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Resumo

BUENO-COSTA, Francine Manhago. Caracterizacao fisico-quimica, conteudo em
bioativos e perfil volatil de méis do Rio Grande do Sul. 2016.128f.Tese de
Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos - Programa de Pés-Graduagao em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Departamento de Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2016.

A apicultura é uma atividade em crescente expansao econémica no pais, pois esta
associada aos principios que regem o atual mercado consumidor no qual se
constata uma tendéncia que prevaleca o consumo de alimentos naturais. O mel é
considerado o produto com maiores possibilidades de comercializacdo e de
relevancia econdmica no mercado apicola do estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
Visando elucidar a qualidade do mel produzido no estado foram realizadas analises
fisico-quimicas (umidade, sélidos sollveis, acidez, condutividade elétrica, coloragéo)
de compostos bioativos (compostos fendlicos e carotenoides), da capacidade
antioxidante in vitro (pelos métodos de DPPH e ABTS) e de atividade antibacteriana
(CIM). Em conjunto a essas determinac¢des foi proposto o estudo do perfil volatil
(CG-MS) dos méis, com o objetivo de conferir especificidades que os
caracterizassem quanto a origem botanica e geografica. O conteudo total de
compostos fendlicos, flavonoides, acidos fendlicos, carotenoides e as atividades
antioxidantes (DPPH e ABTS) diferiram significativamente na maioria das amostras
testadas, apresentando resultados entre 61,7 a 111,37ngAG.1OOg'1; 2,98 a
10,46mgEQ.100g™"; 0 a 65,47mgEAC.100g"; 0,56 a 6,19mgpB-caroteno.Kg™'; 2,48 a
17,21mgEAQ.100g";e de 8,24 a 112,48mgtrolox.100g™", respectivamente. Todas as
amostras de méis apresentaram atividade antibacteriana frente as quatro bactérias
testadas (Shiguella dysenteria, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus e
Bacillus cereus), com resultados de Concentragao Inibitéria Minima (CIM) variando
de 10 a 350mg.mL™" de agua. As amostras apresentaram valores adequados de pH
(3,85), condutividade elétrica (685uS.cm™) e contelido de hidroximetilfurfural
(5,18mg.Kg™') porém 42% dos méis apresentaram teores de umidade e ou contetido
de acidez fora do limite preconizado pela legislagdo brasileira. Os flavonoides
catequina, epicatequina e hesperitina foram os compostos fendlicos presentes em
maior concentragdo nos meis. Por meio da determinagéo do perfil volatil foi possivel
identificar aromas caracteristicos de cada regidao, metropolitana, nordeste, ocidental,
sudeste e sudoeste. E ainda, sendo possivel identificar a florada de eucalipto nas
amostras M18 e M19, provenientes da regido sudoeste do estado do Rio Grande do
Sul.

Palavras chave: atividade antibacteriana; apicultura; compostos bioativos, mel e
perfil volatil.



Abstract

BUENO-COSTA, Francine Manhago. Physico-chemical characterization,
bioactive content and volatile profile of honeys of Rio Grande do Sul. 2016
128f. Tese de Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Programa de Pés-
Graduacgao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Apiculture is an activity with substantial economic growth in Brazil as it is associated
with the principles of a current market of notable consumption of natural foods.
Honey is a product considered with higher trends possibility and with economy
relevance in the apiculture market of the estate of Rio Grande do Sul in the south of
Brazil. In order to highlight the quality of the honey produced in this state, it was
performed some physical-chemical analysis (moisture, soluble solids, acidity,
electrical conductivity, coloring) of bioactive compounds (phenolic compounds and
carotenoids) of antioxidant capacity in vitro (by the methods of DPPH and ABTS) and
antibacterial activity (MIC). Along with these results, it was proposed the volatile
profile (CG-MS) in the honeys types with the purpose to check specific features
related to its botanic and geographic source. The total content of phenolics,
flavonoids, phenolic acids, carotenoids and antioxidant activity (DPPH and ABTS)
differed significantly to the most of the samples tested presenting results between
61,7 and 111,37mgEAG.100g"; 2,98 and 10,46mgEQ.100g"; 0 and
65,47mgEAC.100g™"; 0,56 and 6,19mgp-carotene.kg™; 2,48 and 17,21mgEAQ.100g"
and from 8,24 to 112,48mgtrolox.100g™", respectively. All the honey samples have
showed antibacterial activity if compared to the four bacteria tested (Shiguella
dysenteria, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus and Babillus cereus)
with results of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ranging from 10 to 350mg.
mL" of water. The results of the samples were suitable with regards to pH (3,85),
electrical conductivity (685uS.cm™) and hydroxymethylfurfural content (5,18mg.kg™),
however 42% of the honeys tested have showed moisture content and or acidity
content out of the limits defined by Brazilian laws. The flavonoids catechin,
epicatechin and hesperetin were the phenolic compounds presented with highest
concentration in the honeys tested. Through the determination of volatile profile, it
was possible to identify the typical aromas of each region such as urban, northeast,
western, southeast and southwest. Furthermore, it was possible to identify the
Eucalyptus honey in the samples M18 and M19 that came from southwest of Rio
Grande do Sul state.

Keywords: antibacterial activity; beekeeping; bioactive compounds; honey and
volatile profile.
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1 Introducao geral

A apicultura é uma atividade em crescente expansdao econémica no pais, pois
esta associada aos principios que regem o atual mercado consumidor, em que a
tendéncia é que prevalega o consumo de alimentos naturais, ricos em compostos
bioativos, com acdo antioxidante e que ainda contribuam para a sustentabilidade,
atuando nos segmentos ambiental, econdmico e social.

O segmento apicola se caracteriza por possuir um conjunto de produtos
naturais produzidos pela abelha: como larvas de abelha e a propria abelha,
apitoxina, cera, geléia real, pdlen, prépolis e mel (CRANE, 2009).

Além dos produtos, é possivel explorar a criacdo racional de abelhas e
rainhas com genéticas diferentes, além do aluguel de colmeias para a polinizagdo. A
polinizagéo realizada pelas abelhas contribui para o equilibrio do ecossistema, bem
como pela a manutencgao da biodiversidade.

O mel também pode ser utilizado como forma de monitoramento de
contaminacao ambiental (PISANI et al., 2008), através da analise dos metais
pesados presentes no méis coletados de colmeias situadas em regides com muita
poluicdo, os quais apresentam toxicidade por nao possuirem fungéo biolégica para o
ser humano (YUCEL & SULTANOGLU, 2012; ANDRADE et al., 2014).

Dentre os produtos apicolas, o0 mel € o que apresenta maiores possibilidades
de exploracdo, comercializacdo e de relevancia econdbmica no mercado apicola
gaucho. Essa facilidade de exploracao e comercializacdo € devido a sua utilizagao
em diversas industrias, sejam elas, farmacéuticas, cosméticas e de alimentos
(BUAINAIN & BATALHA, 2007).

Ha milhares de anos, o mel tem sido empregado como medicamento,
principalmente devido as atividades anti-inflamatoria, antimicrobiana e antioxidante,
no combate a resfriados, na cicatrizacao de feridas, no aumento da resposta imune,
na recuperagao do tecido epitelial, na promog¢dao do desbridamento autolitico, no
tratamento de Ulceras e de dermatite atdpica e na redugéo da dor (VANDAMME et
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al., 2013; CHOI et al., 2014; SARHAN, HASSAN, AZZAZY, 2015; SOPO et al., 2015;
ORYAN, ALEMZADEH & MOSHIRI, 2016).

O mel é conhecido como sendo a Unica forma concentrada de acucar
naturalmente disponivel em todo o mundo (PYRZNSKA & BIESAGA, 2009) cuja
composigdo € de aproximadamente 75% monossacarideos e de 10-15% de
dissacarideos, 0os quais sdo responsaveis pelas propriedades de viscosidade,
higrospicidade e granulagédo (KAMAL & KLEIN, 2011; SILVA et al., 2016).

Essa mistura complexa de carboidratos, também é composta por uma minoria
de outros constituintes, como: amino&cidos (alanina, arginina, cisteina, fenilalanina,
glicina, histidina, glutamina, isoleucina, leucina, lisina, lipidos, metionina, prolina,
tirosina, treonina, triptofano) (REBANE & HERODES, 2010), vitaminas (acido
ascérbico, niacina, piridoxina) (KARABAGIAS et al., 2014) compostos volateis
(alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, acidos organicos, compostos nitrogenados e
derivados de furanos) (ALIFERIS et al.,, 2010; ALISSANDRAKIS et al.,, 2011),
compostos bioativos (acidos fendlicos, flavonoides e carotenoides) (BARROS et al.,
2007; Ferreira et al., 2009; HUANG et al., 2015) e minerais (cadmio, calcio, cobre,
cobalto, chumbo, ferro, fésforo, magnésio, manganés, potassio, sodio, selénio, e
zinco) (ANJOS, ABATE & GRASSI, 2011; POHL, SERGIEL & PRUSISZ, 2011;
ANDRADE et al., 2014).

Por isso, a sua utilizacdo na nutricdo humana nao deveria se limitar a sua
caracteristica adogante, ja que se trata de um alimento com alta qualidade de fonte
energética (BILANDZIC et al., 2011), além de possuir outras substancias benéficas
ao equilibrio dos processos bioldgicos do nosso corpo.

Quantitativamente, os compostos bioativos estdo em propor¢cées minoritarias,
mas muito deles sdo responsaveis pelas propriedades benéficas do mel, e dentre
estes, destacam-se os compostos fendlicos (flavonoides e acidos fenélicos) que séao
indicados por diversos estudos como sendo responsaveis pela atividade
antioxidante, e a vitamina E (ALQARNI, OWAYSS & MAHNOUD, 2012).

O mel € um produto natural produzido principalmente a partir do néctar e
pdlen secretado por plantas com flores, coletado e transformado pelas abelhas (Apis
mellifera) junto com substancias especificas proprias (POHL & SERGIEL, 2010;
ANDRADE et al., 2014). Naturalmente esses compostos recolhidos a partir de um
amplo espectro de flores resultam em um mel com diferentes cores, aromas e
sabores (VENTURINI et al. 2007).
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Pesquisas cientificas de diversos campos tém investigado as propriedades
quimicas e biolégicas dos méis, porém s6 recentemente houve um aumento no
interesse nas aplicagées como antioxidante nos tratamentos médicos de diferentes
doengas causadas por estresse oxidativo (SPILIOTI et al.,, 2014) ou no seu uso
como antimicrobiano (SANCHEZ-MALDONADO, SCHIEBER & GANZLE, 2011) e ou
anti-inflamatorio nos tratamentos contra feridas, desbridamento, e impulso ao melhor
funcionamento do sistema imunolégico (ORYAN, ALEMZADEH, MOSHIRI, 2016).
Como consequéncia desse interesse, o mercado mundial e doméstico do mel
tornou-se mais exigente, onde os grandes consumidores tém padrdes de qualidade
elevados que se traduzem em requisitos técnicos, organizacionais e em processos
de controle sofisticados.

A composicédo do mel € variavel e depende de alguns fatores da natureza ou
do homem, como: diferentes floradas, genética de abelhas, clima, solo, manejo,
processamento, armazenamento e comercializacdo (ALVES et al., 2005; BLASA et
al. 2006; BALTRUSAITYT; et al., 2007), tornando possivel verificar a qualidade do
mel produzido e até mesmo a sua origem geografica e botanica através de sua
composicao fisico-quimica.

Através do perfil volatil, ou seja, da analise dos compostos volateis presentes
no produto, é possivel identificar compostos especificos de uma florada, também
denominados de marcadores. Com auxilio de programas estatisticos que agrupam
varios compostos 0s quais sejam caracteristicos de alguma regido geografica e ou
florada, possibilita a correta identificagdo de uma determinada amostra de mel.
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1.1 Justificativa

Inexisténcia de dados sobre avaliacdo do conteudo de bioativos e do perfil
volatil, que podem ser utilizados como parametros para a identificacdo da origem
botanica e geografica de méis produzidos no estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

1.2 Objetivo

Realizar a caracterizacao fisico-quimica e avaliar a composi¢cdo em bioativos,
o perfil volatil e a atividade antioxidante e antimicrobiana, dos méis produzidos no

estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

1.3 Hipotese

Os méis apresentam correlacdes positivas entre conteudo de bioativos, cor,
atividade antioxidante e antimicrobiana.

Méis de diferentes origens apresentam perfis volateis significativamente
diferenciados, os quais podem ser utilizados para caracterizar determinada origem

geografica e/ou botanica.



2 Revisao de literatura

2.1 Historico

As antigas civilizac¢oes ja utilizavam hg 2000 A.C. o mel para fins terapéuticos
e conservativos em humanos e ou alimentos. Os fil6sofos gregos, Homer, Pitagoras,
Demacrito, Hipdcrates, Aristdteles, o consideravam como sendo um medicamento,
que se ingerido regularmente, poderia preservar a saude, prolongando a vida do
individuo. A importancia do mel na medicina também foi mencionada na biblia no
antigo testamento, em que os povos israelitas agradeciam a Deus pelos produtos de
sua primeira colheita e ofertavam mel como presente; ja os egipcios o utilizavam
para conservar corpos mumificados, e os babildnicos e os gregos para conservar 0s
corpos de reis e generais mortos em grandes batalhas (PARK et al., 2003; PEREIRA
et al., 2003; BOGDANQV, 2009).

Na antiguidade, as abelhas utilizavam troncos de arvores para a produgéo de
mel. O ser humano pensando em seu conforto buscou uma forma que facilitasse o
manejo das abelhas para a coleta do mel, bem como coloca-las mais préximas de
suas casas, entdo, os gregos resolveram dispor seus enxames em recipientes em
formas de sino feitos de palha trancada chamada de colmo, o qual deu origem a
palavra colmeia. Nessa época, a abelha ja assumia grande importancia para os
homens, sendo, inclusive, considerada sagrada e utilizada como oferenda aos
deuses, como presentes em celebragdes e utilizada como moeda de troca. Com o
passar dos anos, as abelhas passaram a ter grande importancia econdmica a serem
consideradas como simbolo de poder para a realeza, sacerdotes, duques e condes,
fazendo parte de brasdes, cetros, coroas, moedas, vestimentas reais, etc. Por muito
tempo, o mel foi o Unico alimento utilizado com o sabor doce, com o passar dos anos
ele foi substituido gradativamente pelos agucares refinados, extraidos da cana-de-
acucar e beterraba (O MEL, 2003).

No Brasil, os povos indigenas utilizavam abelhas nativas para a producao de
mel de forma extrativista e predatéria até que em 1839 o Imperador Dom Pedro |l
autorizou o Padre Anténio José Pinto Carneiro importar abelhas europeias,
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denominadas meliponas e trigonas (abelhas sem ferrdo) da Cidade do Porto,
Portugal, para instalagdo do apiario imperial na Praia Formosa-RJ (GUIMARAES,
1989; BRAGA et al., 1998).

No entanto, em 1956, o professor Warwick E. Kerr trouxe para o Brasil as
abelhas africanas conhecidas por serem altamente produtivas com a finalidade de
comparar a sua capacidade produtiva, rusticidade e agressividade com as abelhas
européias. Essas abelhas foram introduzidas em Camaqud, estado de Sao Paulo
com o objetivo implantar um programa de melhoramento genético que tornasse
possivel incentivar a producdo e a melhor produtividade do segmento apicola no
pais. Apds a enxameacao de 26 colmeias que continham abelhas rainhas africanas
em quarentena, teve inicio de forma acidentada o processo de cruzamento natural
com as abelhas de origem europeia, ja difundidas em todo o territério brasileiro,
levando a formacdo de um poli-hibrido (Apis mellifera scutellata) considerado
produtivo, também denominado de abelhas africanizadas, mas que, no inicio,
causou um grande impacto negativo decorrente da agressividade das abelhas e da
deficiéncia que os apicultores tinham em trabalhar com uma abelha diferente. Com
isso, os enxames foram dizimados e houve até mesmo o abandono da atividade
apicola (GUIMARAES, 1989).

Em 1970, a apicultura brasileira passou por um periodo de recuperagao e
expansdo, o qual foi primordial para que ocorresse o desenvolvimento de técnicas
adequadas de manejo a fim de que apicultura pudesse ser melhor explorada e
praticada em todos os estados brasileiros (SEBRAE, 2013; SOUZA, 2004).

Na atualidade o conhecimento sobre os tratamentos terapéuticos com mel,
polén, geléia real e picadas de abelha (liberagdo de veneno, apitoxina) é
denominado de apiterapia, a qual tem sido utilizada como forma de medicina
preventiva no tratamento de algumas doencas (INOUE et al., 2005).

2.2 Mercado apicola

Os ultimos trés séculos foram marcados pela revolugdo industrial e
econOmica, por novas técnicas produtivas que aceleraram a producdo, mas que
trouxeram véarias mudancas ao mundo, como a concentracdo de riquezas,
desigualdade social e prejuizos ao meio ambiente, causando a impossibilidade de
subsisténcia para as geracoes futuras. Estudiosos e intelectuais observando esses
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prejuizos iniciaram estudos que associassem as formas de desenvolvimento com a
melhoria da interacdo humana com o meio ambiente e com outros seres humanos
como estratégia nas organizagdes politicas e econémicas (OLIVEIRA et al., 2012A).
Nascia assim, em 1987 o termo sustentabilidade, definido oficialmente pela
Comissdo Mundial sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento (CMMAD) da
Organizagao das Nagdes Unidas (ONU), como sendo “a capacidade de satisfazer as
necessidades do presente sem comprometer a capacidade das geragdes futuras de
satisfazerem suas proprias necessidades” (CMMAD, 1988).

