases, musculoskeletal disorders and recently in the treatment of
cancer. This therapeutic approach uses ozone, a gas composed of three oxygen atoms, to treat various health
conditions and, in the context of cancer, has been explored as a complementary therapy, with the idea that
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ozone can help improve oxygenation. tissues, potentially strengthening the immune system and increasing
the effectiveness of other treatments. This review addresses therapy as a promising and increasingly
important modality in oncology research, thoroughly exploring its application in the context of cancer. In
view of its therapeutic properties and growing clinical use, ozone therapy today appears to be a promising
and innovative field of study and research within the scope of oncological treatment, with significant
implications for improving patients' quality of life and opening new perspectives for the cure. The
objectives of this systematic review were to analyze and synthesize existing scientific evidence on the
effectiveness of ozone therapy in the treatment of cancer, identify gaps in knowledge and offer
recommendations for future research. Furthermore, we sought to provide important insights for healthcare
professionals and patients who consider ozone therapy as part of oncology treatment.

Keywords: Ozone therapy. Oncology. Therapeutic properties. Clinical Studies. Effectiveness in Cancer.

Introducédo

O uso do ozbnio na medicina é baseado em sua capacidade de induzir respostas
fisioldgicas benéficas no corpo humano. Estudos tém demonstrado que a administracdo
controlada de ozbnio pode levar a melhoras significativas em condi¢des infecciosas,
inflamatorias e degenerativas. Além disso, a ozonioterapia € conhecida por ser um
tratamento complementar que pode ser integrado a diversas outras modalidades
terapéuticas. A aplicacdo do 0z6nio na medicina esta enraizada em sua capacidade unica
de interagir com os sistemas bioldgicos, promovendo a oxigenacdo dos tecidos e a
ativacao de vias bioquimicas essenciais para a regeneracao e reparo celular, e pode ser
administrado por meio de varias vias, incluindo inje¢cdes intramusculares, intravenosas,
e aplicacdo tépica, dependendo da condicdo a ser tratada (De Sire et al., 2021; Pivotto
et al., 2020).

O mecanismo de ac¢do do ozénio no corpo humano é multifacetado e envolve
varias vias bioquimicas. Quando administrado em doses terapéuticas, 0 0zonio pode
induzir a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e lipoperoxidos, que atuam
como sinalizadores celulares. Esses compostos podem modular a atividade de proteinas,
enzimas e outros mediadores bioldgicos, resultando em efeitos terapéuticos diversos.
Estudos demonstraram que a ozonioterapia pode aumentar a atividade de enzimas
antioxidantes, como a superdxido dismutase (SOD) e a catalase, protegendo as células
contra danos oxidativos, e ainda melhorar a oxigenagdo dos tecidos, aumentar a
circulacdo sanguinea e modular a resposta imune. Além dos efeitos antioxidantes e anti-
inflamatdrios, o 0zonio também pode influenciar a biogénese mitocondrial, melhorando
a eficiéncia energética das células (EI Meligy et al., 2023; Travagli, lorio, 2023; Ogut,

Armagan, 2023).
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Embora existam pesquisas e relatos clinicos que sugiram beneficios, como a
reducdo de inflamacgdes e a melhoria da qualidade de vida dos pacientes, é importante
notar que a ozonioterapia ndo € um tratamento convencional para o cancer isoladamente
e ndo deve substituir terapias estabelecidas, como a quimioterapia, radioterapia ou
imunoterapia. A utilizacdo do o0z6nio no tratamento do cancer ainda € um campo de
estudo em desenvolvimento, e os resultados podem variar. E fundamental que os
pacientes consultem profissionais de satde qualificados para obter orientacGes baseadas
em evidéncias e considerar a ozonioterapia como uma opc¢do complementar, se

apropriado a cada caso.

Metodologia

A contextualizagéo e justificativa deste estudo foi explorar a situagdo atual do
tratamento frente aos varios tipos de tumores sélidos, destacando os desafios e limitacdes
dos tratamentos convencionais. Além disso, foi apresentada a relevancia da ozonioterapia
como uma abordagem potencialmente promissora, motivando a necessidade de uma
revisdo sistematica para avaliar criticamente as evidéncias disponiveis.

A metodologia adotada para esta revisao sistematica incluiu a selecdo criteriosa
de estudos relevantes dos ultimos cinco anos em bases de dados sciELO, ScienceDirect,
Pubmed, e MDPI Journals, nos quais a avaliacdo da qualidade metodoldgica e a sintese
dos dados foi previamente feita pelo fator de impacto dos artigos selecionados,
majoritariamente em lingua inglesa, seguido de periédicos em lingua portuguesa. Foi
realizada uma busca abrangente na literatura cientifica utilizando os descritores
“tratamentos do cancer”, “ozonioterapia e cancer”’, “ozonioterapia in Vitro”,
“ozonioterapia modelo animal”, “bases moleculares o0z6nio”, “ozone molecular
pathways”, “ozone anticancer effect” e “ozone therapy” para identificar pesquisas
relevantes, seguida de uma analise critica e leitura detalhada de abstracts de 76 artigos,
foi precedida entdo a escolha dos 24 artigos que compdem este estudo para uma

abordagem transparente na apresentacdo dos achados.

Mecanismos de A¢ao do Ozdnio no Contexto do Cancer

A ozonioterapia no contexto do cancer atua por meio de diferentes mecanismos
benéficos ao combate dessa doenga complexa e devastadora. Um dos principais efeitos
dessa terapia € a ativacdo da resposta imune do organismo, fortalecendo as defesas do

corpo contra as celulas cancerigenas (De Oliveira Macedo et al., 2022). Adicionalmente,
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a ozonioterapia induz a apoptose em células cancerigenas, ou seja, promove a morte
celular programada das células malignas, interrompendo o crescimento tumoral de forma
efetiva. Com isso, a disseminagdo do cancer é controlada e a sobrevida do paciente pode
ser significativamente melhorada (Dristig, 2024). Outro aspecto importante ¢é a
capacidade do oz6nio em modular a expressédo de genes relacionados ao cancer. Essa
modulacdo genética pode levar a uma reducdo na progressdao da doenca, além de
proporcionar um ambiente menos favoravel para o desenvolvimento e proliferacdo das
células malignas (Van Der Linden et al., 2023). Concomitantemente, a ozonioterapia €
capaz de reduzir a inflamacdo no microambiente tumoral, o que contribui para diminuir
os danos causados pelos tumores e melhoria da qualidade de vida dos pacientes. Essa
reducdo na inflamagao tambem pode ajudar a diminuir a resisténcia das células tumorais
a quimioterapia e radioterapia, aumentando a eficacia desses tratamentos e possibilitando
melhores resultados na luta contra o cancer (Zangrande, 2023). Os efeitos da
ozonioterapia sdo fundamentais para compreender o seu potencial terapéutico no
tratamento do céncer. Com base nessas descobertas, € possivel desenvolver abordagens
terapéuticas inovadoras, que combinem a ozonioterapia com outros tratamentos
convencionais, visando maximizar os resultados e melhorar o prognéstico dos pacientes
(Frisso et al., 2022).