Em 1994, foi proposto por Elkington, o conceito de sustentabilidade chamado
“Triple Bottom Line”, também conhecido em portugués como modelo PPL (pessoas,
planeta e lucro). A proposta era que as organizagdes estabelecessem um modelo
econdmico cujo empreendimento fosse vidavel e atraente aos investidores, que néao
causassem danos permanentes ao meio ambiente e que houvesse a preocupacao
em estabelecer acbes justas para a sociedade (trabalhadores, parceiros,
consumidores).

O mercado de produtos alimentares vem passando por grandes
transformacdes, onde o0s consumidores estdo mais informados sobre as
caracteristicas nutricionais e quimicas dos alimentos, tornando-os mais exigentes
pela busca de alimentos com qualidade, saudaveis e que apresentam informacoes
como identificacao de origem e associacdao com a natureza (BUAINAIN & BATALHA,
2007).

O segmento apicola vem ao encontro desse novo perfil de mercado
consumidor que busca um alimento natural, funcional e saudavel, que esteja inserido
num cenario de alimentagdo sustentavel. A apicultura é considerada uma atividade
sustentavel, pois atende aos requisitos da sustentabilidade: ambiental, econémica e
social.

O ambiental refere-se a polinizacao de espécies nativas e cultivadas e a
conservacao da vegetacdo, uma vez que se precisa de pequenas areas para a
instalagédo de apiarios, portanto, ndo havendo a necessidade do desmatamento para
se criar abelhas; o econbmico é o gerador de renda para os produtores; e 0 social,
que intensifica a ocupag¢ao de mao-de-obra familiar no campo, com a diminui¢cao do
éxodo rural (SOMMER, 1998; ALCOFORADO FILHO, 1998, OLIVEIRA et al,
2012B).
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Com isso, o consumo do mel tem crescido de forma consideravel nos
ultimos anos, estimulado por essas caracteristicas e pelas comprovadas
propriedades funcionais e terapéuticas (BUAINAIN & BATALHA, 2007).

A Europa € o segundo maior produtor mundial e possui grande mercado
consumidor de mel, porém devido a diminuigdo da producao de mel em decorréncia
de diversos prejuizos, como seca e morte de enxames ocorridas nos ultimos anos,
depende das importagdes para abastecer o mercado interno. Estima-se que 40%
das necessidades de consumo sejam abastecidas pelas importagdes (EUROSTAST,
2015).

No entanto, o mercado mundial e doméstico de mel ainda carece de
estruturacdo, que deve estar caracterizada por uma estrutura estavel, com
produtores firmementes posicionados, canais de comercializacdo bem definidos e
linhas de produtos bem estabelecidas. A evolugdo do mercado apicola € marcada
pela exploragdo de algumas particularidades, como a tendéncia que os
consumidores prefiram e valorizem méis especificos, oriundos de determinada
regido, que apresentem método de producdo adequado e que assegurem a sua
qualidade, utilizando um sistema sustentavel, além de possuir caracteristicas
sensoriais definidas (BUANAIN & BATALHA, 2009).

O pais tem possibilidade de se tornar um dos lideres mundiais em producéo
de mel devido as condi¢des favoraveis que possui, como: a biodiversidade da flora,
caracteristicas climaticas, ampla area territorial ainda inexplorada com presenca de
mata nativa, oferta de mel o ano inteiro, genética e produtividade das abelhas
(abelhas africanizadas sdo mais resistentes a doengas, ndo havendo necessidade
de utilizacdo de antibi6ticos na sua criacao) desde que haja o dominio das técnicas
apicolas (FREITAS et al.,2004; ANDRADE et al., 2005; SEBRAE, 2009).

O Brasil ocupou uma posicdo importante no comércio internacional,
passando a ser o oitavo maior exportador mundial, com 96,8milhdées de toneladas
de mel exportadas em 2014 (ABEMEL). Esse resultado foi alcangado devido ao
investimento em politicas que visam o enquadramento do mel brasileiro nos padroes
de qualidade exigidos no mercado internacional bem como a promog¢ao comercial e
insercdo de produtos apicolas no exterior, desenvolvido em conjunto com parceiros

e entrepostos com parte do projeto “Brazil Let's Bee” (ABEMEL, 2014).
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Em 2015, houve um a queda no preco do mel no mercado internacional,
fazendo com que o valor do produto fosse reduzido em 17,10% e o volume
exportado baixasse 12,29% em relagdo a 2014. No mesmo ano, o Rio Grande do
Sul foi o sétimo estado maior exportador do Brasil, com 596.6128kg, ficando atras de
estados como Santa Catarina, Sdo Paulo, Parand, Piaui, Minas Gerais e Ceara
(ABEMEL, 2016).

O Rio Grande do Sul é o estado com maior consumo de mel, atingindo 400
gramas de mel por habitante/ano, enquanto que o restante do pais consome
somente 250 a 300 gramas de mel habitante/ano entre as classes alta e média;
provavelmente devido ao tipo de colonizacdo e, por consequéncia, da heranca
cultural européia, principalmente dos paises Alemanha e Itdlia que sdo ha muitos
anos grandes apreciadores de mel (PAULA-NETO & ALMEIDA-NETO, 2006).

2.3 Legislacao

O objetivo das normas de fiscalizacdo é estabelecer parametros de qualidade
que possam comprovar a identidade e qualidade do produto. Portanto, as normas
técnicas precisam levar em consideracdo parametros fisico-quimicos e sensoriais
que sirvam para comprovar a maturidade, seguridade e grau de pureza do mel
(SILVA et al., 2016). Como Normas Internacionais, é utilizado o Codex Alimentarius
e como Norma Brasileira se utiliza a instrugdo normativa do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento que estabelece o regulamento técnico de identidade e
qualidade do mel (BRASIL, 2000).

O mel é definido como “o produto natural adogicado produzido pelas abelhas
meliferas a partir do néctar das plantas ou de secre¢bes de partes vivas de plantas
ou de excrecdes de insetos sugadores de partes vivas das plantas, que as abelhas
recolhnem, transformam por combinagdo com substancias especificas préprias,
depositam, desidratam, armazenam e deixam amadurecer” (Codex Alimentarius,
2001).

O produto para ser exportado deve seguir as normas do MAPA (2000), onde
0s principais parametros dizem respeito ao produto final destinado ao mercado,
como, diferentes coloragcbes (claro ao ambar escuro) e estagios fisicos (liquido,
pastoso ou cirstalizado), ndo pode haver adicdo de produtos que possam alterar a

sua composicao, exceto a incorporacao natural de cera e poélen. Devem também
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obedecer aos seguintes parametros fisico-quimicos: agucares redutores para mel
floral no minimo de 65g.100g™" e para o melato ou mistura com mel floral de no
minimo de 60g.100g™"; umidade de 20g.100g'; sacarose aparente para mel floral
de no méximo de 6g.100g™" e para o melato, ou mistura com mel floral de no maximo
de 15g.100g™"; sélidos insoltveis em agua de no maximo de 0,1g.100g™"; minerais no
mel floral de no maximo de 0,6g.100g™" e para o melato ou mistura com mel floral de
no maximo 1,29.100g™"; acidez de 50miliequivalentes.kg™, no minimo de 8 Géthe na
escala da atividade diastasica; e de hidroximetilfurfural de no méaximo de 60 mg.kg™.
Deve conter graos de pdlen e ndo deve apresentar sinais de fermentacao.

Em 2006, ocorreu um embargo europeu ao mel brasileiro que perdurou por
dois anos. O Brasil ndo teve muitos prejuizos devido a essa imposi¢cao da Europa,
pois acabou por exportar para os Estados Unidos. Por outro lado, esse problema
impulsionou a implantacdo de um programa de rastreabilidade, de protocolos
técnicos em sistemas de poés-colheita, BPF’'s (Boas Praticas de Fabricacdo) e
APPCC’s (Analises de Perigos e Pontos Criticos de Controle) (PAULA, 2008;
SEBRAE, 2009). E ainda, aqueles estabelecimentos que realizam a manipulacao,
preparagado, embalagem e armazenamento de mel e produtos apicolas destinados
ao mercado europeu devem atender aos regulamentos de numeros 178/2002,
852/2004 e 853/2004 da Unidao Européia e devem ser controlados pelo DIPOA
(Departamento de Inspecédo de Produtos de Origem Animal) por meio do Servigo de
Inspecdo de Produtos Agropecuarios (SIPAGs) das respectivas superintendéncias
do MAPA nos estados. O regulamento 178/2002 cria uma autoridade europeia para
a seguranca de alimentos, através da proposta de padronizacdo das regras aos
estados membros da comunidade europeia. O regulamento 852/2004 tem enfoque
no APPCC; e o regulamento 853/2004 visa estabelecer regras especificas de
higiene aplicaveis aos géneros alimenticios de origem animal (CE, 2002,2004).

A comunidade europeia ja apoia iniciativas de seguridade de alimento, onde
ela regulamenta produtos que possam ser comprovados como originais, utilizando
para isso, algumas indicacdes no produto, tais como, denominanagdo de origem
protegida (DOP), indicagdo geografica protegida (IGP), especialidade tradicional
garantida (ETG) (CE. Diretiva, 2001/110, 2001; KARABAGIAS et al., 2014).

Na busca de um maior espac¢o no mercado europeu, o Brasil tera que num
futuro préximo se adaptar a essa realidade para enfim alavancar e consolidar as

exportacbes de mel e produtos apicolas. Para isso, € necessario que se faca
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adequacodes a legislacao brasileira, bem como a implantacdo de uma combinacao de
métodos que sejam capazes de identificar a origem botéanica e ou geografica.

2.4 Compostos Bioativos

As propriedades bioativas dos compostos fenélicos sdo muito bem
conhecidas devido a inumeras pesquisas (PYRZNSKA & BIESAGA, 2009; IGNAT,
VOLF & POPA, 2011; QUIDEAU et al., 2011), envolvendo a descricdo de suas
caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas.

Nas plantas, uma quantidade significativa de carbono e de energia é
direcionada para a producdo de moléculas, cuja funcdo ndo esta completamente
elucidada. O metabolismo central das células das plantas esta baseado nas vias
respiratérias, de glicolise e do ciclo de &cido citrico, em que é produzida a grande
maioria das moléculas e dos compostos envolvidos nos mecanismos de defesa e de
sobrevivéncia das plantas (LOBO & LOURENCO, 2007).

Os compostos fenolicos sdo geralmente produzidos como um mecanismo de
defesa contra um ataque ao tecido da planta ou em um ambiente de estresse, como
por exemplo, condicdes de temperatura desfavoravel, excesso ou falta de
luminosidade, estresse hidrico, pH e ataque de patégenos que possam causar
infeccbes e ou ferimentos (NACZK & SHAHIDI, 2004; REA et al., 2011). Os
compostos obtidos nessas condi¢gdes sdo denominados de metabdlitos secundarios,
uma vez que nao estao diretamente relacionados com as fungdes de crescimento e
desenvolvimento do tecido da planta e sao normalmente encontrados em
determinados tecidos e 6rgdos e em fases especificas do crescimento e
desenvolvimento da planta (metabdlitos primarios) (BUCHANAN & JONES, 2000)

A estrutura basica de um composto fendlico € um anel de benzeno que
apresenta um ou mais substituintes hidroxilas. Um resumo da complexa via de fenil
propandide, sendo representada e descrita através das etapas mais importantes
para a formacéo de alguns compostos fendlicos esta apresentado na figura 1. A via
mais importante na biossintese de compostos fendlicos é a via do acido chiquimico,
em que uma molécula de acido fosfoenolpiruvico (PEP) derivado da glicélise, e uma
molécula eritrose-4-fosfato derivado da via das pentoses fosfato, sdo combinados
resultando na formacédo do DAHP (3-desoxi-arabinoheptulsonato-7-fosfato), o qual é
ciclizado e reduzido para formar chiquimato.
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Figura 1 - Via biossintética de alguns compostos fenélicos (adaptado de Diaz et al., 2016)

De acordo com a figura 1, é possivel notar que a via do &cido chiquimico

também estd envolvida no metabolismo primario, para a formagcdo de proteinas, e

que, portanto, também estéo relacionadas com a formacédo dos compostos fenélicos

e de acidos fendlicos. A via para sintese de acidos fendlicos comeca a partir de

acucares, aminoacidos aromaticos (fenilalanina) e alguns casos tirosina. No

mecanismo de feedback ocorre a produgdo maior de triptofano que ira induzir o fluxo
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do carbono em direcdo a producdao de fenilalanina e tirosina. Isso €& muito
interessante, pois a producao dos compostos fenélicos mais complexos inicia com a
desaminacao da fenilalanina com o acido cindmico para a produg¢do de cumarinas e
na conversao do acido p-cumarico (derivado da tirosina). A produgéo do acido p-
cumarico da origem a formacao dos acidos hidroxicindmicos. Através da acao de
enzimas o acido p-cumarico é convertido em flavonois e flavan-3-6is (KARAKAYA,
2004; AMAROWICZ et al.,2009; COHEN & KENNEDY, 2010; PATRA et al., 2013;
SHAHIDI & AMBIGAIOALAN, 2015).
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Figura 2 - Estruturas quimicas mais comuns das classes de flavonoides, adaptado de Pyrznska &
Biesaga, 2009

Portanto, a via metabdlica do &cido chiquimico pode originar compostos
flavonoides e nao flavonoides. Os flavonoides constituem o maior grupo de
compostos fendlicos presentes em plantas e séo classificados de acordo com as
substituicbes na estrutura do anel carbénico, dando origem a sete classes principais:
flavondis, flavonas, flavanonas, flavandis, flavanas, isoflavonas e antocianidinas
(PETERSON e DWYER, 1998; MARTINS et al., 2011).
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Ja os nédo flavonoides, podem ser derivados de estruturas quimicas Cg-Cq
(compostos hidroxibenzoicos, ex. &acido galico, p-hidroxibenzoico, vanilico e
seringico), Cs-C3 (compostos hidroxicindmicos, ex. acido cafeico e ferulico), Ce-Co-Cg
(compostos oriundos do trans e cis-resveratrol) (Figura 2). Maior sera a atividade
antioxidante dos nao flavonoides quanto mais préximos estiverem 0s grupos
hidroxilas e 0 —CO2,H em relacdo ao grupo fenil. Em geral, derivados de acidos
hidrocindmicos, devido a capacidade de estabilizar radicais livres grupo—CH=CH-
COOH, possuem maior atividade antioxidante do que os derivados de acidos
hidroxibenzoicos (RICE-EVANS et al., 1996; BRAVO et al., 1998; MARTINS et al.,
2011).

Acido hidroxibenzoico Acido hidroxicinamico

R1 R|

R, COOH Ry

\ COOH

R, R,
Acidos R1 Rz Rz Acidos R1 R2 Rz
p-hidroxibenzoico H OH H p-cumarico H OH H
protocatecuico OH OH H cafeico OH OH H
vanilico OCH: OH H ferulico OCH; OH H
seringico OCHz OH OCH: sinapico OCHa OH OCHa
galico OH OH H

Figura 3 - Estruturas quimicas dos principais acidos fendlicos, adaptado de Shahidi & Ambigaipalan
(2015).

Os &cidos fendlicos derivados dos acidos hidroxicindmicos sdo os mais
comumente encontrados nas plantas, como, por exemplo, acido cafeico, p-cumarico
e ferulico que sdo encontrados com frequéncia nos alimentos sob a forma de ésteres
simples. Por outro lado, derivados dos acidos hidroxibenzoico normalmente estao
presentes sob a forma de glicosideos, como, por exemplo, acidos vanilico (NACZK &
SHAHIDI, 2004; SHAHIDI & CHANDRASEKARA, 2010).
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Grande parte dos estudos sobre os efeitos benéficos do mel concentra-se na
acao que os compostos bioativos, principalmente fendis, apresentam no organismo
humano (BERETTA et al., 2005).

Os compostos fendlicos identificados em amostras de méis sofrem variagdes
em quantidade e variedade devido as suas origens botanicas e geograficas
(OZKOK, D’ARCY & SORKUN, 2010). Essa variacao é suficiente para permitir a
discriminagdo das amostras devido ao predominio de compostos especificos em
determinadas regiées em fungéo da flora predominante, tais como: luteolina (mel de
lavanda), quercetina (mel de girassol) (YAO et al., 2003), hesperetina (mel de
citricos), campeferol (mel de alecrim) (THOMAS-BARBERAN, 2001), 4cido elagico
(mel de urze) (ANTONY et al., 2000), acidos cafeico, cumarico e ferulico (MERKEN
& BEECHER, 2000) campeferol, crisina, pinocembrina, acido caféico e naringenina
(mel de rosmaninho) e miricetina, quercetina, galangina e acido p-cumarico (mel de
melato) (ESCRICHE et al., 2014) e mel manuka, Leptospermum scoparium,
(pinocembrina, crisina, luteolina) (CHAN et al., 2013).