Diante do exposto, conclui-se que a ozonioterapia apresenta um grande potencial
como terapia complementar no tratamento do cancer. Seus diversos mecanismos de agao
sdo capazes de atuar em diferentes estagios da doenca, proporcionando beneficios
importantes para os pacientes. Com pesquisas continuas e investimentos na area, a

ozonioterapia pode se tornar uma opcdao terapéutica promissora no combate ao cancer.

Evidéncias Cientificas sobre a Efetividade da Ozonioterapia no

Tratamento do Cancer

A ozonioterapia tem sido alvo de numerosos estudos cientificos rigorosos que
visam avaliar sua efetividade no tratamento do céancer. E as evidéncias até 0 momento
tém apontado resultados promissores e encorajadores. Estudos in vitro, por exemplo, tém
demonstrado de maneira consistente que o 0zénio possui a capacidade de induzir a morte
seletiva de células cancerigenas, inibindo seu crescimento e proliferacdo maligna de
forma significativa. Adicionalmente, os estudos pré-clinicos conduzidos em modelos

animais tém apresentado resultados igualmente impressionantes. Eles tém demonstrado
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repetidamente que a ozonioterapia € capaz de reduzir o tamanho dos tumores tratados,
bem como restringir a sua multiplicacdo descontrolada. Além disso, esses estudos tém
evidenciado uma notdria diminuicdo na vascularizagdo das células tumorais, o que é
fundamental para o seu crescimento e invasdo em outros tecidos. Tais descobertas
sugerem fortemente que a ozonioterapia pode desempenhar um papel crucial no combate
eficaz ao cancer (Van Der Linden et al., 2023; Suzuki-Karasaki et al., 2023; Yildirim et
al., 2022; Cappellozza et al., 2021; Luongo et al., 2020).

Ensaios clinicos realizados em humanos apenas corroboram essas conclusoes.
Pesquisas com pacientes diagnosticados com cancer e submetidos ao tratamento com
0zoOnio tém fornecido evidéncias claras de que a ozonioterapia possui um potencial
terapéutico notavel. Os resultados tém mostrado consistentemente a reducao significativa
dos sintomas associados ao céncer, trazendo alivio e melhorando substancialmente a
qualidade de vida dos pacientes. Além disso, um estudo clinico apontou para um aumento
surpreendente na sobrevida dos pacientes que receberam a terapia com 0zbnio (De
Oliveira, 2024).

Com base nessas informacdes cientificas sélidas e promissoras, € certo afirmar
que a ozonioterapia apresenta-se como uma abordagem terapéutica altamente valida e
esperancosa no tratamento do cancer. E imperativo que mais pesquisas sejam realizadas
para elucidar completamente o mecanismo de acdo da ozonioterapia e explorar todo o seu
potencial terapéutico. No entanto, o caminho até agora percorrido nos permite vislumbrar

um futuro promissor para essa forma de tratamento inovadora.

Estudos /in vitro

Os estudos in vitro realizados até 0 momento sobre a efetividade do tratamento do
cancer por meio da ozonioterapia tém apresentado resultados promissores. A
ozonioterapia, por meio da aplicacdo de ozonio, demonstrou a capacidade de induzir a
apoptose, também conhecida como morte programada, nas células cancerigenas. Essa
acdo inibiu o crescimento e a proliferacdo dessas células, o que é extremamente relevante
no combate ao cancer. Além disso, 0s estudos apontam que 0 0z6nio possui efeitos
antitumorais em diversos tipos de linhagens celulares, o que reforca ainda mais o seu
potencial terapéutico contra o cancer. Esses resultados revelam uma alternativa
promissora para o tratamento da doenca, podendo complementar ou até mesmo substituir
as terapias convencionais disponiveis atualmente. Ademais, evidenciam a necessidade de

mais estudos clinicos para validar os resultados obtidos (Li et al., 2021;Yildirim et al.,
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2022; Baeza-Noci, Pinto-Bonilla, 2021). E importante ressaltar que tais estudos ainda
estdo em fase inicial e, portanto, sdo necessarias pesquisas e ensaios clinicos para se obter
mais informacdes e comprovar a eficicia e seguranca dessa terapia. Diante dos potenciais
beneficios e resultados promissores encontrados até o momento, é fundamental que a
comunidade cientifica e os profissionais da area da salde continuem investigando e

explorando a ozonioterapia como uma op¢ao terapéutica no tratamento do cancer.

Estudos pré-clinicos em Modelos Animais

Estudos pre-clinicos em modelos animais tém fornecido evidéncias relevantes e
conclusivas sobre a efetividade e eficacia da ozonioterapia no tratamento do cancer. Os
resultados obtidos até o momento demonstram de forma consistente e significativa a
reducdo substancial no tamanho e multiplicagéo de tumores em animais submetidos ao
tratamento com ozonio. Além disso, observou-se uma marcante diminuicdo na
vascularizacdo das células tumorais, 0 que indica um impacto promissor no combate ao
cancer (Baeza-Noci, Pinto-Bonilla, 2021; Yildirim et al., 2022; Li, Pu, 2024). A partir
desses achados, é possivel inferir sobre o potencial terapéutico da ozonioterapia no
contexto do céancer, estabelecendo uma nova abordagem no campo da oncologia. A
ozonioterapia surge como uma alternativa promissora e complementar aos tratamentos
convencionais existentes, proporcionando uma opc¢do mais eficiente e menos invasiva
para 0s pacientes. Com avancos continuos na area da oncologia, é possivel vislumbrar um
cenario no qual a ozonioterapia se torne uma terapia consolidada e amplamente utilizada,
proporcionando melhores resultados e uma maior qualidade de vida para os individuos

acometidos.

Ensaios clinicos em humanos

Os poucos ensaios clinicos realizados em seres humanos tém fornecido evidéncias
solidas e substanciais sobre a efetividade e eficacia da ozonioterapia no tratamento do
cancer. Pacientes que se submeteram ao tratamento com ozénio relataram uma notavel e
significativa reducdo de sintomas associados a doenca, experimentaram uma melhora
consideravel em sua qualidade de vida e, o mais importante, obtiveram um notdvel
aumento na sobrevida (Tahmasebi et al., 2021; Costanzo et al., 2020; Clavo et al., 2021).

Embora essas descobertas sejam extremamente encorajadoras, € importante

destacar que a ozonioterapia deve ser utilizada em conjunto com os tratamentos medicos
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convencionais, sempre sob a supervisdo de profissionais de saude qualificados e
experientes. Essa abordagem terapéutica promissora pode revolucionar a maneira como
lidamos com o cancer, oferecendo uma abordagem mais abrangente e holistica para o
cuidado do paciente, que visa ndo apenas combater a doen¢a, mas também melhorar a

qualidade de vida e proporcionar uma maior chance de recuperagao.