Os compostos fendlicos ndo estao apenas presentes nos méis, eles tambéem
sao responsaveis por definir caracteristicas especificas, através da avaliacao
cuidadosa da distribuicao de alguns compostos considerados marcadores de florada
(YAO et al., 2004; IURLINA et al., 2009; LACHMAN et al., 2010; OZKOK, D’ARCY &
SORKUN, 2010; ESCRICHE et al., 2012). Pesquisas relacionadas a identificacao e
quantificacdo de compostos fendlicos em mel, tendo em vista a possivel origem
botanica e geografica, aumentaram consideravelmente apdés a aplicacdo de
metodologias usando cromatografia liquida. Porém ndo temos conhecimento de um
estudo que comparem duas metodologias de analise (por espectrofotometria e
cromatografia) em méis de diferentes origens geograficas e botanicas.

O mel também ja foi demonstrado possuir semelhanca com a capacidade
antioxidante (em base seca) encontrada em muitas frutas.

Os carotenoides pertencem a uma familia de compostos naturais e
constituem um dos mais importantes grupos de pigmentos na natureza devido as
suas numerosas fungdes, larga distribuicdo e diversidade estrutural (SAINI, NILE
&PARK, 2015).

Uma das suas principais fungdes é a atividade pro-vitaminica A (HASKELL,
2013). A vitamina A é essencial para a diferenciacdo celular, para a visédo, para o

crescimento 6sseo, na reproducado e na integracdo do sistema imunolégico, sendo
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que sua deficiéncia pode resultar em anemia. Estudos demonstram que uma dieta
rica em carotendides esta associada a menor incidencia de céancer, problemas
cardiovasculares, degeneragédo ocular e desenvolvimento de varias doengas como
catarata, cegueira noturna e irrversivel, ulceram na cornea, além de contribuir para
um melhor funcionamento do sistema imunolégico (SOMMER, 2008; SHARONI et
al., 2012; STEPHENSEN et al., 2013).
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Figura 4 - Estruturas quimicas dos principais carotenoides, adaptado de Krinsky & Johnson, 2005

E comumente distribuido em alimentos de origem vegetal e animal e sao
responsaveis pelas coloracdes amarela, alaranjada e vermelha. Existe mais de 700
tipos de carotenoides distribuidos na natureza, desde a astaxantina (3,3 -dihidroxi-3-
Bcaroteno-4,4’-diona), pigmento carotenoide oxigenado que confere caracteristica de
coloracao rosa-avermelhada em alguns peixes (salméo), crustaceos (lagostas, siri e
camarao), aves (flamingo) e micro-organismos, que atuam eleminando radicais livres
e protegendo contra a peroxidagédo lipidica que causam oxidacdo nos tecidos e
membranas celulares (FERREIRA, ZAMITH & ABRANTES, 2014; LERFALL, 2016)
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até os presentes em grandes concentracées em vegetais folhosos (ex. brécolis),
porém mascarados devido a presenca da clorofila, que é o pigmento predominante
caracteristico da coloracao verde.

Esse grupo apresenta diversidade estrutural caracteristica pela presenca de
uma cadeia de carbonos com a presenca e compartilhamento ou néo de ligacoes
duplas. Essas ligacbes duplas sao capazes de receber elétrons de espécies
reativas, neutralizando os radicais livres tornando os carotenoides compostos que
apresentam potencialidade como antioxidante.

Com base nos grupos funcionais, os carotenoides podem ser classificados em
dois grupos: os que contem oxigénio (xantofilas, ex. luteina e zeaxantina) e os que
possuem cadeia de hidrocarbonetos (carotenos, ex. a-caroteno, B-caroteno e
licopeno) (BRITTON & KHACHIK, 2009).

Os carotenoides sao constituidos de oito unidades de isoprendides unidos de
uma forma especifica para que a organizagdo das unidades de isoprenoide seja
invertida no centro da molécula de modo que os grupos metil ndo terminais estejam
em uma posicao 1,5 e os outros grupos metis centrais estejam em uma posicéo 1,6,
a deslocalizacdao de elétrons ao longo dessa estrutura basica origina uma forma
molecular, com propriedades especificas de reatividade quimica e absor¢ao de luz
(BRITON & KHACHIK, 2009) (Figura 4), podendo ser encontrados na forma livre ou
na forma esterificada com 4cidos graxos (PEREZ-GALVEZ & MINGUEZ-
MOSQUERA, 2005; RIVERA & CANELA-GARAYOA, 2012).

2.5 Beneficios ao organismo humano

O uso indiscriminado de remédios provocou o surgimento de antibiéticos
resistentes, causando um receio que infeccoes possam voltar a ser dificeis de
controlar sem o uso de novas formas de medicamentos (FAIR & TOR, 2014;
TIRADO, HUDSON & MALDONADO, 2014; ORYAN, ALEMZADEH & MOSHIRI,
2016).

Devido as acdes antimicrobiana (AL-WAILI et al., 2011), anti-inflamatéria
(MAJTAN, 2014), antioxidante (KUS et al., 2014), desbridamento (MADDOCKS &
JENKINS, 2013), impulso no sistema imunolégico (YAGHOOBI, KAZEROUNI &
KAZEROUNI, 2013) e de estimulagdo do crescimento epitelial (BOEKEMA, POOL,
ULRICH, 2013), o mel pode ser usado como, substituto de antibiéticos no tratamento
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de processos infecciosos, protegcdo contra disturbios gastrointestinais e lesdes
gastricas crdnicas, na cicatrizacdo de feridas, queimaduras e regeneracao de
tecidos (GOMEZ-CARAVACA et al., 20086).

Essas propriedades biolégicas sdo devido a sua natureza multifatorial,
caracterizadas por um conjunto de fatores, como, presenca de perdxido de
hidrogénio (BRUDZYNSKI et al., 2011), 6xido nitrico (AL-WAILI et al., 2003) e
compostos fenodlicos (VANDAMME et al., 2013), condicbes acidas (ORTIZ-
VAZQUEZ et al., 2013) e de osmolaridade (GEORGE & CUTTING, 2007) e
processos que envolvem a reducdo das prostoglandinas (AL-WAILI & BONI, 2003)
tornando o mel um fitoterapico com capacidade para atuar de diferentes formas
(ORYAN, ALEMZADEH & MOSHIRI, 2016).

2.6 Origem floral e geografica

Na maioria das vezes, o mel é classificado de acordo com sua origem floral.
Méis monoflorais e apresentam caracteristicas como: cor, odor, sabor e aromas
préprios de uma unica espécie vegetal, como, por exemplo, o0 mel de laranjeira, mel
de eucalipto, mel de urze, mel de castanha, entre outros.

Os méis multiflorais ou silvestres contém néctar e polén de varias floradas e
que por isso ndo sao tdo requisitados pelo mercado consumidor, ndo atingindo
precos elevados por ndo apresentarem caracteristicas especificas.

Ha também méis de melato que sao obtidos a partir da excrecao de insetos
sugadores de plantas e seiva de cana-de-agucar. Por ultimo, existem alguns méis
com origem geografica comprovada e que apesar de ndo apresentarem uma florada
caracteristica, possuem compostos especificos de alguma regido, como o mel de
manuka, mel muito conhecido na Nova Zelandia pela sua acado antimicrobiana
atribuida a presenca de elevada quantidade de metilglioxal, o qual se origina da
dihidroxiacetona do néctar da florada (CHAN et al., 2013).

A melissopalinologia é a ciéncia que estuda, identifica e quantifica as
caracteristicas dos graos de pélen do mel (TERRAB et al., 2003). Trata-se de uma
analise de microscopia, em que o analista coleta o pdlen presente no mel e compara
0 seu tamanho e morfologia, bem como padrées de superficie de suco, poros e
espinhos com o pélen da prépria planta, com o intuito de comprovar a sua origem
floral (IURLINA et al., 2009). Essa técnica depende da experiéncia do analista, ja
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gue se baseia na analise morfolégica do pdlen, e para que o mel seja tipificado como
mel de uma florada especifica, € necessario que tenha no minimo 45% da presenca
do pélen (ZANDER, 1935). Contudo, as abelhas podem coletar pdlen de algumas
floradas e o néctar de outras.

Por tudo isso, atualmente a pesquisa na area apicola tem se direcionado em
buscar determinacbes que demonstrem o0s compostos que estdo realmente
presentes no mel, sejam devido a alimentagdo por pdlen e ou néctar, deixando a
andlise polinica como um complemento de informagdes. Concomitantemente devem
ser realizadas outras determinagdes, como, analises fisico-quimicas, espectroscopia
e cromatografia, as quais sdo capazes de fornecer informagcdes precisas da
qualidade e dos compostos presentes no mel.

Sabe-se que o néctar coletado pela abelha passa por mudangas em sua
composicao fisica e quimica, causada pelas secrecoes produzidas pelas glandulas
hipofaringeanas das abelhas que adicionam ao néctar enzimas como a invertase (a
glicosidase), diastase (a e P amilases), glicose oxidase, catalase e fosfatase,
enquanto a abelha transporta o néctar para a colmeia (CAMARGO et al., 2006;
LENGLER et al., 2004). Os compostos formados pelas agdes enzimaticas sdo os
responsaveis pela conservacao do mel (acido glucénico e peroxido de hidrogénio) e
pelas caracteristicas préprias de sabor, cor e odor. Portanto, em decorréncia dessas
transformacdes, as propriedades apresentadas no néctar diferem daquelas
observadas no mel.

Portanto, com a finalidade de determinar a origem floral dos méis sao
empregados diversos métodos: analises do polen (melissopalinologia) (IURLINA et
al., 2009), sensoriais (CASTRO-VAZQUEZ et al, 2010), fisico-quimicas
(KARABAGIAS et al.,, 2014), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN) (RIBEIRO et al., 2014), espectroscopia no infravermelho (ESCUREDO et al.,
2015), espectroscopia de fluorescéncia (LENHARDT et al., 2015), espectroscopia de
absorcdo atémica por chama (F-AAS/AES), espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) (MADJCZYK & BARALKIEWICZ et al., 2008),
voltametria por lingua eletrénica (ESCRICHE et al.,, 2012; TIWARI et al., 2013),
cromatografia liquida (IJURLINA et al., 2009), cromatografia gasosa e de
espectrometria de massas (GC/MS) (ALIFERIS et al., 2010).

Desta forma, varios sdo os instrumentos analiticos utilizados pelos

pesquisadores com o intuito de “tipificar” os méis. Buscando tornar a caracterizagao
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mais fidedigna possivel, tem sido adotada a combinacao dessas técnicas analiticas
auxiliadas por ferramentas estatisticas, como, analise de variancia, analise de
varidncia multivariada, andlise de componentes principais (PCA), clusters e

correlagoes.

2.7 Compostos volateis

O aroma do mel é um importante fator de qualidade e depende da
composigdo quimica presente na fragdo volatil, a qual é influenciada pela
composicao do néctar, da origem floral, genética da abelha, origem geografica
condi¢cbes de transformacdo dentro da colméia, processamento e armazenamento
(CASTRO-VAZQUEZ et al., 2007; BARRA et al., 2010; MOREIRA et al., 2010;
SILVA et al., 2016).

Devido ao elevado numero e complexidade dos compostos volateis presentes
no mel, o perfil aromatico representa uma "impresséao digital" do produto, que pode
ser utilizado para determinar sua origem floral (ANKLAM & RADOVIC, 2001).
Quando se trata de um alimento rico em sabor como o mel, essa andlise é
particularmente confiavel, proporcionando o desenvolvimento de inimeras técnicas
(RADOVIC et al., 2001).

Os compostos responsaveis pelo aroma de méis sdo uma mistura complexa
de diversos compostos volateis que apresentam algumas caracteristicas, como:
diferentes funcionalidades, baixo peso molecular, presentes em concentracdes
baixas, podendo ser, monoterpenos, norisoprenoides, sesquiterpenos, derivados de
benzeno e, em concentragdes um pouco maiores, ésteres de alcoois, 4cidos graxos,
cetonas, aldeidos e terpenos (CUEVAS-GLORY et al., 2007; PONTES et al., 2007).

O perfil volatil observado em um determinado mel pode variar em decorréncia
do processamento empregado, das condi¢des e do periodo de armazenamento, pois
0s compostos quimicos presentes no mel como acucares, aminoacidos, vitaminas,
acidos organicos, compostos fendlicos e ainda, compostos volateis podem sofrer
processos enzimaticos ou quimicos (reacao de Maillard), que degradem o produto
com formacédo de novos compostos, como derivados furandides, alcoois fendlicos e
novos compostos volateis (SILVA et al., 2016).

A percepcédo do aroma € geralmente o resultado do balango global entre o
impacto de cada um dos compostos. Embora nenhum constituinte seja totalmente
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responsavel pelo aroma caracteristico de uma matriz, em alguns produtos existem
um ou mais componentes que, sozinhos, lembram a qualidade caracteristica de seu
aroma, e sao denominados “carater impacto”, os outros compostos necessarios para
se obter o sabor pleno sdo denominados “contribuintes” ( FRANCO, 2003).

O desenvolvimento e aplicacdo de uma metodologia para determinacao da
composi¢do quimica dos compostos volateis € uma tarefa desafiadora (AUGUSTO
et al., 2003), pois a técnica aplicada para isolamento deve ser capaz de isolar os
compostos volateis enquanto limita a formagao de artefatos (FRANCO, 2003).

Por isso, a técnica mais utilizada para a determinacao do perfil aromatico € a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS), pois combina
uma elevada eficiéncia de separacdo e sensibilidade, além de fornecer dados
qualitativos e quantitativos para uma adequada determinacdo do perfil aroméatico
(CUEVAS-GLORY et al., 2007).

Séo utilizados como meétodos de extragdo combinados a cromatografia
gasosa, o headspace (SORIA, MARTINEZ-CASTRO, & SANZ, 2008), simultanea
extracdo e destilacdo (LIPING et al., 2014), extracdo e destilacdo em micro escala
simultanea (CASTRO-VAZQUEZ, DIAZ-MAROTO & PEREZ-COELHO, 2009)
hidrodestilacdo e destilagao por arraste a vapor (AUGUSTO et al., 2003) extracao
por ultrasson (ALISSANDRAKIS et al.,, 2011), extracdo em fase soélida (SPE)
(MICHALKIEWIVZ, BIESAGA & PYRZNSKA, 2008) extracdo em fase soélida
dindmica (SPDE) (AMPUERO, BOGDANOV & BOSSET) e micro extracao em fase
sé6lida (SPME) (ALIFERIS et al., 2010).

Dentre as técnicas recentes para andlise de volateis podem se destacar a
microextracdo em fase sélida, onde o principio fundamental € a analise da fase
gasosa em equilibrio com a fase liquida ou sélida da amostra, visando minimizar a
formacao de artefatos e/ou a destruicdo da fracdo volatil, representando mais
fielmente o aroma de uma determinada matriz (FRANCO, 2003).

A técnica de headspace por microextracao em fase sélida (SPME, do inglés
solid phase microextraction), introduzida em 1990 por Arthur Pawliszyn (1990), tem
como principais vantagens sua simplicidade de manuseio, ser uma técnica livre de
solventes, reprodutibilidade, sensibilidade, flexibilidade, simples, econémica,
mantendo a integridade quimica das moléculas sem a complexidade dos métodos
tradicionais (VALENTE & AUGUSTO, 2000; FRANCO, 2003; CUEVAS-GLORY et
al., 2007).
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A unidade de SPME consiste de uma fibra fina de silica fundida recoberta
com material polimérico usado como fase estacionaria, que é utilizada para extrair
compostos organicos a partir de sua matriz. A extragao fundamenta—se no equilibrio
de particdo (polidimetilsiloxano) ou adsorgcdo (poliacrilato) entre a fibra e os
componentes da amostra ou seu headspace. Na técnica de headspace, a amostra
liquida € colocada em um frasco de vidro (vial) que € entéo lacrado.

A fibra de SPME é exposta no topo do frasco, obedecendo a uma distancia
pré-determinada entre a fibra e o liquido da amostra, bem como agitacéo, tempo de
equilibrio (somente amostra) e tempo de extracdo pré-definidos (fracdo volatil da
amostra em contato com a fibra) (Figura 5).

Suporte SPME

Lacu_'i Fibra exposta

I -
V] vapores do
Frasco de headspace [ analito
: . amostra
" sélida ou liquida
-

Figura 5 - Representagdo da extragdo dos compostos volateis por SPME, adaptado de Menezes &
Cardeal, 2013.
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A microextragcdo em fase solida tem sido considerada um método
potencialmente util para caracterizacdo de compostos volateis em alimentos e
principalmente, como método de rotina para verificar mudangas no aroma durante o
seu processamento (FRANCO, 2003).

Através da andlise dos compostos que compdem o0 aroma, torna-se possivel a
identificacdo de compostos que sao marcadores de determinadas origens botanicas.
Com isso, se propicia a identificagdo de um mel monofloral ou silvestre (ESCRICHE
et al, 2011). A identificacdo da origem geografica e botanica é essencial para a
especificidade e originalidade do mel. Através dessas informac¢des € possivel
caracterizar um mel de uma regidao e agregar valor a esse produto de acordo com
suas propriedades sensoriais caracteristicas.

Estudos como esse acabam sendo indispensaveis no mercado atual, pois
cada vez mais o consumidor clama pela necessidade da rastreabilidade do alimento
que esta ingerindo, principalmente para a comprovacao da sua qualidade.