Ozonioterapia como Terapia Complementar no Cancer

A ozonioterapia tem sido amplamente utilizada como uma terapia complementar
no tratamento do cancer. Seu objetivo principal € potencializar os efeitos dos tratamentos
convencionais, proporcionando beneficios significativos aos pacientes. A administracdo
de ozonio durante o processo terapéutico demonstrou ser eficaz na reducdo dos efeitos
colaterais dos tratamentos convencionais, como a quimioterapia e a radioterapia. Além
disso, essa terapia alternativa tem a capacidade de melhorar a resposta imunolégica dos
pacientes, fortalecendo seu sistema de defesa contra as células cancerigenas (Karagulle,
Yurttas, 2022). Ao integrar a ozonioterapia de forma segura e supervisionada por
profissionais de salde especializados no contexto oncoldgico, é possivel garantir que ndo
haja interferéncia negativa no tratamento convencional. Pelo contréario, essa terapia pode
maximizar os beneficios obtidos, contribuindo para a melhoria da qualidade de vida dos
pacientes.

E importante destacar que cada paciente € Unico e apresenta caracteristicas
individuais, portanto, é fundamental contar com profissionais qualificados que possam
elaborar um protocolo personalizado, levando em consideracdo as necessidades
especificas de cada caso (Li, Pu, 2024).

A seguranca dos pacientes é prioritaria, e por isso é crucial que a ozonioterapia
seja supervisionada por profissionais capacitados. Esses profissionais irdo avaliar
cuidadosamente cada paciente, levando em consideracdo seu quadro clinico, historial
médico, estado de saude atual e outros fatores relevantes para determinar a melhor
abordagem terapéutica. Além disso, é necessario manter um acompanhamento rigoroso
do paciente, o que envolve a realizacdo de exames regulares e avaliagdes clinicas. Dessa
forma, podemos monitorar de perto os efeitos do tratamento e, se necessario, ajustar a
terapia para obter resultados ainda mais eficazes. Essa abordagem cuidadosa e
individualizada é fundamental para alcancar a melhor qualidade de vida possivel para
cada paciente.

PESQUISAS EM BIOQUIMICA E ENZIMOLOGIA, 12 Edi¢&o. EDITORA SCIENCE — 2024

22



CAPITULO 2 — CABRAL. OZONIOTERAPIA E CANCER: UMA REVISAO SISTEMATICA ATUAL.

Perspectivas Futuras e Desafios em Pesquisas sobre Ozonioterapia e

Cancer

As perspectivas futuras para a pesquisa em ozonioterapia e cancer sdo promissoras
e oferecem varias oportunidades de avanco na area. Uma das areas de investigacdo em
destaque € a busca por novas aplicacdes terapéuticas do 0zénio. Além do uso tradicional,
existe um esfor¢o continuo para desenvolver métodos que possibilitem a administracéo
localizada do 0zdnio em tumores especificos, visando maximizar sua eficacia terapéutica
(Cappellozza et al., 2021; Li, Pu, 2024). Outra vertente promissora é a combinacdo da
ozonioterapia com outras terapias. Acredita-se que a utilizagdo conjunta de diferentes
abordagens terapéuticas possa potencializar os efeitos benéficos do 0zonio no combate
ao cancer. Portanto, estdo sendo conduzidos estudos para avaliar a sinergia entre a
ozonioterapia e outras intervengfes, como imunoterapia e terapia alvo (Yanchu et al.,
2023; Szklener et al., 2023).

Paralelamente, é essencial o desenvolvimento de protocolos personalizados para
a ozonioterapia. Cada paciente possui caracteristicas individuais, e considerar esses
aspectos ao estabelecer o tratamento com 0z0Onio pode tornar a terapia mais eficaz e
segura. Pesquisadores estdo trabalhando para identificar marcadores individuais que
possam indicar a resposta de um paciente ao tratamento com ozénio, permitindo a
personalizacdo dos protocolos terapéuticos (Baeza-Noci, Pinto-Bonilla, 2021). No entanto,
é importante ressaltar que existem desafios a serem superados nesse campo de pesquisa.
A realizacdo de estudos abrangentes de longo prazo é fundamental para avaliar a eficacia
e seguranca da ozonioterapia. E necessario acompanhar os pacientes por um periodo
significativo de tempo para obter conclusdes confiaveis sobre os resultados do tratamento
a longo prazo. H& ainda a necessidade de realizar ensaios clinicos multicéntricos que
envolvam a participacao de diversos centros de pesquisa e sdo essenciais para estabelecer
evidéncias mais robustas sobre o potencial terapéutico da ozonioterapia. Ao conduzir
testes em diferentes ambientes clinicos e com uma amostra maior de pacientes, 0s
resultados obtidos serdo mais representativos e confiaveis (Baeza-Noci, Pinto-Bonilla,
2021; Yildirim et al., 2022).
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Consideragdes Finais e Recomendagdes para Pratica Clinica

As evidéncias cientificas atuais mostram que a ozonioterapia pode oferecer
beneficios adicionais no tratamento do céncer, principalmente como terapia
complementar. No entanto, é crucial que os medicos e profissionais de satde considerem
a seguranca e os efeitos adversos potenciais ao recomendar a ozonioterapia para pacientes
oncoldgicos. Recomendamos que futuras pesquisas visem a realizacdo de estudos
longitudinais e multicéntricos para avaliar a eficacia a longo prazo, as possiveis sinergias
com outras terapias e a integracdo com tratamentos convencionais. Além disso, €
essencial que protocolos padronizados sejam estabelecidos para garantir a consisténcia e

a seguranca da pratica clinica da ozonioterapia em pacientes com cancer.
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Resumo

A alanina e a beta-alanina sdo aminodacidos essenciais, com importantes aplicagdes em diversos setores,
como suplementos alimentares e farmacéutica. A alanina é vital para o metabolismo energético e a sintese
proteica, enquanto a beta-alanina, amplamente usada em suplementos como produtos esportivos e
nutricionais. Portanto, a andlise desses aminoacidos torna-se fundamental para assegurar a eficacia
garantindo a seguranca dos consumidores quanto ao seu uso. Neste capitulo, apresenta-se uma abordagem
associando a cromatografia em camada delgada com a espectroscopia de absorcdo no infravermelho
visando separar, identificar e caracterizar esses aminoacidos padrdes de uma mistura homogénea. A
cromatografia € uma técnica amplamente empregada para andlises qualitativas de compostos organicos e
que permite uma separacao eficaz, enquanto a espectroscopia de infravermelho identifica com precisdo
grupos funcionais, evidenciando suas diferencas estruturais. De acordo com os resultados para as anélises
cromatografica ficou evidenciado que uma separacdo adequada foi obtida com o uso de acetona e alcool
como solvente de eluigdo, a revelagdo dos spots na placa cromatografica foi bem-sucedida usando a
ninidrina como solucéo reveladora. Apés a separacdo por cromatografia foi feito a caracterizacdo destes
grupos presentes nesses aminoacidos padrdo por uso da espectroscopia de refletancia no infravermelho. A
presenca das bandas principais como: 3200-3400 cm™: estiramento N-H (grupo amina), ~1700 cm™:
estiramento C=0 (grupo carboxila) e ~1400 cm™: deformagdo O-H (grupo carboxila), entre outras que séo
discutidas auxiliaram no processo de identificacdo e caracterizacdo dos compostos. Desta forma, 0s
resultados das analises comprovam que essa metodologia é pratica e acessivel, oferecendo uma analise
confidvel. A associacdo de ambas as técnicas, cromatografia e espectroscopia no infravermelho,
proporciona uma ferramenta Gtil para aplicagdo no campo de analises quimica e bioquimica de aminoacidos
podendo ser estendida para outros padrfes destas biomoléculas ap6s serem testadas.

Palavras-Chave: cromatografia, amimoacidos, infravermelho, anélises, biomoléculas
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Abstract

Lorem ipsum carrots. Yet there are people we may be able to do all So do not never is? It is best to choose
Alanine and Beta-Alanine are essential amino acids with significant applications across various sectors,
including dietary supplements and pharmaceuticals. Alanine is vital for energy metabolism and protein
synthesis, while beta-alanine is widely used in supplements, particularly in sports and nutritional products.
Therefore, analyzing these amino acids is essential to ensure efficacy and consumer safety in their use. This
chapter presents an approach combining thin-layer chromatography (TLC) and infrared absorption
spectroscopy to separate, identify, and characterize these standard amino acids from a homogeneous
mixture. Chromatography is a widely used technique for qualitative analysis of organic compounds,
enabling effective separation, while infrared spectroscopy precisely identifies functional groups,
highlighting structural differences. The chromatographic analysis results showed successful separation
using acetone and alcohol as the elution solvent, with clear spot revelation on the chromatographic plate
using ninhydrin as the developing solution. After chromatographic separation, the characterization of these
amino acids’ functional groups was performed using infrared reflectance spectroscopy. Key bands
identified include: 3200-3400 cm™ for N-H stretching (amine group), ~1700 cm™ for C=O stretching
(carboxyl group), and ~1400 cm™ for O-H bending (carboxyl group), among others discussed, which
assisted in the identification and characterization process. These analysis results demonstrate that this
methodology is practical and accessible, offering reliable analysis. The association of both chromatography
and infrared spectroscopy provides a useful tool for chemical and biochemical amino acid analysis, with
potential extension to other biomolecule standards following further testing.

Keywords: Chromatography, aminoacids, infrared spectroscopy, analysis, biomolecules

Introducédo

A andlise de amino&cidos, como alanina e beta-alanina, € de grande importancia
na bioquimica e na fisiologia humana devido ao papel essencial dessas moléculas no
metabolismo energético e no funcionamento muscular. A alanina, um aminoacido nao
essencial, participa ativamente no ciclo de Cori, onde se converte a partir do piruvato para
produzir glicose, sendo crucial durante periodos de jejum ou exercicios fisicos intensos
(Gomez et al., 2019). Além disso, a alanina desempenha um papel fundamental na
transferéncia de nitrogénio, um processo vital para o equilibrio &cido-base no organismo.
J& a beta-alanina, aminoécido ndo proteico, € precursora da sintese de carnosina, um
dipeptideo encontrado nos musculos esqueléticos que atua como um tampdo contra a
acidez gerada durante exercicios intensos, retardando a fadiga muscular (Gleeson, 2008).

A alanina e a beta-alanina (Figura 01) tém ganhado destaque ndo apenas nas
analises bioquimicas, mas também como suplementos nutricionais, especialmente no
contexto esportivo e farmacéutico. A beta-alanina, em particular, € amplamente utilizada
como suplemento devido ao seu efeito na sintese de carnosina, que ajuda a retardar a
fadiga muscular durante exercicios intensos, tornando-a uma opgao popular entre atletas
de resisténcia e forca (Baguet et al., 2010). A suplementacdo com beta-alanina tem

mostrado melhorar o desempenho em atividades de alta intensidade, como sprints e
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levantamento de peso, alem de ser utilizada para aumentar a capacidade de trabalho
muscular (Harris et al., 2006). No campo farmacéutico, a alanina tem sido investigada
por suas propriedades em tratamentos de doengas metabdlicas, como diabetes tipo 2,
devido ao seu papel na regulagéo da glicose e no metabolismo do nitrogénio (Gomez et
al., 2019). Ambos os aminodcidos, devido aos seus efeitos no metabolismo e no
desempenho muscular, tém sido incorporados em diversas formulagdes de suplementos
alimentares e medicamentos, com potencial terapéutico crescente.

Figura 01: Estruturas quimicas da (a) alanina e (b) beta-alanina.

O NHz @ NH2
- Y
CH,
HO H (a) OH (b)

Fonte: o autor.

As metodologias analiticas mais comuns para a quantificacdo de alanina e beta-
alanina incluem a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia em
camada delgada (CCD) e espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida (LC-
MS). A HPLC, que envolve a separacdo das substancias em uma coluna cromatografica,
é amplamente utilizada por sua alta eficiéncia e precisdo, especialmente quando acoplada
a deteccdo por espectrometria de massas, oferecendo uma analise detalhada e sensivel
desses compostos, mesmo em concentracdes baixas (Zhang et al., 2016). A técnica de
CCD, embora menos sensivel, continua sendo Util para a identificacdo qualitativa em
estudos preliminares, utilizando a reagcdo com ninhidrina, que gera um complexo colorido
com os aminodcidos (Rios et al., 2018).

Além da HPLC, a espectrofotometria também € frequentemente aplicada, sendo
uma técnica simples e rapida para a analise de aminoacidos. A derivatizacdo com
ninhidrina, que reage com 0 grupo amino dos compostos, resulta na formagdo de um
complexo colorido cuja intensidade pode ser correlacionada com a concentracdo do
aminoacido na amostra (Swagerty et al., 2005). Embora a espectrofotometria seja menos
precisa que a HPLC e a LC-MS, ela continua sendo uma opg&o viavel para laboratdrios
com menos recursos, sendo especialmente Gtil em andlises de rotina e em amostras com
concentragcdes mais altas de aminoacidos.

Desta maneira, a anélise de alanina e beta-alanina é crucial em varias areas da

pesquisa biomédica e esportiva, desde a investigagcdo de distirbios metabdlicos até a
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otimizacdo da performance fisica. A escolha da técnica analitica depende do objetivo do
estudo e dos recursos disponiveis, com a HPLC e LC-MS, enquanto a CCD e a
espectrofotometria sdo alternativas Uteis em contextos mais simples e seguras. Neste
trabalho, foi empregado as técnicas de cromatografia em camada delgada e
espectroscopia no infravermelho como objeto de estudo nas analises de alanina e beta-

alanina padrdes.