S&o limitados os dados que caracterizam os méis de um mercado de grande
importancia econémica nacional, como € o estado do Rio Grande do Sul. Assim,
torna-se fundamental a determinagao das origens geografica e botanica desses méis
por meio de seus atributos de qualidade, compostos bioativos, perfil volatil e
atividades antioxidante e antibacteriana.



3 Capitulo 1 - Relacao entre compostos bioativos com as atividades
antioxidante e antibacteriana em méis do estado do Rio Grande do Sul

3.1 Introducao

O mel é o produto apicola que possui maior potencial de mercado. Contém
mais de 200 compostos, dos quais aproximadamente 79% carboidratos, 18% agua e
3% de outros compostos. Porém, o que o caracteriza e o torna Unico € a vasta
mistura de substéancias contidas nesses 3% da sua composi¢ao, como, aminoacidos,
lipidios, minerais, vitaminas e compostos bioativos, destacando-se compostos
fendlicos e carotenoides (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010; CIULU et al., 2011;
ALQARNI, OWAYSS & MAHMOUD et al., 2012; ORYAN, ALEMZADEH & MOSHIRI,
2016). Esse somatoério de caracteristicas tornam o mel um dos alimentos mais
completos quanto as propriedades benéficas ao organismo humano, possuindo acéao
terapéutica (BLASA et al., 2007; SILICI et al., 2008), antioxidante (MEDA et al.,
2005; LACHMAN et al.,, 2010), antimicrobiana (ESCUREDO et al., 2012,
VANDAMME et al., 2013), antitumoral (JAGANATHAN et al., 2011), anti-inflamatéria
(VAN DEN BERG et al., 2008), antiviral (WATANABE et al., 2014) e antitlcera
(VANDAMME et al., 2013).

Sao vérios os beneficios para a saude de uma dieta rica em alimentos que
tenham em sua composicdo compostos fendlicos, porém, a atuacdo desses
compostos € dependente da biodisponibilidade de cada componente
individualmente, bem como da sua composi¢cdo quimica. Ha varias evidéncias que
flavonoides e acidos fendlicos podem ser absorvidos no corpo humano em
quantidade que sejam suficientes para exercer muitas atividades bioldgicas
(OLTHOF, HOLLMAN & KATAN, 2001, BERETTA et al., 2005; ALQARNI, OWAYSS
& MAHMOUD, 2012).

Os compostos fendlicos constituem uma das principais classes de compostos
que se originam do metabolismo secundario das plantas. Este metabolismo é
responsavel pelo mecanismo de defesa da planta, quando esta € acometida de
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algum dano (estresse hidrico, excesso de luminosidade, ataque por pragas),
naturalmente produz uma infinidade de compostos fendlicos com diferentes
estruturas quimicas e biologicas para atuarem como mecanismo de defesa
(CAROCHO & FERREIRA, 2013; ROLEIRA et al., 2015; DIAS et al., 2016). Os
compostos fendlicos sdo constituidos por no minimo uma estrutura basica de um
anel aromatico ligado a um ou mais grupos hidroxilas, podendo variar de uma
simples a uma complexa molécula de alto peso molecular (PYRZYNSKA &
BIESAGA, 2009).

Um dos métodos mais utilizados para a pesquisa do conteudo total de
compostos fendlicos em alimentos €& o Folin-Ciocalteau (mistura de &cido
fosfotungstico e fosfomolibidico). Esta técnica detecta todas as classes de
compostos poli-hidroxifendlicos, e também, alguns compostos nao fendlicos que
apresentem atividade antioxidante, como por exemplo, o acido ascérbico que é um
agente redutor e acaba reagindo com a solugdo de Folin-Ciocalteu, levando ao
aumento da absorbancia e, por consequéncia, dos resultados (EVERETTE et al.,
2010; FERREIRA et al., 2009).

Os compostos fendlicos e o néctar sdo recolhidos pelas abelhas e apés,
passarem por processos especificos sdao convertidos em mel (SILICI, SAGDIC &
EKICI, 2010).

Segundo Alvarez-Suarez et al., (2012) os principais compostos fendlicos
presentes em méis sao flavonoides. Os quais podem ser categorizados em
flavondis, flavanonas, flavonas, isoflavonas e antocianinas (PYRZYNSKA &
BIESAGA, 2009). Algumas propriedades na estrutura dos flavonoides caracterizam
uma maior atividade antioxidante, como, a presenca de hidroxilas nos anéis
aromaticos, numero e posicao de grupos hidroxila e outros substituintes, por outro
lado, a glicosilacao caracteriza uma menor atividade antioxidante (SGHAIER et al.,
2011; SILVA et al., 2016).

A maneira mais precisa e exata de se identificar e quantificar flavonoides em
produtos naturais é por meio de andlise cromatografica (por cromatografia liquida)
(MARCUCCI, 1995). Entretanto, quando se pensa em controle de qualidade, é
conveniente a introducao de alternativas mais simples e baratas, pois nesses casos
requerem-se procedimentos que permitem a analise rapida de varias amostras. Uma
das técnicas que se enquadra bem nesse contexto é a determinacao de flavonoides
totais por espectrometria no UV. De acordo com Mabry (1970) no ano de 1954 um
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pesquisador sugeriu a utilizacdo de cloreto de aluminio como reagente para
determinar através de espectrometria a presenca de flavonoides. Desde a década
de 60, o composto passou a ser largamente adicionado como um reagente de
desvios (shift reagent) em espectrometria no UV-visivel para a determinacdo de
flavonoides totais (MABRY et al., 1970; MARKHAM, 1982). Em metanol, os
grupamentos dos flavonoides formam um complexo estavel com o aluminio, levando
a um desvio de absor¢cdo para maiores comprimentos de onda e com maior
intensidade, limitando assim, a possibilidade de interferéncia de outras substancias
fendlicas, que acompanham os flavonoides nos tecidos vegetais, pois mesmo que
estes complexem com o AICl;, absorverdo em comprimentos de onda muito
inferiores (WOISKY, 1998)

Os &acidos fendlicos sdo compostos fendlicos largamente distribuidos na
natureza e sao divididos em derivados do acido hidroxibenzbico (p-hidroxibenzabico,
vanilico e siringico) e hidroxicinamico (caféico, feralico, p-cumarico e sinapico)
(MARTINS et al., 2011). S&o compostos que apresentam atividade antioxidante e
que possuem propriedade de diminuir os efeitos do estresse oxidativo, e por
consequéncia atua contra diversas doencas, como cancer (SHAHIDI, 2004). Até o
momento nao existe na literatura a discriminagcao de teores totais de acidos fendlicos
em méis. O método utilizado no presente estudo foi adaptado de um método
utilizado para a determinacédo desses compostos em vinhos (MAZZA et al., 1999).
Assim como o mel, o vinho também possui um valor agregado de acordo com a sua
composicdo bioativa e determinacbées que fornecam uma estimativa desses
compostos sdo necessdrias como analise de rotina em laboratérios de controle de
qualidade.

Os carotenoides sao pigmentos responsaveis pelas tonalidades que variam
do amarelo ao vermelho de varios vegetais e frutas, podem também estar presentes
em folhas acompanhados do pigmento predominante verde da clorofila. Assim como
os compostos fendlicos também possuem estrutura quimica variada, onde a base
consiste em oito unidades de isopreno conjugado, a deslocalizacdo dos elétrons ao
longo dessa estrutura origina uma unica forma molecular (RIVERA & CANELA-
GARAYOA, 2012; TURCSI, NAGY & ELI, 2016).

A cor do mel depende de vérios fatores, alguns intrinsecos, como conteudo
mineral (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010), origem botanica e exposicdo ao calor
antes da coleta (BOGDANOQOV, RUOFF & PERSANO, 2004), teor de pigmentos com
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propriedades antioxidantes, como carotenoides e compostos fenélicos (BERETTA et
al., 2005; BERTONCELJ et al., 2007), além de fatores extrinsecos, como tempo de
armazenamento, exposicdo ao calor apés a coleta (BOGDANOV, RUOFF &
PERSANO, 2004) e presenca de alteragbes como produtos de fermentacao
(DONER, 2003) e cristalizacdo (BELAY et al., 2015). Em varios trabalhos ha
relacdes entre a coloracao e os carotenoides presente em méis, onde os autores
encontraram pequenas concentragbes no escuro (10mgB-carotenokg') e
praticamente auséncia nos de coloragdo extra branca (TOMASIK, 2004;
ESTEVINHO et al., 2008; FERREIRA et al., 2009; ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010).

As atividades benéficas do mel estdo relacionadas essencialmente as suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas (MARTOS et al., 2000). A atividade
antimicrobiana do mel foi comprovada em estudo recente utilizando 60 méis de
diferentes origens botanicas, frente a 16 patégenos clinicos e suas respectivas
cepas de referéncia (VOIDAROU et al., 2011).

Sabe-se também que essas propriedades benéficas, entre elas, a atividade
antimicrobiana, irdo depender de varios fatores, como, a fonte nutricional das
abelhas que estara diretamente relacionado com a origem geogréfica e botanica, a
oferta de alimento e agua, bem como coleta, processamento e armazenamento do
mel (LIU et al., 2013; ORYAN, ALEMZADEH & MOSHIRI, 2016).Na determinacao
antibacteriana de oito méis (trigo, mirtilo e mafuka) observaram que a dose do mel é
muito importante para o seu efeito bactericida, onde o méaximo efeito € obtido com a
degradacdao do DNA bacteriano, o qual foi observado efeitos antibacterianos em
concentracdbes de minimas de 6,25% de mel para os méis de trigo e manuka
(BRUDZYNSKI; ABUBAKER & WANG, 2012).

Varios autores também estudaram as correlagdes entre cor e atividades
antioxidante e antibacteriana com o conteddo dos compostos bioativos do mel
(BERETTA et al.,, 2005;. BERTONCELJ et al., 2007; CANADANOVIC-BRUNET et
al., 2014). Porém, os dados sobre essas propriedades no mel brasileiro sao
limitados, portanto, é importante determinar parametros a fim de caracterizar os méis
do estado do Rio Grande do Sul, Brasil, especialmente devido a relevancia produtiva
e econOmica no mercado apicola brasileiro. Dessa forma, o objetivo do estudo foi
avaliar as atividades antibacteriana e antioxidante e o teor de compostos bioativos

de amostras de méis.
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3.2 Material e método

3.2.1 Amostras

As amostras foram fornecidas por apicultores de varias regides do estado do
Rio Grande do Sul e coletadas a partir de um delineamento inteiramente casualizado
(Tabela 1), nas seguintes regides: oeste (H1, H2, H3, H4, H5, H10, H11, H14),
metropolitana (H6, H16, H19, H20, H21, H22, H23), sudoeste (H7, H12, H13),
sudeste (H8, H9, H17, H18), nordeste (H15) e noroeste (H24) (Figura 6). As
amostras foram adquiridas entre janeiro e novembro de 2013 e mantidas em frascos
de polietileno esterilizados com auséncia de luminosidade e sob refrigeracao (5°C).

Tabela 1 — Amostras de méis com respectivos dados de coleta: municipio, origem botanica e
coloracao.

Amostras Municipio Origem boténica colet:S de
HA1 Nova Esperanca silvestre fevereiro
H2 Unistalda silvestre fevereiro
H3 Mata silvestre janeiro
H4 Bom Respiro eucalipto janeiro
H5 Cacequi silvestre maio
H6 Ivoti silvestre maio
H7 Bagé eucalipto maio
H8 Pelotas eucalipto outubro
H9 Pedras Altas silvestre margo
H10 Sé&o Pedro do Sul silvestre margo
H11 Santiago silvestre margo
H12 Livramento silvestre margo
H13 Se:oc\JS:irSanmsco de silvestre margo
H14 Jaguari silvestre marco
H15 Farroupilha silvestre novembro
H16 Nova petropolis silvestre novembro
H17 Rio Grande silvestre marco
H18 Cerrito Alegre silvestre dezembro
H19 Camaqua silvestre novembro
H20 szr;:ﬁlﬁgtonlo da silvestre dezembro
H21 Taquara eucalipto abril
H22 Gramado silvestre abril
H23 Trés Coroas silvestre maio

H24 Teutbnia eucalipto julho
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Figura 6 - Mapa do estado do Rio Grande do Sul com regides e municipios da amostragem.
(adaptado de Raphael Lorenzeto de Abreu, 2 de junho, 2006). Acesso: 10/10/2015. Disponivel em:
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:RioGrandedoSul_MesoMicroMunicip.svg).

3.2.2 Padroes e reagentes

Todos os produtos quimicos eram do mais alto grau analitico. A quercetina,
acido cafeico, acido galico, DPPH e ABTS foram fornecidos por Sigma-Aldrich (St.
Louis, EUA), metanol, ciprofloxacina e Folin Ciocalteu solucdo 2N foram obtidos da
Merck (Alemanha) e agar de triptona de soja, caldo de soja triptona e peptona
bacteriolégica foram obtidos de Oxoid, Basingstone, Hampshire, Reino Unido. Agua
foi purificada por meio de um sistema de purificacao Ultra (Mega Purity).

3.2.3 Determinacao da coloracao

Antes de todas as andlises, as amostras foram previamente homogeneizadas
e sonicadas (UltraSonic Clean Ultra Cleaner 1400A, Unique) durante 10min (45°C)
até a dissolucdo completa dos cristais de agucar.

Foram feitas solugcdes de 50% mel (50% agua: 50% mel) em agua destilada
morna (45-50°C) e sonicadas durante 5min. Apos as solugdes de mel foram filtradas
a fim de eliminar particulas grosseiras (residuo de cera, abelha) e a absorbancia foi
medida a 635nm em espectrofotdmetro de UV-visivel (Spectrophotometer Jenway-
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6705 UV/VIS). Os resultados foram calculados (Pfund = 38,70 + 371,39 * ABS)
(FERREIRA et al., 2009) e expressos em milimetros em uma escala Pfund (FELL,
1978). Os resultados de coloragdo nos méis foram comparados com os dados da

escala Pfund, confome a tabela 2.

Tabela 2 - Classificacdo quanto a cor do mel segundo a escala Pfund.

Cor Escala Pfund (mm)* Faixa de cor*
Branco d"agua 1a8 <0,030
Extra branco 9a17 0,031 a 0,060
Branco 18a 34 0,061 a 0,120
Extra &mbar claro 35a50 0,121 a 0,188
Ambar claro 51 a 85 0,189 a 0,440
Ambar 86a 114 0,441 a 0,945
Ambar escuro de 115 a 150 >0,945

*milimetros, ** absorbancia no espectrofotémetro

3.2.4 Determinacao dos compostos bioativos
3.2.4.1 Conteudo total em compostos fenodlicos (CTCF)

A solucdo de mel (100mg.mL™") foi previamente homogeneizada e filtrada
através de filtro quantitativo, 500uL de solucdo de mel foi adicionado a 2,5mL de
reagente de Folin-Ciocalteu (0,2N). Apdés 5 minutos, 2mL de uma solugcao de
carbonato de sédio (NaCOs-75g.L™") foi adicionada e incubada durante 2h no
escuro. A absorbancia foi medida a 760nm em um espectrofotémetro (SINGLETON
et al.,, 1999). Curva padrdo foi definida por concentracbes conhecidas de acido
galico, variando entre 0 a 200mg.L™" (R? 0,9923) e os resultados expressos em

miligramas de equivalentes de 4cido galico (mgEAG.100g™).
3.2.4.2 Conteudo total de flavonoides (CTF)

Solugées de mel (100mg.mL") foram preparadas com metanol 50% e
homogeneizadas e filtradas em filtro quantitativo, 5mL dessa solugdo de mel foi
adicionada a 5mL de AICI; (2%) em metanol. Essa mistura foi homogeneizada e
deixada em repouso por 30 minutos. A absorbancia foi medida a 415 nm
(ARVOUET-GRAND et al., 1994). Curva padrao foi definida por concentracoes
conhecidas de quercetina, entre 0 e 40mg.L™" (R?0,9989) e expressas em miligramas

de equivalentes a quercetina (mgEQ.100g™").
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3.2.4.3 Conteudo total de acidos fendlicos (CTAF)

Acidos fenoélicos foram determinados de acordo com o método de Mazza et al.,
(1999) com algumas modificagdes. Aliquotas de 250uL de solugbes preparadas com
mel (100mg.mL™ em 50% de solugdo de etanol), solugao de 250pL etanol acidificado
(0,1% de acido cloridrico em etanol a 95%) e 4,55mL de uma solucdo de acido
cloridrico a 2% foram transferidos para um baldo volumeétrico de 10mL. A mistura de
solugcdes foi homogeneizada e deixada em repouso durante 15minutos e, em
seguida, a absorbancia foi medida no comprimento de onda de 320nm. Curva padrao
foi definida por &cido cafeico, entre 0 e 0.8ug.mL" (R? 0,9992) e os resultados

expressos em miligramas de equivalentes de 4cido cafeico (mgEAC.100g™).
3.2.4.4 Conteudo total de carotenoides (CTC)

A solugédo de mel foi preparada com 5g de mel dissolvido em 5mL de agua
destilada. Depois esta solucdo foi misturada com 45mL de uma solugao de hexano-
acetona (6:4), homogeneizou-se durante 1min e deixou-se no escuro durante 30
minutos. A absorbancia foi determinada no comprimento de onda de 450nm
(FERREIRA et al., 2009). Curva padrao foi definida pela concentracdo do composto,
entre 0,015 e 0.6ug.mL™ (R?0,9966) e expresso em miligramas de equivalentes B-
caroteno (mgB-caroteno.kg™).