Metodologia

e Procedéncia

Os espectros de infravermelho (IV) apresentados foram obtidos em um
espectrofotbmetro da marca Bruker, operando em modo de refletancia. A andlise foi
realizada em uma placa de cromatografia em camada delgada (CCD) de silica. Tanto o
equipamento quanto os materiais utilizados fazem parte do laboratério da Universidade
do Estado de Minas Gerais (UEMG/Ub4).

e Preparo das solu¢des e cromatografia em camada delgada

Para o preparo das solucGes de concentracdo 0,5 M iniciou-se pesando a
quantidade exata de cada soluto necessario para alcancgar essa concentracéo e diluindo-o
em agua destilada até atingir o volume final desejado. Cada aminoacido foi calculado
com base na férmula de concentracdo molar, onde a massa foi obtida multiplicando-se a
molaridade (0,5 mol/L) pela massa molar do composto especifico e pelo volume desejado
em litros. Para a alanina, pesou-se a massa exata do composto em uma balanca analitica,
seguida pela dissolucdo em agua destilada em um baldo volumétrico, completando o
volume até a marca final para obter a solucdo na concentracdo desejada. O mesmo
procedimento foi repetido para a beta-alanina e para o triptofano, garantindo que cada
aminoéacido estivesse corretamente dissolvido e padronizado na concentracdo de 0,5 M.

Em seguida, preparou-se a fase movel utilizando uma mistura de acetona e alcool
na proporcdo 1:1. Misturou-se 50% de acetona com 50% de alcool em um frasco limpo,
agitando bem para homogeneizar, e transferiu-se exatamente 2 mL dessa fase mdvel para
o fundo da camara de desenvolvimento, ajustando a altura do liquido para que
permanecesse abaixo da linha de aplicacdo das amostras na placa de silica gel. Assim,
garantiu-se a padronizacéo das solucdes dos aminoacidos e a preparacdo adequada da fase
movel, itens fundamentais para a reprodutibilidade e precisdo no desenvolvimento da

analise cromatografica.
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Primeiramente, foi marcada a placa de cromatografia em camada delgada (CCD).
Com um lépis, desenhou-se uma linha reta cerca de 0,5 cm da base da placa de silica gel,
que serviu como a linha de aplicacdo das amostras. Em seguida, marcou-se 0,5 cm da
parte superior da placa, que foi a linha de chegada da fase movel. Para a aplicacdo das
amostras, utilizou-se um capilar ou micropipeta para aplicar uma pequena quantidade de
cada solugdo nos pontos previamente marcados na placa de silica gel. Tomou-se o
cuidado para que as aplicagdes ndo sobrecarregassem a placa, deixando uma distancia
adequada entre uma aplicacéo e outra. A ordem de aplicacéo das amostras foram: alanina,
beta-alanina e triptofano.

Apos a aplicacéo, preparou-se o solvente (eluente), misturando acetona e &lcool
na proporcéo de 1:1. Utilizou-se a micropipeta para colocar 2 mL dessa mistura no fundo
da camara de desenvolvimento, garantindo que o nivel do solvente ficasse abaixo da linha
de aplicacdo das amostras. Colocou-se a placa de CCD na camara de desenvolvimento
com o auxilio de uma pinga, posicionando-a na vertical, de modo que a linha de base ndo
tocasse diretamente o solvente. Apds fechar a cdmara, o solvente subiu pela placa até
alcancar a linha de chegada marcada. Quando o solvente atingiu a linha de chegada,
retirou-se a placa da cdmara e marcou-se a frente do solvente com um lapis. Em seguida,
retirou-se a placa da cAmara com a pinga e deixou-se secar por 3 minutos.

Para a revelacdo das amostras, pulverizou-se a placa com ninidrina ou mergulhou-
se a placa em uma solucdo de ninidrina. A placa foi deixada secar ao ar por alguns
minutos. Por fim, colocou-se a placa em uma placa de aquecimento ou forno a 80°C por
5 minutos, até que as manchas de aminodcidos se tornassem visiveis, geralmente
adquirindo coloragdo azul ou roxa. Apds 0 aquecimento, retirou-se a placa e observaram-

se as manchas formadas.
e Espectroscopia de infravermelho

Inicialmente, preparou-se a amostra para a analise por espectroscopia de
infravermelho utilizando a técnica de reflectancia. Foi feita a limpeza do material de
suporte com uma solucdo de alcool isopropilico e um pano livre de fiapos, garantindo a
remocao de quaisquer contaminantes que pudessem interferir na leitura do espectro. Apos
a limpeza, posicionou-se a amostra sobre o suporte do espectrometro de infravermelho,
alinhando-a de modo que cobrisse totalmente a area de detec¢do. Ajustou-se o

espectrometro para 0 modo de refletancia, garantindo que os parédmetros estivessem
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adequados para a faixa de infravermelho desejada e a sensibilidade necessaria para a
analise da amostra.

Com o equipamento calibrado, iniciou-se a coleta de dados. Utilizou-se um feixe
de luz infravermelha que foi direcionado a superficie da amostra, onde parte da radiagédo
foi refletida e coletada pelo detector do espectrometro. Durante a analise, monitorou-se a
intensidade e os picos de absorcéo, registrando os comprimentos de onda caracteristicos
da amostra. Apds a coleta do espectro, os dados foram processados pelo software do
espectrometro. A partir das informacdes obtidas, analisaram-se os picos de absor¢édo
refletidos no espectro, que revelaram as ligagdes quimicas presentes e permitiram a

identificagdo dos componentes da amostra.

Resultados e Discussao
Tépico 1
e Separagdo cromatogréfica

A fase estacionaria de silica gel é altamente polar, favorecendo interacbes com
moléculas polares. Compostos mais polares terdo maior afinidade com asilica e, portanto,
migrardo mais lentamente (valores de Rf menores). Compostos menos polares interagem
menos com a fase estacionaria e migram mais rapidamente (valores de Rf maiores). Os
compostos analisados foram alanina e beta-alanina (Figura 02), revelados com ninidrina,
em diferentes fases mdveis: uma mistura de cloroférmio e acetona (1:1) para a primeira
placa, e acetona e etanol (1:1) para a segunda.

Figura 02: Placas de cromatografia CCD. A) Fase movel: cloroféormio e acetona (1;1,
v/v), b) Fase movel: acetona e etanol (1;1, v/v). Ambas foram reveladas em solucdo de

ninidrina. Spot a esquerda (alanina) e spot a direita (beta-alanina).

=i -
|

(@)

(b)

Fonte: O autor.
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Na primeira placa (Figura 02 a), onde a fase movel foi uma mistura de cloroférmio
e acetona (1:1), os compostos (alanina e beta-alanina) praticamente ndo se moveram,
indicando uma forte interacdo com a fase estaciondria. 1sso sugere que essa fase movel
ndo foi suficientemente eficaz para mobilizar os aminoacidos pela placa, possivelmente
devido a baixa polaridade do cloroférmio. Como resultado, os spots estdo muito proximos
do ponto de aplicagédo, dificultando uma boa separacdo entre eles. Na segunda placa
(Figura 02 b), usando uma fase mével mais polar (acetona e etanol, 1:1), observamos uma
migracdo muito mais pronunciada de ambos 0s compostos. A alanina e a beta-alanina se
moveram em razao de maior interacdo com o0s solventes da fase mdvel. Essa separacao
indica que a mistura de acetona e etanol promoveu uma maior interagdo com 0s
aminoéacidos, auxiliando na sua mobilidade pela placa e melhorando a separagéo entre
eles. Com base nessa interpretacdo, temos a seguinte tabela de Rf (fator de retencdo),
destacando a eficiéncia da fase mével acetona/etanol para separar 0s Compostos:
Tabela 01: Valores de Rf obtidos para cada placa de separagéo.

Aminoacido Fase Movel: Fase Movel:
Cloroférmio/Acetona Acetona/Etanol (1:1)
(1:1)

Alanina ~0,1 (préximo ao ponto de  ~0,5
origem)

Beta-alanina ~0,1 (proximo ao ponto de  ~Q.7
origem)

Fonte: o autor.

A tabela 01 apresenta os valores de Rf de alanina e beta-alanina em duas diferentes
fases moveis avaliadas na cromatografia em camada delgada (CCD). Na fase movel
composta por cloroférmio e acetona (1:1), ambos os aminoacidos apresentaram valores
de Rf préximos a 0, indicando pouca mobilidade na placa e uma separacao insuficiente.
Ja na fase mavel de acetona e etanol (1:1), os valores de Rf foram maiores, evidenciando
uma melhor eluicdo e uma separacdo mais eficiente entre alanina e beta-alanina. Esses
dados destacam o efeito da polaridade da fase movel na mobilidade e na resolucdo dos

compostos na CCD.
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A comparacao entre as duas fases mdveis revela que a mistura acetona/etanol é
mais eficaz para a eluigéo e separacdo de alanina e beta-alanina, enquanto a mistura de
cloroférmio e acetona nao proporcionou uma eluicdo adequada. A fase mdvel mais polar
permitiu que ambos 0s compostos migrassem e se separassem melhor, oferecendo uma
resolucdo superior. Essa andlise reforca a importancia de escolher uma fase movel com a
polaridade adequada para otimizar a separacdo em experimentos de CCD, especialmente
ao trabalhar com compostos polares como aminoacidos.

Para entender melhor o comportamento de eluicdo dos aminoacidos alanina e
beta-alanina na cromatografia em camada delgada (CCD), é essencial considerar 0s
valores de logP (coeficiente de particdo octanol-agua) e pKa desses compostos, pois esses
fatores influenciam suas interacdes com as fases estacionaria e movel, afetando a
separacdo e mobilidade na placa. A alanina possui um logP de -0,68, enquanto a beta-
alanina tem um logP de -1,35, o que indica que ambos sao polares e hidrofilicos, com a
beta-alanina sendo ligeiramente mais hidrofilica devido ao valor mais negativo de logP.
Isso significa que a beta-alanina tem uma menor afinidade por fases menos polares, como
a mistura de cloroférmio e acetona, utilizada na primeira placa. Como resultado, ambos
0S compostos praticamente ndo se moveram nessa fase mével, permanecendo proximos
ao ponto de aplicacéo e exibindo valores de Rf baixos. Por outro lado, quando a fase
maovel foi uma mistura mais polar de acetona e etanol, ambos os aminoacidos migraram
consideravelmente mais pela placa, com a beta-alanina apresentando um valor de Rf
superior ao da alanina. Esse comportamento é esperado, uma vez que fases mdveis mais
polares favorecem a mobilidade de compostos hidrofilicos.

Além disso, os valores de pKa de cada aminoéacido também impactam suas
interacdes com a fase mdvel e estacionaria, especialmente em solucdes préximas ao pH
neutro, onde eles assumem a forma zwitteridnica. A alanina possui pKas de 2,34 (para o
grupo carboxila) e 9,87 (para o grupo amina), enquanto a beta-alanina possui pKas de
3,55 e 10,70 para os mesmos grupos funcionais. Esses valores indicam que a beta-alanina
pode manter sua forma ionizada em um intervalo de pH ligeiramente maior, o0 que pode
aumentar sua afinidade por fases méveis mais polares, facilitando a migracdo e resultando
em um valor de Rf mais alto.

A comparagdo entre as duas fases moveis usadas (cloroférmio/acetona e
acetona/etanol) evidencia a importancia de ajustar a polaridade da fase moével para
otimizar a eluicdo e separagdo de aminoacidos com diferentes valores de logP e pKa. Esse

efeito foi discutido em estudos de separacdo de aminoacidos, como os de Collier et al.

PESQUISAS EM BIOQUIMICA E ENZIMOLOGIA, 12 Edi¢io. EDITORA SCIENCE — 2024

34



CAPITULO 3 — MELO. ANALISE DE AMINOACIDOS PADRAO ALANINA E BETA-ALANINA POR CROMATOGRAFIA
EM CAMADA DELGADA E ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO.

(2002) e Kaiser et al. (1996), que demonstram como o logP e o pKa influenciam a
migracdo de compostos polares em diferentes condi¢des cromatogréficas.

Para a revelacdo dos spots na placa cromatografica, foi usada a ninidrina como
revelador devido a sua reatividade com o grupo amino dos aminoacidos. A reacao entre
ninhidrina e aminoacidos resulta na formacdo de um complexo de coloracdo violeta,
facilitando a identificagéo e quantificacdo das substancias na amostra (Rios et al., 2018).
Esse método, apesar de simples, proporciona alta sensibilidade, sendo um recurso
essencial em analises preliminares de aminoacidos e util em diversas areas de pesquisa

bioquimica.
Tépico 2
e Espectroscopia de infravermelho

Os espectros de infravermelho (Figura 03) mostram as bandas caracteristicas da
alanina (Figura 02a) e da beta-alanina (Figura 02b). Ao comparar 0s dois espectros,
observa-se que ambos apresentam bandas comuns, mas também diferencas devido as
variacdes na estrutura molecular entre os dois aminoacidos. De acordo com a analise
espectral de 1V apresentada na Figura 02, podemos inferir a seguinte interpretacdo para
as principais bandas presentes no espectro:

1. Regido de 3000-3500 cm™: Em ambos o0s espectros, essa regido exibe bandas que
correspondem as vibracdes de estiramento de N-H e O-H, tipicas dos grupos
amina e carboxila. A alanina e a beta-alanina possuem grupos amino e carboxila,
resultando em picos semelhantes nesta regido. No entanto, a intensidade e a forma
exata dessas bandas podem variar levemente devido as diferencas na ligacdo e no
ambiente eletronico entre as duas moléculas.

2. Regido de 1600-1700 ecm™: Esta regido, associada as vibracGes de estiramento
C=0 do grupo carboxila, apresenta bandas em ambos os espectros. Na alanina, a
banda tende a ser mais bem definida, enquanto na beta-alanina pode aparecer mais
alargada devido & diferenca na estrutura quimica (a beta-alanina possui uma
cadeia lateral ligeiramente diferente, com o grupo amina mais afastado do grupo
carboxila).

3. Regido de 1400-1500 cm™: Essa regido apresenta bandas que podem ser
atribuidas a deformacdes de C-H. Embora ambos os espectros exibam bandas

nessa regido, as intensidades e a localizacdo exata das bandas podem diferir. Na
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beta-alanina, as bandas tendem a ser ligeiramente deslocadas devido ao impacto
estrutural da posicdo do grupo amina, que afeta as interacGes vibracionais da
molécula.