3.2.5 Determinacao das atividades antioxidantes in vitro
3.2.5.1 Técnica de captura de radicais DPPH- (2,2 difenil-1-picril-hidrazil)

O outro ensaio in vitro da atividade antioxidante (DPPH) foi monitorado de
acordo com um método descrito anteriormente por Velazquez et al., (2003). A reagéo
com o DPPH foi feita usando 750uL de solug¢do de mel misturada com 1,5mL de
solucdo de DPPH em metanol (0,02mg.mL™"). A mistura foi homogeneizada durante
30min a temperatura ambiente e, em seguida, a absorbancia foi medida no
comprimento de onda de 517nm. Quantidade de antioxidante foi determinada por
curva padrdo de quercetina (0 e 6,25mg.L”") (R® 0,9936) e os resultados foram
expressos em equivalentes de quercetina antioxidante (mgEQA.100g™).



47

3.2.5.2 Técnica de captura de radicais ABTS  [acido 2,2’azino-bis(3-etil-
benzotiazolina-6-sulfonado]

Para a determinag&o da atividade antioxidante foi utilizado o método descrito
por Re et al. (1999), em que o ensaio de ABTS foi feito utilizando a mesma solucdo
de mel do método de acidos fendlicos. Na reacao foi usado 100uL de solugéo de mel
e 3900uL de solugdo ABTS (0,700+0,05nm), homogeneizada e deixada em repouso
durante 6 minutos. A absorbancia foi medida no comprimento de onde de 734nm e 0s
resultados foram expressos em equivalentes de Trolox (mgET.100g') com a curva
entre 0,05 e 0.25ug.mL™" (R%0,9799).

3.2.6 Determinacao da atividade antibacteriana (CIM)

As culturas bacterianas foram recuperadas da colecdo de bactérias do
Laboratério de Microbiologia de Alimentos (MICROBIAL) do Programa de Pds
Graduacado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, da Universidade Federal de
Pelotas, Campus Capao do Leao, Brasil. Foram analisadas cepas padrao de quatro
espécies diferentes de bactérias, das quais duas eram Gram-negativas, Shiguella
dysenteriae (ATCC13313) e Salmonella typhimurium (ATCC14028), e duas eram
bactérias Gram-positivas, Staphylococcus aureus (ATCC25923) e Bacillus cereus
(ATCC1778). As cepas foram mantidas em &gar de soja triptona (TSA) a 4°C.
In6cuos foram preparados com TSA durante 24h a 37 ° C. As suspensoes celulares
foram diluidas em agua peptonada 0,1%, com auxilio da escala de McFarland, até a
concentragdo de 10° unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC.mL™). A
concentragcao inibitéria minima (CIM) de extratos de mel foi determinada com o
método adaptado por Taveira et al. (2010) empregando diluicdo em série com a
utilizacdo de placas de micro diluicdo de 96 pocos esterilizados. As seguintes
concentragdes de mel foram testadas para a identificacdo CIM: 400, 350, 300, 250,
200, 150, 100, 50, 25 e 10mg.mL™" de 4agua ultra pura. Além disso, 90mL caldo de
soja triptonado (TSB), 1 uL de suspensdo com 106 UFC.mL' e 100uL de cada
solugdo de mel foram adicionados em cada pogo. O controle negativo consistiu
substituindo a amostra pela agua, ao passo que o antibidtico ciprofloxacina (mg.mL"
') foi o controlo positivo. Placas com microdiluicdo foram incubadas durante 24h a
37°C. A turbidez foi entdo avaliada por um leitor de placas (Elisa Analyser Placa,
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Robonik). CIM para bactérias foi determinado como a menor concentragdo de
extratos de mel capazes de inibir o crescimento das bactérias.

3.2.7 Analise estatistica

Todas as determinacbes analiticas foram efetuadas em ftriplicata e os dados
foram expressos como médias. A analise de variancia seguida pelo teste de Tukey e
diferencas entre as meédias em nivel de confianga de 95% foram consideradas
estatisticamente significativas (SAS, 1999). Correlagcdes foram obtidas pela
correlacao de Pearson entre cor, CTCF, CTF, CTAF, CTC, ABTS, DPPH.

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Coloracao

A cor consiste em uma propriedade fisica percebida rapidamente pelos

consumidores, sendo que sua determinacao € de grande utilidade na classificacdo
de diferentes méis (BOGDANOV, RUOFF & PERSANO, 2004).

Tabela 3 - Coloracdo dos méis através de escala Pfund.

Amostras Escala Pfund* Coloracao Amostras Escala Pfund* Coloracao

H1 89 ambar H13 90 ambar

H2 74 ambar claro H14 122 ambar escuro
H3 150 ambar escuro H15 84 ambar claro
H4 116 ambar escuro H16 149 ambar escuro
H5 65 ambar claro H17 90 ambar

H6 123 ambar escuro H18 122 ambar escuro
H7 75 ambar claro H19 84 ambar claro
H8 74 ambar claro H20 149 ambar escuro
H9 150 ambar escuro H21 70 ambar claro
H10 98 ambar H22 74 ambar claro
H11 89 ambar H23 67 ambar claro
H12 79 ambar claro H24 103 ambar

*expressos em milimetros

A coloracado do mel fica mais clara quando esta sob a forma fisica granulada,
portanto torna-se dificil ter uma eficiente e precisa determinacao de cor através de
métodos comuns, nos quais se realiza a leitura da amostra diretamente, sem que
haja qualquer diluicdo. Por isso, optou-se neste estudo pela anédlise de coloragéao
através da absorbancia nas amostras diluidas, onde os resultados foram
transformados para a escala Pfund.
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Das sete classes de cores possiveis (escala Pfund) somente trés foram
encontradas nos méis estudados (Tabela 3), ambar claro (41,7%), ambar (25%) e
ambar escuro (33,3%). Moreti et al., (2006) classificaram como &mbar claro 44,5%
dos 346 méis de seis estados brasileiros (Bahia, Tocantins, Piaui, Ceara, Minas
Gerais e Santa Catarina). Provavelmente, a tonalidade escura encontrada em méis
brasileiros seja devido a origem silvestre da maioria dos méis comercializado no
pais. No Brasil ha uma grande diversidade de vegetacdo, o que favorece o
predominio de um mel silvestre, assim como a baixa profissionalizagdo na apicultura
que nao colabora para o surgimento de um produto diferenciado, como, por
exemplo, o mel de laranjeira, mel monofloral de tonalidade clara.

Méis mais claros possuem sabor leve, enquanto que aqueles escuros tém
sabores mais fortes (BOGDANOV, RUOFF & PERSANO, 2004). Méis claros como o
mel de Floresta de Harenna (Eti6pia), que apresentou entre 34 a 85 mm em escala
Pfund, sado agrupados entre extira claro e ambar claro, e geralmente alcangam
precos elevados (BELAY et al. , 2015). No entanto, na Alemanha, Austria e Suica,
0s méis com tonalidades mais escuras sao os mais apreciados (BOGDANOV,
RUOFF & PERSANO, 2004).

Dessa forma, percebe-se uma grande variabilidade quanto a aceitacao do mel
pelos consumidores em relacdo a sua cor (GAMBARO et al., 2007), pois 0 que
define a sua aceitagdo e, por consequéncia, a comercializagdo, € o somatério de
atributos de qualidade (HMF, cor, umidade, condutividade), o gosto especifico de
determinada origem botanica e os apelos terapéuticos de alguns méis especificos,
como é o caso do Manuka (Leptospermum scoparium) (SNOW & MANLEY-HARRIS,
2004; VISAVADIA & DANFORDET, 2008; WATANABE et al., 2014).

3.3.2 Compostos bioativos

3.3.2.1 Conteudo total de compostos fendlicos (CTCF)

O ensaio com o reagente Folin-Ciocalteu € um método espectrofotométrico
que mede a reducao do reagente pelos compostos fendlicos, com a formagcao de um
complexo de coloragdo azulada que pode ser verificado no comprimento de onda de
760nm. E amplamente utilizado para a deteccdo e quantificacdo de compostos
fendlicos em alimentos, pois € uma técnica simples e de baixo custo (IMEH &
KHOKHAR, 2002; NACZK & SHAHIDI, 2006; IGNAT, VOLF & POPA, 2011).
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Apesar da maioria dos méis analisados serem classificados como silvestres,
0s apiarios estavam localizados em areas préximas a algumas floradas especificas,

como Baccharis trimera, Bimucronata mimosa, Schinus terebinthifoliu e Eucalyptus.
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Figura 7 - Contetdo total de compostos fendlicos em amostras de mel comercializadas no estado do
Rio Grande do Sul, Brasil. Contetido fendlico expresso em mgEAG.100g" de mel + desvio padréo.
*Letras diferentes no grafico, diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Através dos dados observados na figura 7, pode-se verificar que o CTCF do
mel silvestre (H1) diferiu significativamente, e foi superior quando comparado as
demais amostras. O teor da amostra de outro mel silvestre (H22) diferiu
significativamente, porém foi inferior quando comparado ao conteudo das outras
amostras. Quando comparada as regides (Figura 1), os méis da regido ocidental
continham os maiores niveis de compostos fendlicos (H1,H2,H3,H4,H5H14),
principalmente  devido as amostras: H1 (111,37 mgEAG.100g"), H2
(105,62mgEAG.100g™")  H3(100,15mgEAG.100g") e H4(87,83mgEAG.100g™).
Segundo Coelho (2011), na regido ocidental a apicultura € bem desenvolvida,
planejada e organizada, e isso esta diretamente relacionado a qualidade do produto
oferecido para comercializagao.

De acordo com os resultados, o CTCF encontrados nas amostras de mel ficou
entre 61,16 e 111,37 mgEAG.100g". Esse resultado foi similar aos valores
reportados por Escuredo et al. (2012) e Habib et al. (2014), estudando méis oriundos

de Galicia (norte da Espanha) e regides aridas como Emirados Arabes Unidos
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(UAE), Oman e Yemen. Valores inferiores foram verificados por OZKOK, D’ARCY &
SORKUN, (2010) e Meda et al. (2005), os quais relatam que em méis oriundos do
norte da Turquia e Burkina Faso (pais africano), o conteudo de compostos fendlicos
variou entre 3,66 a 36,59mg EAG.100g" e de 32,59 a 114,75 mgEAG.100g™,
respectivamente.

O mel manuka (Leptospermum scoparium) é um produto popularizado e com
grande importancia econdémica, o qual é produzido a partir de uma florada nativa da
Nova Zelandia. Esse mel tem sido exaustivamente analisado em funcido da sua
propriedade antibacteriana, caracteristica principalmente atribuida aos compostos
fendlicos e a um composto chamado metilglioxal (STEPHENS et al., 2010; CHAN et
al., 2013). Segundo Stephens et al. (2010), a bioatividade do mel mafuka é
dependente da variedade e a da concentracdo dos compostos fendlicos presentes.
Os autores avaliaram o conteudo dos compostos fendlicos em méis mafuka com até
um ano de armazenamento, e encontraram resultados semelhantes ao relatados na
andlise atual, variando entre 43,12 e 193.39mg.100g™". De acordo com os mesmos
autores, a concentragéo de compostos fenolicos varia devido a cinco fatores: origem
botanica, regidao geografica, tratamento térmico intencional ou nao, durante o
processamento, tempo de armazenamento e método de extragdo dos compostos
fendlicos.

A maioria dos méis ambar claro (exceto H2), tinham menor teor de fendis
(H5;H7;H8;H12;H16;H19;H21;H22;H23). Este foi um resultado esperado, pois € de
conhecimento que a cor reflete o teor de pigmentos presentes no mel, portanto,
supde-se que meéis ambar claro tenham menor teor de fendis totais do que os ambar

e ambar escuro.
3.3.2.2 Conteudo total de flavonoides (CTF)

O CTF presente nas amostras de mel variou de 2,98 a 10,46 mgEQ.100g™
(Figura 8). Esses teores foram superiores aos encontrados por Martos et al. (2000)
(2,0 a 2,5mgEQ.100g") em amostras de méis oriundos do sul da Australia, porém
foram inferiores aos obtidos por Habib et al (2014), os quais estudando 16 amostras
de méis provenientes de regides aridas e ndo aridas de alguns paises do oriente
(Emirados arabe, Oman e Yemen), observaram que o mel heterofloral continha
maiores teores de flavonoides, chegando a atingir 109,49mgEC.100g™".
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Figura 8 - Conteudo total de flavonoides em amostras de mel comercializadas no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil. Conteudo de flavonoides totais expresso em mgEQ(equivalente a
quercitina).100g™ de mel + desvio padrao. *Letras diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey.

Alguns autores caracterizam o mel de acordo com as suas origens boténica e
geografica, principalmente quando as relaciona ao conteudo de flavonoides e até
mesmo para flavonoides especificos (IURLINA et al., 2009). lurlina et al. (2009), ao
analisarem quinze méis argentinos, verificaram que trés flavonoides (mirecitina,
quercitina e luteolina) estavam presentes em todas as amostras estudadas e que,
em geral, predominava a quercitina, representando inclusive 45% do conteudo total
de flavonoides.

Meda et al. (2005) utilizaram a mesma metodologia deste trabalho para
avaliar comparativamente os flavonoides presentes nos méis de diferentes regides
de Burkina Faso (Africa) e verificaram como maior resultado 8,35mgEQ.100g™", que
assemelha-se ao valor de 10,46mgEQ.100g ™" observado na amostra de mel silvestre
(H9). No presente estudo, os menores conteudos de flavonoides, e com diferenca
significativa em relagdo aos demais, foram obtidos no mel silvestre oriundo de Trés
Coroas 2,99mgEQ.100g™" (H22) e no mel de eucalipto (H7) oriundo de Bagé, com
3,19mgEQ.100g™.
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Aproximadamente 10% dos resultados médios do CTCF foram flavonoides
(Figura 10), variando de 5% (H7) a 17% (H9). O CTF também variou de acordo com
a cor, mel ambar claro tinham, em média 5,49mgEQ.100g™", ambar 7,20mgEQ.100g"
' e ambar escuro 7,66 mgEQ.100g™!, como observado em CTCF, os resultados de

flavonoides foram inferiores em amostras de coloracao ambar clara.
3.3.2.3 Conteudo total de acidos fenolicos (CTAF)

Os méis analisados continham teores totais de acidos fenodlicos variando de
0,49 a 76,41mg.100g" (Figura 9). As amostras H22 e H20 continham teores
elevados, enquanto que H14 tinha o menor conteudo.

Observou-se que todas as amostras continham mais acidos fendlicos do que
flavonoides. A coloracdo do mel variou de 65 a 150 mm (escala Pfund). Uma vez
que a escala varia de 0 a 150mm, a maioria das amostras era de tonalidade escura.
Os resultados estdo de acordo com Bogdanov, Ruoff & Persano (2004), os quais
relatam que meéis de cor escura tem um alto indice de acidos fendlicos e baixos

teores de flavonoides.
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Figura 9 - Conteudo total de acidos fendlicos nos méis comercializados no estado do Rio Grande do
Sul, Brasil. Expressos em mgEAC (equivalente a acido cafeico).100g™ de mel + desvio padrao.
*Letras diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Em média, acidos fendlicos estavam presentes em 30% do CTCF, porém
apresentando uma grande diferenga entre os teores minimos e maximos, onde a

amostra H14 continha apenas 1% e H20 64%, respectivamente (Figura 10).
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Figura 10 - Conteldo total de compostos fendlicos (mgEAG.100g-1), flavonoides(mgEQ. 100g-1) e
acidos fenolicos (MgEAC. 100g-') em amostras de mel comercializadas no estado do Rio Grande do
Sul, Brasil.

A percentagem de CTAF em relacdo ao CTCF foi maior na regido
metropolitana, onde, em média, 50% dos compostos fendlicos encontrados no mel
naquela regido eram acidos fendlicos. Estas variagbes dos resultados de acidos
fendlicos e flavonoides quando comparados com o teor total de compostos fenélicos
pode ser explicada pelo método espectrofotométrico utilizado ndo ser um método
especifico, o qual detecta todos os grupos fendlicos presentes no extrato e também
alguns nao fendlicos mas que possuem poder antioxidante e que reagem com a
solucdo utilizada (Folin-Ciocalteau), como, proteinas e acido ascoérbico (NACZK &
SHAHIDIi, 2004).

3.3.2.4 Conteudo total de carotenoides (CTC)

Os méis continham teor total de carotenoides variando de 0,56 a 6,19mg B-
caroteno.Kg™' (Figura 11), os quais sdo semelhantes aos verificados por Alvarez-
Suarez et al.(2010). Esses autores utilizaram o mesmo método e obtiveram

resultados de 1,17 a 5,57 6,19mgpB-caroteno.Kg™' em amostras de méis oriundas de
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Cuba. Boussaid et al.(2014) também estudaram o teor total de carotenoides de seis
méis monoflorais da Tunisia (horteld, marroio, eucalipto, tomilho, alecrim e laranjeira)

e observaram maior contetido no mel de laranjeira (4,72 mgp-caroteno.Kg™).
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Figura 11 - Conteudo total de carotenoides nos meéis comercializados no estado do Rio Grande do

Sul. Expresso em mg B-caroteno.Kg™ + desvio padréo. *Letras diferentes na coluna diferem pelo teste
de Tukey (p<0,05). nd (ndo detectavel pelo método).