4. Regido de 600-1300 cm™: Esta regido é conhecida como a "impresséo digital” da
molécula, onde as vibragdes complexas podem distinguir um composto do outro.
Observa-se que, embora ambas as moléculas compartilhem alguns picos nessa
faixa, os padrdes sdo distintos, refletindo as diferencas estruturais e a conformacao
espacial de cada molécula.

A beta-alanina, por ter o grupo amina em uma posicéao diferente da alanina, apresenta
variag0es em algumas bandas, particularmente na regido de estiramento de N-H e nas
bandas de deformacdo de C-H. Essas diferencas sdo importantes, pois permitem a
identificacdo de cada aminoacido no espectro de 1V, sendo um aspecto critico em analises
estruturais e na caracterizacao desses compostos em laboratorio.

Figura 2: Espectroscopia de Infravermelho por refletancia. (a) Alanina, (b) beta-alanina.

Fonte: O autor.

Na literatura, a caracterizacéo espectroscéopica de aminoacidos como a alanina e a
beta-alanina mostra que as bandas na regido de 3000-3500 cm™, atribuidas aos

estiramentos de N-H e O-H, sdo caracteristicas comuns, mas apresentam variacOes de
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intensidade e posicdo conforme a estrutura da cadeia lateral de cada composto (Smith et
al., 2015). Estudos também indicam que a banda de estiramento C=0, geralmente
encontrada entre 1600-1700 cm™, pode aparecer mais alargada na beta-alanina devido a
posicdo do grupo amina, que afeta a ressonancia e o ambiente eletrénico do grupo
carboxila (Jones et al., 2018). Além disso, a regido de impresséo digital (600-1300 cm™)
€ Unica para cada aminoacido, como destacado em pesquisas anteriores, que confirmam
as diferencas estruturais entre alanina e beta-alanina nesta faixa (Lee et al., 2020). Esses
achados corroboram as observacOes feitas nos espectros apresentados na Figura 02,

reforcando a importancia do 1V na distincdo de aminoacidos com estruturas similares.

Consideragoes Finais

Este trabalho aprofundou nas discussdes sobre a influéncia das propriedades
fisico-quimicas dos compostos, como polaridade, logP e pKa, nas técnicas de separacdo
e analise de biomoléculas. A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar a
importancia da polaridade na separacdo de amino&cidos, onde a mistura de acetona e
etanol (1:1) mostrou-se mais eficiente do que a mistura de cloroférmio e acetona (1:1),
favorecendo a migracao dos compostos devido a maior polaridade da fase movel.

A analise dos valores de logP e pKa demonstrou como essas propriedades
influenciam as interacBes entre os compostos e as fases estaciondria e movel,
proporcionando uma separacdo mais eficaz. Além disso, a espectroscopia de
infravermelho é uma ferramenta importante para a caracterizacdo estrutural dos
aminoéacidos, destacando as diferencas nas bandas de estiramento de N-H e C=0 entre
alanina e beta-alanina. Os dados quando comparados com a literatura, reforcaram a
eficacia da espectroscopia de IV para identificar compostos com estruturas moleculares
semelhantes.

A combinacdo de cromatografia em camada delgada e espectroscopia de
infravermelho mostrou-se eficaz na separacéo e caracterizacdo dos aminoécidos alanina
e beta-alanina. Essa integracdo de técnicas permite ndo apenas a identificacdo dos
compostos, mas também uma anélise das semelhancas estruturais, o que é essencial para
estudos bioquimicos. A escolha adequada dos métodos experimentais e a sinergia entre
essas ferramentas sdo fundamentais para otimizar processos analiticos e garantir

resultados mais confiaveis e completos
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo verificar a aplicabilidade do &cido fumarico em massas frescas tipo pastel,
com a finalidade de reduzir o escurecimento do produto ao longo de seu shelf life. Os resultados foram
obtidos a partir da coleta de trés amostras de farinhas destinadas a industria de massas, coletadas no
diagrama de moagem de trigo da empresa Bunge Alimentos S.A.. As amostras coletadas foram analisadas
puras e posteriormente com a adi¢do de dois mil ppm de acido fumarico. Apds as andlises, realizou-se a
elaboracdo experimental de massas frescas tipo pastel, com uma formulacdo padrdo e, nas mesmas
condigdes, com adi¢do de acido fumarico.

Palavras-Chave: Massa fresca, acido fumarico, farinha de trigo
Abstract

This study aimed to evaluate the applicability of fumaric acid in fresh pastry doughs, with the goal of
reducing the browning of the product throughout its shelf life. The results were obtained from the collection
of three flour samples intended for the pasta industry, gathered from the wheat milling diagram at Bunge
Alimentos S.A. The collected samples were analyzed both in their pure form and later with the addition of
two thousand ppm of fumaric acid. After the analyses, experimental preparation of fresh pastry doughs was
carried out, using a standard formulation and, under the same conditions, with the addition of fumaric acid.

Keywords: possimus, ducimus, architecto, distinctio, galisum

Introducao

Para a producgdo de massas alimenticias, normalmente séo utilizadas as melhores
farinhas, oriundas de trigos panificaveis, com alto valor e forca de glaten e baixa atividade

enzimatica. Da mesma maneira, essas farinhas devem possuir auséncia de fragmentos de
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pericarpo e da camada de aleurona, pois estes causam o cisalhamento das redes de glaten,
0 que consequentemente diminui a resisténcia da massa. A aleurona €é rica em
aminoacidos ndo sulfurados e carboidratos de baixo peso molecular, o que aumenta a
extensibilidade da massa, promove a reacdo de Maillard e perda de s6lidos no cozimento
(GRANOTEC; 2002, p. 15).

A massa pode ser classificada quanto ao teor de umidade, em seca ou fresca.
Massas alimenticias secas sdo submetidas a processo de secagem até que o produto final
apresente umidade maxima de 13,0 %. Por outro lado, as frescas ndo sdo submetidas ao
processo de secagem, devendo, dessa forma, o produto final apresentar um percentual de
umidade inferior a 35,0%. De acordo com Carolina Garib, a massa fresca deve ser clara
e possuir uma coloracdo amarela uniforme, livre de fragmentos de pericarpo e gérmen
(GARIB, 2002, p. 47).

Define-se 0 processo de producdo de massas frescas como a extrusao, corte ou
laminag&o de uma massa coesa e consistente obtida pelo amassamento de uma mistura
equilibrada de farinha de trigo e &gua (GRANOTEC, 2002, p. 31).

A modelagem das massas frescas é realizada através do processo de laminagdo. A
massa é laminada diversas vezes até obter a espessura adequada. O corte e a espessura da
massa dependem da especificacdo do produto final, os mais comuns sdo: Talharim,
lasanha, raviole e capeleti (GARIB, 2002, p. 56). As massas alimenticias possuem alta
atividade de agua, e assim tornam-se suscetiveis a varias alteracGes causadas por enzimas.

O acido fumarico (figura 1) é obtido através do processo de isomerizacao do acido
maléico ou através do processo de fermentacdo bioldgica. Este acido apresenta baixa
solubilidade em &gua e ndo é higroscopico. E utilizado como acidulante em farinhas de
trigo e pré-misturas, balas, pudins ¢ flans”. (FOOD INGREDIENTS BRASIL N° 19 —
2011 p. 25).

Figura 1. Estrutura do Acido Fumarico.

Fonte: Hardinger, 2017.
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Segundo a RDC n° 45, de 03 de novembro de 2010, tratando do assunto de aditivos
alimentares, o limite maximo permitido para a utilizacdo do acido fumarico é de 2000
ppm (BRASIL; ANVISA, 2010, p. 13). O objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia da
adicdo do acido fumarico adicionado a formulacéo de massa fresca tipo pastel de retardar
alteracdes indesejadas na coloracdo do produto por um periodo de 30 dias. Estudar a
influéncia deste acido nas caracteristicas fisico-quimicas da farinha de trigo, como
umidade, pH e cinzas. Verificar o comportamento reoldgico da farinha de trigo com a

adicdo de acido fumarico.

Metodologia

Coletou-se 6 Kg de amostra de trés farinhas de passagens destinadas a producao
de massas do diagrama de moagem da empresa Bunge alimentos. Cada amostra foi
dividida em duas partes de 3 Kg, sendo que em uma das partes foram adicionadas 2000
ppm de &cido fumarico comercial. Utilizou-se para a producdo das massas tipo pastel os

seguintes materiais:

o — Ovos;

. — Oleo de soja;

. — NaCl comercial;

. — Agua potavel;

. — Acido fumarico comercial.

Para a preparacdo das amostras e analises foram utilizados os seguintes
equipamentos:
° — Homogeneizador Chopin;

. — Termobalanca Brabender;

— Falling Number Perten;

— Alvedgrafo Chopin;

. — Farinografo Brabender;

— Colorimetro Minolta;

— pHmetro tecnal,

o — Cilindro para massas Lieme;

— Refrigerador Brastemp;

o — Céamera fotografica Sony Sybershot.
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O teste de massa fresca tipo pastel foi realizado utilizando as seguintes
proporcoes: a farinha de trigo como o ingrediente de referéncia, adicionado de 30,0% de
agua, 10,0% de ovos, 3,0% de 6leo de soja e 2,0% de sal. Elaborou-se a massas das
amostras com a formulacdo padréo para o controle, e utilizando a mesma formulagdo com
a adicdo de 2000ppm de &cido fumérico comercial, para testar a eficiéncia deste. Este
procedimento foi realizado com as trés amostras de farinhas coletadas.

Resultados e Discussao

De modo geral, os testes nos quais foram aplicados acido fumarico comprovaram
significativa reducéo no escurecimento das massas, tanto em escala L* a* b* quanto em
escala L* C* h*. No entanto, devem-se considerar as alteragdes nas caracteristicas
reoldgicas. Observou-se visualmente o retardo da coloracdo desde a primeira semana de
monitoramento, o que é possivel observar na figura abaixo. Figura 2.

Figura 2 — Fotos de massas com e sem tratamento; dias, 1, 7, 14, 21 e 28.

*dia ' 7 da . Wda 000 2Fdia 28 da

Teste 01
Massa Fresca
Sem Acido

Teste 01
Massa Fresca
Com Acido

Teste 02
Masca Fresca
Sem Acide

Teste 02
Massa Fresca

Com Acido

Teste 03
Massa Fresca

Sem Acido

Teste 03
Massa Fresca
Com Acida

Fonte: Autores.
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Pbde-se observar na tabela 1 que ndo ha mudanca significativa nos parametros
fisico-quimicos, exceto o valor de pH, ocorrido nas farinhas adicionadas de &cido
fumarico.

Tabela 1- Resultados comparativos das analises fisico-quimicas e reologicas da farinha

com e sem adi¢do de acido fumérico.

Teste 1 Teste 2 Teste 3

Parimetros sem dcido |com dcido |semdcido |com dcido |sem dcido  |com dcido
L* 94,61 94,541 94,61 94,69 .22 94,51
Cor a* 0,23 -0,66 -0,70 -0,70 0,64 0,61
b* 9,52 9,44] 9,45 9,53 9,44 9,56
w 233,33 222,00 221,67 163,67 270,33 214,67
P 170,00 139,23 188,00 142,67 151,67 143,00
Alveografia 31,33 40,33 30,00 23,00 43.00 313,33
G 12,63 13,47 11,65 11,23 14,53 13,23
IE 0,00 0,00 0,00 0,00 30,00 0,00
P/L 5,42 3,76 6,32 5,34 3,44 4,17
Absorcio 62,00 63,00 63,50 65,00 63,20 64,00
Estabilidade 28,50 9,00 25,50 7,00 26,50 7,00
Farinografia T. desenv., 9,50 4,50 9,50 2,00 13,50 2,00
T 0,00 10,00 0,00 10,00 0,00 10,00
T. Quebra 30,00 5,50 28,50 9,50 29,50 5,00
Falling Number (s) 307,00 293,00 305,33 291,33 312,33 284,33
Gliten Umido 24,01 23,10 24,03 24,14 24,30 24,12
Gliten Index 95,37 97,73 9787 9742 97.57 96,63
Umidade 14,00 14,00 13,70 12,70 13,50 13,50
pH 6,15 5,57 6,27 5,37 6,19 5,92

Fonte: Autores

Avaliando os pardmetros reoldgicos da analise de alveografia, observa-se que o
valor de W, pardmetro que avalia a forca do gliten em Joules foi alterado
significativamente em dois dos trés testes. Indicando o enfragquecimento das cadeias de
gluten, fator que impacta na resisténcia ao rompimento das massas durante o
processamento. Para os valores de P, em dois dos trés testes, ocorreu uma reducdo
significativa, indicando a reducdo da tenacidade da massa, fator que pode influenciar
negativamente na qualidade do produto final. A reducédo dos valores de P/L indica que a

massa se tornou mais extensivel e menos elastica. Caracteristica indesejada para valores
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inferiores a 2,0 mmH20. Nos testes realizados com a adi¢do do acido fumarico a reducao
ndo foi significativa.

Observou-se na andlise reologica de farinografia, redugdo significativa no
parametro estabilidade, indice de toleréncia e tempo de quebra. A reducéo desses valores,
indicam que a farinha com a adicdo de é&cido fumarico tolera ser trabalhada
mecanicamente um periodo de tempo menor, tomando isto como ponto critico de
controle, pois caso o trabalho mecanico exceda a estabilidade da farinha, o produto final

pode se romper facilmente, durante o processo de cocc¢ao, seja ele cozimento ou fritura.

Consideragoes Finais

Conclui-se que a aplicacdo do acido fuméarico em massas frescas tipo pastel
retarda de maneira significativa o escurecimento do produto, que foi observado a partir
da primeira semana ap0s a sua elaboracdo. Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas
e reoldgicas, quando foi utilizado a dosagem maxima permitida pela legislacao, observou-
se reducéo de alguns parametros, levando a sugerir novos estudos em relagdo a dosagem

utilizada.
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