As amostras de méis silvestres (H6 e H10) e de eucalipto (H21) néao
apresentaram conteudos dentro do limite de deteccdo do método. Os teores de
carotenoides podem estar relacionados com a coloracdo do mel, normalmente, méis
que apresentam coloracao extra branco (9 a 17mm Pfund) contem baixos teores de
carotenoides (FERREIRA et al., 2009; ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010). Porém, no
presente estudo, em que houve pouca variabilidade de cor (d&mbar claro, ambar e
ambar escuro) essa relagdo nao foi observada.

Em contraste, o mel ambar claro (H19) mostrou a maior CTC, demonstrando
que, embora normalmente méis escuros tenham uma maior quantidade de
carotenoides (H3, H4 e H18), estes compostos podem também ocorrer em

quantidades significativa nos méis que apresentam coloracdo ambar clara.
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3.3.3 Atividades antioxidantes in vitro
3.3.3.1 Técnica de captura de radicais DPPH'

E bem conhecido que o processo oxidativo é iniciado pelo ataque aos radicais
livres, bem como que a eliminacao desses radicais é um importante mecanismo para
evitar a oxidacao. Portanto, normalmente usa-se o artificio de analisar a capacidade
que diferentes compostos possuem para inibir a oxidagéo, atraves da eliminagdo dos
radicais presentes (CANADANOVIC-BRUNET et al., 2014). Os radicais mais usados
com essa finalidade séo o DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil) e o ABTS (2,2-azino-
bis(3-ethylbenzthiazoline)-6-sulfénico) (LACHAMAN et al., 2010; SILVA et al., 2013;
HABIB et al., 2014; WILCZYNSKA et al.,2014).

O método de determinagédo da atividade antioxidante por DPPH baseia-se na
reacao que o antioxidante (bioativos) presente na amostra possui frente ao radical.
Na presenca do antioxidante, a coloragdo purpura escura do DPPH decai até um
produto branco, incolor, sendo a mudanga de absorbancia monitorada através da
espectrometria. A reducao da absorcdo € relatada como a eficiéncia da amostra,
extrato ou padrao, frente ao radical (CANADANOVIS-BRUNET et al., 2014).

A atividade frente ao radical (DPPH) variou significativamente entre a maioria
das amostras de mel (Figura 12). A atividade antioxidante mais elevada
(17,21mgEAQ.100g™") foi observada na amostra de mel de eucalipto (H24), enquanto
que as atividades mais baixas (2,48 e 2,62mgEAQ.100g™') foram observados em
H13 e H21 (ndo detectavel). H24 também continha alto CTF; H13 e H21 baixos
CTCF e CTAF. Meda et al. (2005) determinaram as atividades antioxidantes em
diversos tipos de mel de Burkina Faso (Africa) e os resultados médios registradas
foram de 12,94 mgQEA.100g'1, ou seja, inferiores aos encontrados neste estudo.
Por outro lado, Noor et al. (2014) encontraram 2,85-39,86mgQEA.100g™" a partir de

méis coletados em diferentes regides do Paquistao.
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Figura 12 - Atividade antioxidante dos méis comercializados no estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
Atividade antioxidante frente ao radical DPPH, mgAEQ (antioxidante equivalente a quercitina).100g™
de mel + desvio padrao. *Letras diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

A capacidade antioxidante ndao é a Unica responsavel pelos efeitos benéficos
a saude do ser humano, por outro lado, muitas das acbes bioldgicas que os
compostos bioativos apresentam, tém sido atribuidas a essa propriedade. Portanto,
a capacidade antioxidante do mel ou de seus componentes individuais, representa
um parametro util para correlacionar com as determinagdes dos compostos bioativos
(ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010).

3.3.3.2 Técnica de captura de radicais ABTS

Em média, méis de eucalipto (9,98mgEAQ.100g") apresentaram maior
atividade antioxidante do que os méis silvestres (7,63mgEAQ.100g™"). Por outro lado,
o inverso ocorreu com a analise de ABTS, onde o teor médio de mel de eucalipto
(52,43mgEAT.100g™") foi mais baixo do que o obtido nos méis silvestres (60,17
mgEAT.100g™). Os méis apresentaram atividade antioxidante entre 8,24 a
111,48mgEAT.100g" pelo método de ABTS (Figura 13), sendo cerca de 7 vezes

superior a atividade encontrada pelo método de DPPH.
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Figura 13 - Atividade antioxidante dos méis comercializados no estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
Atividade antioxidante frente ao radical ABTS, mgAET (antioxidante equivalente a trolox).1009'1 de
mel = desvio padrdo. *Letras diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey.

Lachman et al.(2010) também compararam a atividade antioxidante
determinada pelos dois métodos e observaram resultados sempre superiores pelo
método de ABTS. O objetivo destas duas determinacdes foi detectar qual delas
seria a mais adequada na avaliagao da atividade antioxidante nos méis. Verificou-se
que o ensaio de ABTS era mais adequado, por apresentar correlagbes mais fortes
(Tabela 5) com o conteudo de todas as analises fitoquimicas (fendis, flavonoides,
acidos fendlicos, carotenoides).O método com ABTS apresenta vantagem em
relacdo a outros, pois pode ser utilizado tanto para amostras hidrossoluveis quanto
lipossoltveis. E conhecido por apresentar excelente solubilidade, estabilidade e
reprodutibilidade, além de ser um teste rapido para medir a atividade antioxidante
(KUSKOSKI et al., 2005).

3.3.4 Atividade antibacteriana (CIM)

A técnica da concentracao inibitéria minima (CIM) é um método que avalia a
quantidade de composto ou conjunto de compostos minimos necessarios para inibir
o0 crescimento de um micro-organismo teste. Os resultados de atividade
antibacteriana foram demonstrados na tabela 4.
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Tabela 4 - Atividade antibacteriana em méis do estado do Rio Grande do Sul, Brasil

Atividade antibacteriana (mg.mL™)*

Amostras

Shiguella Salmonella Staphylococcus Bacillus
dysenteriae Typhimurium aureus cereus
H1 100 50 10 10
H2 100 50 10 10
H3 50 10 25 200
H4 100 300 300 25
H5 10 10 10 10
H6 25 25 50 25
H7 350 350 50 10
H8 10 25 10 10
H9 150 350 250 150
H10 300 300 250 100
H11 200 300 200 50
H12 150 150 10 10
H13 10 25 10 10
H14 50 100 10 10
H15 50 10 10 10
H16 25 25 10 10
H17 10 25 10 10
H18 25 100 10 50
H19 10 25 10 10
H20 50 300 10 10
H21 100 250 10 10
H22 50 350 50 10
H23 10 10 10 10
H24 300 400 150 200

atividade antimicrobiana através do uso da técnica CIM (concentragéo inibitéria minima) necessaria
para inibir o crescimento bacteriano, expresso em mg de mel/ml de 4gua ultra pura necessario para
inibir o crescimento da cepa correspondente.

As amostras de Cacequi (H5) e Trés Coroas (H23) apresentaram os melhores
resultados (CIM:10mg.mL™) contra as quatro bactérias patogénicas analisadas. As
mesmas amostras também eram de coloragdo ambar clara, as quais apresentaram
os melhores resultados no que diz respeito as atividades antioxidantes e resultados

intermediarios de compostos bioativos.
3.3.5 Estudo da correlacao

Diversos autores sugerem que as atividades antibacteriana e antioxidante de
diferentes tipos de mel podem estar relacionadas com alguns parametros fisico-
quimicos, como a cor e conteudo de bioativos (BALTRSAITYTE et al., 2007;
ESCRICHE et al., 2014; ESCUREDO et al., 2012).

As correlagdes entre os parametros avaliados nesse estudo foram verificados
através da analise de coeficiente de correlagcdo de Pearson’s. Observa-se que houve
correlacao positiva entre conteudo total de compostos fendlicos (CTCF) e contetdo
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total de carotenoides (CTC); atividade antioxidante por ABTS e conteudo total de
carotenoides (CTC); conteudo total de acidos fendlicos (CTF) e cor (Tabela 5).
Tabela 5 - Coeficiente de correlagdo de Pearson’s para compostos fendlicos totais, flavonoide total,

atividade antioxidante e cor em amostras de méis provenientes do estado do Rio Grande do Sul,
Brasil.

CTCF CTF CTAF CTC DPPH ABTS COR
CTCF 1 0.189 0.034 0.384* 0.032 0.305 0.307
CTF 1 -0.219 0.04 -0.002 0.109 0.559*
CTAF 1 -0.224 -0.082 0.214 -0.226
CTC 1 0.059 0.63™* -0.023
DPPH 1 0.073 0.306
ABTS 1 0.118
COR 1

Correlacoes de Pearson’s entre conteldo total de composto (CTCF), contetdo total de flavondide
total (CTF), conteldo total de &acidos fendlicos (CTAF), conteudo total de carotenoides (CTC),
atividades antioxidante DPPH e ABTS, coloracao

#95% de intervalo de confianga

* significativo p<0,05

** significativo p<0,001

Houve também correlagédo positiva (porém nao significativa) entre CTCF com
atividade antioxidante (ABTS) e coloracdo. Mesmo que esta correlagdo nao seja
significativa, ela ndo pode ser ignorada, pois é um resultado importante.
Diferentemente do que se pensava anteriormente, CTCF melhor se correlacionou
com a atividade antioxidante pelo ensaio ABTS do que com o DPPH.

Diferentes métodos sdo utilizados com o intuito de verificar a acgéo
antioxidante in vitro que os alimentos possuem. Os métodos de ABTS e DPPH tém
uma aplicacdo mais conveniente e popular, por consequéncia, sao os que fornecem
a maioria dos dados de atividade antioxidante em diferentes alimentos (FLOEGEL et
al., 2011). A atividade antioxidante observada em méis depende de Vvarios
compostos e a acgao sinergistica entre eles, sendo a maioria desses compostos
fendlicos, carotenoides, aminoacidos, peptideos, vitaminas e outros (GHELDOF &
ENGESETH, 2002). Quando aplicada uma técnica como a de ABTS, que é capaz de
detectar diversos compostos (hidrofilicos e lipofilicos) ha maior chance de haver
correlacbes, como que ocorreu entre a técnica frente ao conteludo total de
carotenoides (CTC). Assim, como observado por Wilczynska et al. (2014), as
diferengas na atividade antioxidante medidas pelos dois métodos (ABTS e DPPH)
sugerem que a cinética de eliminagéo de radicais e a reagdo nos dois sistemas pode

diferir significativamente.
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. Alvarez- Suarez et al. (2010) também relataram correlacdes entre CTCF e cor,
onde a maior CTCF foram detectados em méis de coloracdo ambar. Sabe-se que a
composicao quimica do mel é altamente dependente da origem floral do néctar, do
clima e das condigdes ambientais, o0 que pode explicar as diferencas dos resultados
apresentados entre as amostras (GHELDOF & ENGESETH, 2002; AZEREDO et al.,
2003).

No geral, as amostras de méis apresentaram pequenas diferengcas nos
resultados, porém, a excegédo ocorreu na amostra H20. Essa amostra é proveniente
de uma associacao de apicultores de Santo Antonio da Patrulha. Portanto, trata-se
de um produto comercializado que atende aos requisitos de seguranca e qualidade
exigidos em uma industria processadora de alimentos. Um apiario bem planejado,
manejo e processamento adequado fazem toda a diferenca na qualidade do mel.
Talvez por esses fatores, a amostra H20 de coloragdo ambar escura apresentou 0s
melhores resultados de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante (ABTS).
Apesar disso, H20 ndo continha a melhor atividade antibacteriana, demonstrando
que além dos compostos fendlicos e carotenoides, outras propriedades, como,
acidez (ORTIZ-VAZQUEZ et al., 2013) osmolaridade (GEORGE & CUTTING, 2007),
oxido nitrico (KAMARATOS et al., 2014) e peroxido de hidrogénio (KNIGHT, 2013)
podem estar relacionadas com a inibicao bacteriana.

3.4 Conclusao

O estudo demonstrou que as vinte e quatro amostras de méis provenientes de
diversas regides do estado do Rio Grande do Sul apresentaram variabilidade nos
teores dos compostos bioativos analisados por espectrofotometria. Os compostos
fendlicos foram os bioativos encontrados em maior quantidade, sendo
principalmente &cidos fendlicos. Os carotenoides foram encontrados em baixas
concentragdes, mas suficientes para contribuir para a sua atividade antioxidante
(ABTS). A atividade antimicrobiana, principalmente frente aos micro-organismos
Gram positivos, Staphylococcus aureus e Baccilus cereus sugere que 0S méis
avaliados podem desempenhar um papel importante como produtos naturais
antibacterianos, a fim de minimizar os efeitos de intoxicacbes bacterianas e

contribuir para uma alimentagéo saudavel.



4 Capitulo 2 — Atributos de qualidade em méis provenientes do Rio Grande do
Sul

4.1 Introducao

Fatores climaticos e o crescente aumento do consumo propiciaram uma baixa
disponibilidade de mel no mercado mundial. Com isso, paises como o Brasil, tendem
a alavancar as suas exportagdes. Por outro lado, para que isso aconteca €
necessdaria a adogao de métodos analiticos que confirmem a identidade e qualidade
do produto.

As caracteristicas fisico-quimicas do mel sao dependentes de um conjunto de
fatores, tais como, condi¢bes climaticas, tipo de solo, estagio de maturacéo, estagio
fisioldgico da colbnia, alimentagcado da abelha (tipo, qualidade e propor¢do do néctar
e pélen), genética da abelha que em conjunto possibilitam estabeler a qualidade do
mel produzido (SILVA, QUEIROZ & FIGUEIREDO, 2004).

Alguns parédmetros sdo considerados Uteis para detectar possiveis
adulteracdes, como por exempo, a pureza pode ser determinada pela condutividade
elétrica, a maturidade pela andlise de umidade e a deterioragéo através de técnicas
de acidez livre e hidroximetilfurfural (PUSCAS, HOSU, & CIMPOIU, 2013; SILVA et
al., 2016). As formas mais comuns de adulteracdo de mel sdo pela adigcdo de
adocantes comerciais, como, acucar de cana, agucar de beterraba, xarope de
glicose de milho, xarope de maltose, melado, dextrina, amido e solugdo de agucar
invertido (MARCHINI, SODRE &MORETI, 2004; RICHTER et al., 2011; PUSCAS,
HOSU & CIMPOIU, 2013; SILVA et al., 2016). Geralmente essas adulteracdes sao
praticadas durante o processamento do mel, nas etapas de filtragdo, centrifugacéo e
decantagdo, mas também podem ser consequéncia de uma alimentacao artificial
fornecida as abelhas, a qual pode ser desde uma mistura de mel e agua, até
preparados contendo uma mistura de ingredientes. Por fim, alteracdes naturais
como aquelas decorrentes de fatores climaticos, como o excesso de chuva ou calor
(CHIRIFE et al., 2006; RICHTER et al., 2011;).
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A fim de elucidar essas questdes e manter o padrao de qualidade do produto,
sao realizadas algumas determinac6es analiticas, tais como, acidez, pH, soélidos
soluveis, minerais, teor de hidroximetilfurfural (HMF) e coloracao.

A determinacdo da acidez livre é importante para estimar o grau de
deterioracdao do mel, em que valores mais elevados podem caracterizar a presenca
de acidos orgéanicos em decorréncia da fermentacao de acucares. De acordo com
diversos autores, todos o0s meéis apresentam uma ligeira acidez, de
aproximadamente 0,57% em acidos organicos (KARABAGIAS et al., 2014)

A determinacédo do pH pode ser util para verificar adulteracées, como a adicdo
de xarope de milho, que ira acarretar em um valor de pH superior ao verificado nos
méis puros (RIBEIRO et al., 2014). E conhecido que valores de pH entre 3,2 e 4,5 e
a acidez natural do mel, podem inibir o crescimento de micro-organismos
(KARABAGIAS et al., 2014 e SUAREZ-LUQUE et al., 2002). Portanto, aqueles méis
que apresentam valores de pH mais elevados correm maior risco de contaminagao
microbioldgica. Dessa forma, uma adulteragdo como a adigdo de agucar pode ser
responsavel por desencadear diversas reagdes deteriorantes.

O teor de cinzas € uma medida de qualidade que avalia o conteddo total de
minerais presentes no mel. O conhecimento sobre a quantidade de minerais
presentes em meis € muito importante, pois pode informar sobre possivel poluicao
ambiental, origem geografica e nutricional (KARABAGIAS et al., 2014; ALVES et al.,
2013).

Talvez a cor seja o atributo que mais influencia a comercializacdo e o preco
alcancado por diferentes méis, o qual depende muito do interesse de cada regiao,
onde alguns mercados apreciam méis escuros e outros méis claros. A coloragcéo do
mel pode também estar relacionada com a origem boténica, a quantidade de
minerais presentes, bem como a temperatura estabelecida em todo o processo de
obtencado do mel, desde a coleta no interior da colméia até o armazenamento pés-
processamento (SILVA et al., 2016).

A cor € a imediata propriedade fisica percebida pelos consumidores e a sua
determinacdo é de grande utilidade na classificacdo de diferentes méis
(BOGDANOV, RUOFF & PERSANO, 2004). Atualmente, sao trés os métodos
usados para determinar a coloracdo de méis, uso da escala Pfund (BELAY et al.,
2015), por colorimetro Minolta (WILCZNSKA, 2014) ou por espectrofotometria
(CIMPOIU et al.,, 2013). Apesar de o método Pfund ser limitado, em razdo de
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fornecer a medida de intensidade de cor apenas ao longo do tom &ambar
caracteristico do mel, ele é o mais comumente usado e aceito quanto a classificacao
de méis comercializados (BOGDANOV, RUOFF & PERSANO, 2004).

A umidade presente no mel pode variar em decorréncia de diversos fatores,
como origem boténica, maturidade, processamento, armazenamento, e assim, ter
influéncia direta nas propriedades de qualidade do mel, tais como na viscosidade,
cor, aroma, sabor, solubilidade e periodo de conservagao (YUCEL & SULTANOGLU,
2012; ESCUREDO et al., 2013.).

A quantidade de 5-hidroximetilfurfuraldeido (HMF) presente em mel fresco é
inexistente ou muito pequena. A sua formagcdo é ocasionada somente quando o
produto € sujeito a longos periodos de armazenamento, quando submetido a
temperaturas elevadas ou pela adulteracdo, como por exemplo, a adicdo de xarope
de acucar invertido (AJLOUNI & SUJIRAPINYOKUL, 2010; KOWALSKI, 2013)

A cristalizacdo do mel durante o armazenamento € um problema tecnolégico
comum, e isso ocorre devido a elevada concentracdo de acgucares simples. O mel
sélido ndo € bem aceito pelo mercado consumidor, de modo que muitas vezes torna-
se necessario o aquecimento do produto a fim de liquefazé-lo novamente.

O Codex Alimentarius (2001) e Comissédo Internacional de mel (2002)
definiram como a concentracdo maxima de HMF permitida um valor equivalente a
40mg.kg”" de mel a partir de regides ndo tropicais e 80mg.kg" de mel a partir de
regides tropicais. Ja a legislagéo brasileira preconiza valores de HMF de 60mg.kg’
' (BRASIL, 2000). Valores muito elevados (>500mg.kg™') de HMF sao caracteristicos
de adulteracdo, portanto, o HMF é considerado pelos 6rgaos fiscalizadores um
importante meio de verificar a qualidade de méis comercializados.

Através das determinagdes fisico-quimicas é possivel determinar se o manejo
e o0 processamento foram adequados, sendo inclusive viavel a diferenciacdo e
tipificagdo desses méis através de uma analise especifica, como a de compostos
fendlicos.

Os compostos fendlicos sdo um grupo de compostos heterogéneos, os quais
sao resultantes do metabolismo secundario de vegetais (STRUBE et al., 2005), e
dentre eles, os flavonoides constituem o maior grupo, que possuem como
caracteristica principal um estrutura de difenil propano (C¢C3Cs) (SKIBOLA & SMITH,
2000). Além desses, os acidos fendlicos também se apresentam em propor¢des
elevadas no mel (PYRZYNSKA & BIESAGA, 2009), tratam-se de compostos que
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possuem estrutura simples C6-C1 e se diferenciam pelo numero e posicao das
hidroxilas ligadas ao anel aromatico (ROBBINS, 2003; OZKOK, D’ARCY &
SORKUN, 2010).

Os compostos fendlicos presentes em méis produzidos no mundo inteiro
geralmente variam devido as suas origens botanicas e geograficas (OZKOK,
D’ARCY & SORKUN, 2010), as quais podem permitir sua discriminagao devido ao
predominio de compostos especificos (ESCRICHE et al.,2014).

Alguns paises da Europa, Estados Unidos e Canadd sao grandes
apreciadores de mel. O Brasil, buscando atender esse mercado externo que se
encontra em expansao, tem se organizado a fim de tornar o mercado apicola cada
vez mais lucrativo para o pais, principalmente através da exploracdo e
comercializacao de mel. A Associagao Brasileira de Exportadores de Mel (ABEMEL)
ressalta o investimento em politicas que visam ao enquadramento do mel brasileiro
nos padrdes de qualidade exigidos no mercado internacional (APEX, BRASIL,2014).

Assim, a proposta desse estudo foi de avaliar através da composicao fisico-
quimica a qualidade do mel produzido no Rio Grande do Sul, Brasil.

4.2 Material e método

4.2.1 Amostras

Méis de diferentes origens boténicas decorrentes de um delineamento
inteiramente casualizado foram analisados (Tabela 1). As amostras foram fornecidas
por apicultores e coletadas de varias regides do estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
As amostras foram obtidas das seguintes regides: oeste (H1, H2, H3, H4, H5, H10,
H11, H14), metropolitana (H6, H16, H19, H20, H21, H22, H23), sudoeste (H7, H12,
H13), sudeste (H8, H9, H17, H18), nordeste (H15) e noroeste (H24) do estado do
RS. As amostras foram adquiridas entre janeiro e novembro de 2013 e mantidas em
frascos de polietileno esterilizados com auséncia de luminosidade e sob refrigeragéo
(5°C).
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4.2.2 Padroes e reagentes

Todos os produtos quimicos eram do mais alto grau analitico. Todos os
padrées cromatograficos de acidos fenodlicos e flavonoides, resina amberlite XAD2,
foram adquiridos da marca Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), metanol e acido formico
da marca Vetec. A agua foi purificada por meio de um sistema de purificacdo Ultra
(Mega Purity).

4.2.3 Determinacao fisico-quimica
4.2.3.1 Acidez

O conteudo de acidez foi determinado através do método da AOAC (1995),
em que 10g de amostra foi dissolvida com 75mL de agua, homogeneizada e
realizada leitura do pH. A solucdo de mel foi titulada com solucédo de hidréxido de
sédio 0,05N até pH 8,5 e anotado o volume (V). Imediatamente, foi adicionado nesta
solucdo 10mL de solucdo de hidréxido de sédio 0,05N e titulada com solucdo de
acido cloridrico 0,05N até o pH 8,3 V,). O branco foi determinado com a titulacdo de
75mL de agua com hidréxido de sdédio 0,05N (V) até pH 8,5. Apés, os resultados
foram calculados segundo a Equacgao 1, 2 e 3.

(V -v,)50.f (1)

Acidez,;,, =
livre
P

Onde:

V = valores de militros da solucéo de hidréxido de sodio 0,05N gasto na titulacao

Vp = valores de militros de solucdo de hidroxido de sodio 0,05N gasto na titulagéo
para o branco

f = fator da solucao de hidréxido de sédio 0,05N

P = massa da amostra em gramas
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(10-v, )s0.f
P

ACldeZ lacténica =

V,=n° de mL de solucéo de acido cloridrico 0,05N gasto na titulacéo
f’ = fator da solucao de &cido cloridrico 0,05 N
P = massa da amostra em gramas

ACideZ = aCideZlivre + aCideZlaCtﬁniCa (3)

total

Os resultados foram expressos em miliequivalentes.Kg™ de mel.
4.2.3.2 Umidade e solidos soluveis

Foram determinados por refratometria a 20°C, sendo utilizado refratbmetro
(Marca Quimis - modelo Q-109B). Para interpretagdo dos dados de umidade foi
utilizada a tabela de Chataway (AOAC, 1995; IAL 1985). Os resultados foram

expressos em percentual de umidade e os sélidos soluveis em °Brix.
4.2.3.3 Minerais

Foi preparada uma solucdo de mel a 20% sobre seus solidos soluveis,
empregando a tabela de Chataway. Em seguida, a solugdo de mel foi colocada na
célula do condutivimetro (condutivimetro de bolso EC/TDS e temperatura, 0 a 3999
uS.cm', DIST®5, MODELO HI98311), mantida a 20 °C, durante 15min a fim de fazer
a leitura (AOAC,1995). Os resultados foram expressos em pS.cm’.

4.2.3.4 Hidroximetilfurfural (HMF)

A determinacdo da concentracdo do hidroximetilfurfural (HMF) foi realizada
seguindo método recomendado pela Instrucdo Normativa do Ministério da
Agricultura e do Abastecimento (BRASIL, 2000; BOGDANOV et al., 1997; AOAC,
1995).
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A analise foi realizada através da clarificacdo das amostras com solucdes de
Carrez | (K4 [Fe (CN)g].3H20) e Carrez Il (Zn(CH3C0O0)2.2H.0) e pela adicdo de
solucdo de bissulfito de so6dio (0,2% m/v). Para isso, cerca de 5g de amostra e
menos de 25mL de agua foi transferido para um baldo volumétrico de 50mL. Apds,
foi adicionado, 0,5mL de solucdo de Carrez |, homogeneizado e em seguida,
adicionado 0,5mL de solucao de Carrez Il e novamente homogeneizado. Essa
solucgéo foi filtrada e transferida para quatro tubos. Onde, no primeiro tubo, contendo
5mL da solugéo filtrada, foi adicionado 5mL da solu¢ao de bissulfito de sédio, sendo
esse tubo considerado como referéncia. Nos demais, também contendo 5mL da
solucdo de amostra foram adicionados 5mL de agua destilada, os quais foram
denominados de solucdes teste. As absorbancias foram determinadas nos
comprimentos de ondas 284 e 336nm em um espectrofotdbmetro UV-VIS
(Spectrophotometer Jenway, 6705 UV/VIS). Os resultados foram expressos em
mg.kg ™. A quantificagéo foi realizada utilizando a Equagao 4.

(A284 — Agse )|:(1é§§0j[1(1)80j 1000:| (4)

P

HMF =

A4 = absorbancia da solugdo com amostra no comprimento de onda de 284nm.
Ass6 - absorbancia da solugdo com amostra no comprimento de onda de 336nm.
126 = pelo molecular do hidroximetilfurfural

16830 = absortividade molecular do hidroximetilfurfural a 284nm

1000 = conversao de g para mg

10 = diluicdo de 5g de mel em 50mL

1000 = conversédo de g para Kg

P =pesoemg

4.2.3.5 Potencial hidrogeniénico (pH)

O pH das amostras foi determinado segundo a metodologia das Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985). O pHmetro foi previamente calibrado com
as solugdes tampéao 4,0 e 7,0. Ap6s foi pesado 10g de mel e avolumado com 75mL
de 4gua destilada previamente fervida, homogeneizado e lido no equipamento.
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4.2.3.6 Coloracao

As amostras foram previamente homogeneizadas e aquecidas a 45°C, até a
completa perda de cristalizagdo. A cor foi medida com um colorimetro especifico
para amostras de mel (HANNA INSTRUMENTS- Honey color photometer - 96785).
Antes das leituras o equipamento foi calibrado com padrdo de glicerina. Os
resultados foram expressos através da escala de Pfund, confome a tabela 2.

4.2.4 Determinacao de compostos fendlicos (cromatografia liquida)

O conteudo de compostos fendlicos presentes nos méis foi determi-
nado segundo método adaptado de Escriche et al., (2014).

Trinta gramas de resina Amberlite XAD-2(Supelco, Bellefonte, PA, EUA) foram
embebidas em metanol durante 10min, apds a maior parte do metanol foi decantada
e substituida por agua destilada. Esse conteudo foi homogeneizado e deixado em
repouso por 10min. Esse material foi usado para empacotar a coluna de vidro
(30x3cm). Os méis foram dissolvidos (12,59) em 125mL de solucao pH 2,0
(acidificado com &acido cloridrico). A solucao foi filtrada lentamente através da coluna
empacotada e subsequentemente, enxaguados com 150mL de agua destilada a fim
de remover todos os agucares e outros compostos polares de mel. Os compostos
fendlicos foram eluidos a partir do adsorvente com 125 ml de metanol. Os extratos de
méis foram concentrados em rotaevaporador a 40°C, e o residuo foi avolumado em
20mL de metanol de alta pureza.

A separacdo foi realizada usando um sistema cromatografico UFLC
SHIMADZU®, Modelo LC-20 da Shimadzu, acoplado a um detector de fotodiodo
(DAD), trabalhando em dois comprimentos onda especificos, 280nm (acidos galico,
hidroxibenzoico, seringico) e 320nm (acidos cafeico, cumarico e ferulico). Foi
utilizada coluna de fase reversa Eclipse XDB-C18 (150mm x4,6mm x 5uM) e sistema
manual de injecdo com volume fixo de 15 puL, temperatura da coluna de 40°C, e
pressdo maxima de 2500psi. As fases moveis usadas foram agua e acido férmico
(pH2,6) (Fase A) e metanol (Fase B). Os padrdées cromatograficos foram avaliados
individualmente e também em misturas. O tempo de eluicao, o fluxo da fase mével e

o gradiente de eluigdo foram otimizados.
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A melhor separacado cromatografica dos padrdes foi obtida usando um fluxo
de 1,0mL.min™" e um gradiente de eluigdo conforme esta demonstrado na tabela 6.

Tabela 6 - Gradiente de concentracdo para a determinagdo de compostos fendlicos individuais.

Time (minutes) [B%]
5 2
10 12
25 15
30 30
45 30
50 50
65 50
70 80
75
80

* [B] concentragédo do solvente metanol na corrida cromatografica

Foram feitas curvas de calibracdo através das solucdes seriadas dos
seguintes padrdes quimicos: 4acido galico (0,625-20ug.mL;280nm); 4&cido
hidroxibenzéico (0,625-20pg.mL™"; 280nm); catequina (12,5-200pg.mL™"; 280nm);
acido vanilico (0,625-20pug.mL™"; 280nm); acido cafeico (0,625-20pg.mL™"; 320nm);
acido seringico (0,625-20pg.mL™"; 280nm); epicatequina (12,5-200 pg.mL™"; 280nm);
acido cumarico (0,625-20 pug.mL™; 320nm); &cido fertlico (0,625-20ug.mL™; 320nm);
rutina (0,625-20ug.mL™"; 280nm); miricetina (0,625-20pg.mL™"; 360nm); quercetina
(0,625-20pg.mL"; 360nm); luteolina (0,625-20pg.mL™"; 360nm); hesperetina (1,25-
20ug.mL™; 280nm); campeferol (0,625-20pg.mL"; 360nm); apigenina (0,625-
20ug,mL™; 360nm); pinocembrina (0,625-20ug.mL™; 280nm); crisina (0,625-
20pg.mL"; 280nm); galangina (0,625-20 pg.mL"; 360nm). Os resultados foram

expressos em mg.100g™'de mel.
4.2.5 Analise estatistica

Todas as determinagbes analiticas foram realizadas em ftriplicata e os
resultados submetidos a analise de variancia. Para comparagdo das médias foi
utlilizado o teste de Tukey, adotando-se o nivel de significancia de 5%, segundo os
procedimentos do Statistical Analyses System (SAS, 1999).
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4.3 Resultado e discussao

4.3.1 Compossicao fisico-quimica

Os resultados da analise fisico-quimica das amostras de mel séao
apresentados na tabela 7.

Os valores de umidade variaram de 15,2 a 25,0%, onde 20,83% das amostras
apresentaram valores que ultrapassaram o limite permitido pela legislagéo brasileira
(maximo 20%) (BRASIL, 2000). O conhecimento do percentual de umidade do mel é
util para melhorar a sua conservacao e armazenamento, impedindo o crescimento
de bolores e leveduras sobre a sua superficie (ESTEVINHO et al., 2012; SILVA et
al., 2013). Niveis elevados de umidade s&o considerados prejudicias tanto por
influenciarem na contaminacdo quanto nas propriedades fisicas, alterando a
viscosidade e fluidez (SILVA, QUEIROZ & FIGUEIREDO, 2004; OLIVEIRA &
SANTOS, 2011).

Tabela 7 - Composigao fisico-quimica de méis provenientes do estado do Rio Grande do Sul, Brasil

. Solidos . . .
Umidade L Acidez Minerais HMF
Amostras (%) S(EEX)?)IS (MEquiv.g”) (uS.cm’) pH Cor (mg.Kg™)
HA1 23,4 ab 75e 54,44 cd 489,5 | 3,4 ¢ 86 ghi 8,1 abcd
H2 224 b 76 e 32,95 fgh 4015k 4,0 ghi 117 bed 10,0 a
H3 23,4 ab 75¢€ 27,25 fgh 3945k 3,91k 150 a 4,2 efg
H4 25a 72 f 24,45 gh 330,51 3,8mno 117 bed 159
H5 19¢c 79 cd 42,27 def 870d 4,0 efg 64 k nd
H6 17,8 cde 80 cd 55,35 cd 741,5 fg 3,7 no 123 bc 9,0 ab
H7 18 cde 80 cd 40,96 defg 396,9 k 3,6p 75 ijk 4,6 defg
H8 17,5 cde 81 bc 35,29 efgh 688,5 h 4,0 fgh 77 ik nd
H9 18,4 cd 80 cd 33,48 efgh 795 e 4,1de 150 a 5,1 def
H10 19,2¢ 79d 42,34 def 599 i 3,9 hij 103 ef 19¢g
H11 18,3 cd 80 cd 54,42 cd 847,5d 4,2 bc 108 de 2,8 eg
H12 17,7 80 bc 31,64 fgh 744 fg 4,1 ef 69 jk nd
H13 17,6 cde 81 bc 82,13 b 680 h 3,8Im 146 a 09g¢g
H14 18,6 cd 79 cd 50,88 cde 635 i 3,8 mn 101 ef 8,9 abc
H15 18,2 cd 80 cd 65,29 bc 988,5¢ 44 a 93 fg nd
H16 18,6 cd 79d 53,18 cd 702,5 gh 3,70 149 a 5,2 cdef
H17 18,6 cd 79d 32,53 fgh 839,5d 42cd 92 fg 6,1 bcde
H18 17,8 cde 80 cd 23,86 gh 1066 b 3,9 hij 124 b nd
H19 18,6 cd 79d 23,50 gh 764 ef 4,4 a 112 cde nd
H20 16,4 ef 82 ab 30,90 fgh 1112 a 3,9 jkI 149 a 9,2ab
H21 19,1¢ 79 cd 33,25 efgh 1007 ¢ 4,4 a 127 b nd
H22 15,2 f 83a 21,01 h 258,5m 3,8 kim 102 ef 3,0 efg
H23 23,3 ab 75e 118,73 a 733,5fg 3,4 ¢ 150 a 3,7 efg
H24 17,1 de 81 bc 33,05 fgh 395,5 k 42b 88 gh 3,8 efg

*nd (nao detectavel pelo método aplicado). Regides: oeste (H1, H2, H3, H4, H5, H10, H11, H14),
metropolitana (H6, H16, H19, H20, H21, H22, H23), sudoeste (H7, H12, H13), sudeste (H8, H9, H17,
H18), nordeste (H15) e noroeste (H24) do estado do Rio Grande do Sul.
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Ao analisar diferentes métodos de determinacédo de acucares em mel, Silva et
al. (2003) observaram que a determinacdo de sélidos sollveis reproduz com
exatidao o conteudo de agucares totais, visto que a composi¢cdo do mel em sélidos é
basicamente seu contetdo em carboidratos. Os autores encontraram valores de
sélidos soluveis variando de 79,1 a 84,0°Brix nos méis comerciais de quinze regides
diferente do estado de Goias. Os méis utilizados no presente estudo apresentaram
sélidos variando de 72 a 83°Brix. E de conhecimento que resultados abaixo de
80°Brix indicam que o mel ndo foi coletado no tempo ideal de maturacdo ou
coletados em ambiente de alta umidade, caracteristico de periodos de chuva, etc.

A acidez total variou de 21,01meq.kg™ a 118,7321,01meq.kg™’, onde 29% das
amostras (H1;H6;H13;H14;H15;H16 e H23) apresentaram resultados acima do limite
da legislagdo (50meq.kg™"). A acidez do mel é decorrente da agdo enzimética que o
ocorre apds a abelha coletar o néctar e por diversos processos metabdlicos produzir
acidos organicos, tais como, acido glicnico, citrico, latico e butirico, que serao
liberados no decorrer do processo de maturacdo do mel (RIBEIRO et al., 2009;
OLIVEIRA & SANTOS, 2011; RICHTER et al., 2011).

A média da acidez total nas amostras analisadas foi de 43,46+1,09meq.kg™ e
a acidez livre de 33,42+4,00 meq.kg™, teores inferiores ao observado por Silva et al.
(2013), que encontraram resultados médios de acidez livre de 41,58+1,44meq.kg™
em nove méis de jandaira (abelha sem ferrdo) oriundos de duas regibes de
Pernambuco, Brasil.

A média dos resultados encontrados na determinacéao de pH foi 3,950,011,
semelhante ao observado por Bendini & Souza (2008), os quais encontraram valores
médios de pH de 3,67 ao analisar méis de florada de cajueiro oriundos do estado do
Ceara, Brasil. O pH baixo do mel inibe a presenca e o crescimento de micro-
organismos, fazendo com que esse produto possa ser utilizado como ingrediente na
industria alimenticia. Esse parametro € também de grande importancia durante a
extragdo e o armazenamento do mel, pois influencia diretamente na sua textura,
estabilidade e no periodo de validade (GOMES et al., 2010; SILVA et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2014).

Segundo diversos autores, a cor é a propriedade fisica do mel que melhor se
correlaciona com o conteudo mineral (MORETTI et al., 2006; RIBEIRO et al., 2014).
Foi observado em inumeros trabalhos (BERETTA et al., 2005; BERTONCELJ et al.,
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2007; BOGDANOV, 2009; KUS et al., 2014) que méis com coloragdo escura
continham maior conteddo de minerais do que os méis claros. Isso pode ser
observado na tabela 7, onde as trés amostras que continham maiores contetdos de
minerais foram as que apresentaram coloragdo ambar escura.

O resultado médio de condutividade elétrica nas vinte e quatro amostras
analisadas ficou em 685+7,6uS.cm™, variando de 258,5 a 1112uS.cm™. N&o existe
parametro para condutividade nas normas brasileiras, porém o Codex Alimentarius
(2001) estipula valores acima 800uS.cm™ para méis de florada. Seguindo essa
norma, 75% das amostras apresentaram valores abaixo de 800pS.cm™, e portanto,
abaixo do estipulado pela legislagao internacional.

A determinagdo da condutividade elétrica, apesar de n&o ser exigida pela
legislacéo brasileira, € considerada um bom critério para a determinacao botanica do
mel e atualmente substitui a andlise de teor de cinzas (BOGDANOV et al., 1997;
ALVES et al.,, 2005). Segundo Richter et al., (2011) a determinacdo de cinzas
expressa o conteudo de minerais presentes nos alimentos. Porém, a andlise de
condutividade elétrica apresenta algumas vantagens quando comparada a analise
de cinza, pois, trata-se de uma técnica acessivel, de baixo custo, facil operacao,
precisdo, necessidade de pouca amostra e sem uso de produto quimico, sendo
considerada assim, uma técnica altamente sustentavel.

O conteuddo de hidroximetilfurfural (HMF) €& um parametro amplamente
reconhecido para avaliar a qualidade do mel. Tragcos desse composto podem ser
encontrados em méis recém-coletados, porém niveis elevados sao caracteristicos de
adulteragdes, sejam elas provocadas pelo aquecimento em temperatura elevada e
por tempo prolongado, ou pela adigdo de acucar invertido no mel (AJLOUNI &
SUJIRAPINYOKUL, 2010; KOWASKI, 2013).

De acordo com o conteudo de hidroximetilfurfural (HMF) (Tabela 7), nenhuma
das amostras excederam o limite de 60mg.kg™ proposto pela legislacdo brasileira de
identidade e qualidade do mel.

Esse resultado é ainda mais surpreendente se pensarmos que, no Rio
Grande Sul, o clima é frio em boa parte do ano, portanto o mel cristaliza mais rapido,
0 que poderia conduzir o apicultor a utilizar temperaturas acima do permitido pela
legislagdo (50°C) com o intuito de tornar o produto viscoso antes da

comercializacao.



74

No entanto, Fallico et al. (2004) relataram que mesmo submetendo o mel de
eucalipto a temperaturas de 70°C nao foi possivel detectar quantidades de HMF nas
primeiras 24h de aquecimento, 0 que pode estar relacionado com a maior
estabilidade desses méis mesmo apds longos periodos de armazenamento. Esses
resultados sédo condizentes aos dados observados no presente estudo, em que
muitas das amostras analisadas, de florada de eucalipto, apresentaram baixos
teores de hidroximetilfurfural, mesmo apds dois anos de armazenamento (as
amostras foram coletadas em 2013 e analisadas em 2015).

A maioria das amostras de méis apresentou coloracdo ambar escura (H2, H3,
H4, H6, H9, H13, H16, H18, H20, H21, H23), seguido de méis ambar (H1, H10, H11,
H14, H17, H22, H24) e de méis ambar claro (H5, H7, H8, H12, H15, H19).

4.3.2 Compostos fendlicos

Os métodos utilizados para a determinacao de acidos fendlicos e flavonoides
por cromatografia liquida apresentam uma grande limitacdo em decorréncia do longo
tempo e da baixa eficiéncia de separagdao (HUANG et al., 2015). Em decorréncia
disso, métodos com resolugcédo razoavel e adequado tempo de separagdo, muitas
vezes nao possuem separagao simultdnea, e para que haja uma adequada
separagéao de compostos muito similares, se faz necessario o uso de diferentes
comprimentos de onda em uma mesma corrida cromatogréfica.

Apés inumeros testes, foi proposta a utilizagao de trés comprimentos de onda
para a deteccao dos diferentes compostos, 280, 320 e 360nm. Com isso foi possivel
separar com eficiéncia os compostos, além de apresentar adequada resolucao
cromatografica. Os acidos fendlicos, galico, hidroxibenzoico, vanilico, seringico e os
flavonoides catequina, rutina, pinocembrina, crisina, epicatequina foram identificados
em 280nm. Os acidos fendlicos, cafeico, cumarico, ferulico e o flavonoide hesperitina
foram identificados em 320nm. E por fim, os flavonoides, mirecitina, quercetina,
luteolina, campeferol, apigenina e galangina foram identificados em 360nm.
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Figura 14 - Representacgéo grafica dos padrdes de acidos fendlicos e flavonoides a 280nm.

As figuras, 14,15 e 16 ilustram a separagdo de uma mistura de compostos

padrbes de 19 compostos fendlicos presentes nas amostras de méis.
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Figura 15 - Representacéo gréafica dos padrdes de acidos fendlicos e flavonoides a 320nm
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Figura 16 - Representacéo grafica dos padrdes de acidos fendlicos e flavonoides a 360nm.

Considerando que os méis analisados no presente estudo foram obtidos
apenas do estado do Rio Grande do Sul, uma possivel "impressao digital por
cromatografia liquida" pode ser de grande utilidade para a definicdo da qualidade.

Os flavonoides representaram cerca de 85% do total dos compostos fenélicos
identificados nas amostras de mel.

A concentragdo média dos compostos variou de 1,42 a 247,83mg.100g™". Em
ordem crescente de concentracdo meédia foram encontrados, acido cafeico
(1,42mg.100g™"), acido ferulico (1,90mg.100g™"), galangina (3,25mg.100g™"), acido
cumarico (4,25mg.100g™"), campeferol (5,0mg.100g™"), quercetina (5,34mg.100g™"),
apigenina (6,03mg.100g™"), crisina (6,93mg.100g™"), acido vanilico (7,27mg.100g™),
acido galico (10,74mg.100g"), mirecitina (11,71mg.100g™"), acido seringico (14,59
mg.100g"), pinocembrina (15,87mg.100g™"), luteolina (17,11mg.100g™"), rutina
(34,52mg.100g™"),  4cido  hidroxibenzéico  (85,63mg.100g™"),  epicatequina
(205,74mg.100g™"), hesperitina (206,83mg.100g"') e catequina (247,83mg.100g™).
Portanto, de uma maneira geral, os flavonoides foram encontrados em maior

propor¢ao do que os acidos fendlicos.
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Salienta-se que os flavonéides constituem uma grande familia de pigmentos
fendlicos de plantas. Muitos sistemas de plantas contém um grande numero de
flavonoides e cada planta tende a ter um perfil distinto desses compostos
(ESCUREDO et al., 2012).

O acido cafeico foi o composto fenélico encontrado em menor concentracao,
apresentando contetido de 0,60 a 4,11mg.100g™”, similares ao observado por
Escuredo et al. (2012), os quais encontraram valores entre 0,07 e 0,60mg.100g™.

Dos dezenove compostos fendlicos analisados nas vinte e quatro amostras de
méis (Tabela 8), somente o flavonoide hesperitina estava presente em todos os
méis, inclusive apresentando, na amostra 9, a maior concentracdo entre todos os
compostos identificados nas diferentes amostras (Figura 17).

Além disso, quando realizada uma andlise estatistica de correlacdo entre os
resultados médios de cada regido gaucha estudada (oeste, metropolitana, sudoeste,
sudeste, nordeste e noroeste) observou-se que 0 Unico composto apresentou
correlacdo positiva e significativa com o somatério dos compostos fendlicos
analisados foi a hesperitina.

Isso demonstra que mesmo em concentracdes diferentes, esse composto
esteve presente de maneira similar em todas as amostras das regides do estado.
Amostras da regido sudeste (H8, H9, H17, H18) apresentaram o0s maiores
contelidos de compostos fenélicos, com contelidos médios de 1280,23mg.100g™",
principalmente devido a amostra nove (regido sudeste).

No geral, a representacdo grafica das amostras oriundas das diferentes
regides foi similar, o que pode ser comprovado pelo somatério médio de cada
regido, onde a oeste apresentou valores de 868,49 mg.100g™, metropolitana 825,03
mg.100g™", sudoeste 787,05 mg.100g” , nordeste 785,58 mg.100g”" e noroeste
622,6 mg.100g™". O acido galico nao foi identificado nas amostras da regido sudeste,
assim como o acido cafeico nao foi identificado em amostras das regides oeste e
sudeste. O flavonoide caracteristico do mel, apigenina, ndo foi identificado em
amostras da regido oeste e sudeste, e por ultimo, a crisina, outro composto
caracteristico de produtos apicolas principalmente da prépolis, ndo foi identificado
nas amostras da regido sudoeste.



Tabela 8 - Acidos fendlicos e flavonoides identificados por Cromatografia Liquida (CL) em méis do Rio Grande do Sul.
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Amostras ég:?c% Hi droﬁi%gr?zoico Catequina Sg?rgi)co Epicatequina Rutina Pinocembrina thnig:i)co Féfgljigo Luteolina
H1 40,33 a 4,66 q nd nd nd 13,04 f 42,47 a nd nd nd
H2 3,28 e 11,88 op nd nd nd 36,39d 24,63 bc nd 3,42 a nd
H3 nd 154,21d nd 0,93 n 179,14 fgh nd nd 9,33 a 1,86 bc nd
H4 29,01 b 54,46 k 257,53 be nd 210,52 ¢ 183,83 a nd nd 3,61a nd
H5 nd 52,65 k 232,05 5,74 gh 174,14 hi 12,45 f 6,53 d 9,25a 0,87 cd 10,29 cde
H6 nd 28,96 m 260,12d 6,05¢ 229,25 b nd nd 4,83d 1,39 bc 1,45 cde
H7 nd 24221 ¢ 244,65 gh 3,87ijk 181,70 ef nd nd 0,66 fg nd 0,98 de
H8 3,81e 27,58 mn 257,11 b 2,77 Kl nd nd nd nd nd 0,34 e
H9 4,40e 73,611 282,55 ¢ nd 187,73 de 4,36 g nd 0,06 g 3,61a 68,45 b
H10 nd 343,32 a 243,49 gh 12,09d 181,29 efg 12,69 nd 0,80 fg 1,07 cd 4,59 cde
H11 nd 7,42 pq 251,02 ef 4,77 hi 685,68 a 138,64 b nd 5,44 d nd nd
H12 nd 106,88 h 255,27 de 11,46 d 170,74 | 29,13 e 13,38 cd nd 0,08 d 7,74 cde
H13 nd 65,96 | 366,24 a 2,84 jkl 191,28 d nd nd 8,83 a 1,07cd nd
H14 nd 129,95 f 244,05 gh 7,35f nd 5,83 ¢g 6,50 d 0,59 nd 3,54 cde
H15 nd 120,40 g 247,57 fg 4,42 179,96 fgh 6,89 ¢ 8,29d 6,51 bc 2,48 ab 13,48 c
H16 nd 136,60 e 289,29 b 4,02 ij nd 5,98 g 6,66 d 5,57 cd 1,42 bc 12,82 cd
H17 nd 23,10 n 231,51 19,28 b 170,351 54,40 ¢ 15,66 cd 1,85e 0,83 cd 1,71 cde
H18 485¢ nd 236,91 ij nd nd 3,46 ¢ nd nd nd
H19 nd 16,78 0 292,94 b 2,531 213,2¢c nd 34,53 ab nd nd 3,65 cde
H20 nd 45,55 | 258,92 d 1,75 Im 189,23 d nd nd 1,63 ef 3,66 a 3,6 cde
H21 3,28 e 14,62 0 nd 0,88 n nd 5,50 ¢ nd 1,51 ef nd nd
H22 nd 5,562 q 239,30 hi 1,19 mn 227,44 b 5,43 ¢ nd 6,9b nd nd
H23 6,97 d 6,64 pq 235,32 ij 14,72 ¢ 179,81 fgh nd nd nd 1,27 cd nd
H24 11,44 ¢ 296,62 b 1,34 k 188,05 a 5,10 nd nd nd nd 106,81 a

*nd (ndo detectavel pelas condi¢cdes cromatograficas propostas)



continuagdo da Tabela 8.
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Acido

Acido

Amostras  Hesperitina  Mirecetina  Campeferol  Galangina Vanilico Cafeico Apigenina  Quercetina Crisina Somatério
H1 50,94 hij 7,58 e 5,47 defg 22,88 a nd nd nd nd nd 187,36 |
H2 73,76 ghi 6,94 e 1,31 gh 8,72b nd nd nd 3,19 def nd 175,86 |
H3 15,80 j nd 2,17 fgh 1,18 cd 2,85 gh nd nd 0,62 gh 8,38 bc 376,48 k
H4 20,30 ij nd 1,70 gh 8,57b 28,54 a nd nd 4,35d nd 831,88 de
H5 235,11 cd 3,26 g 0,82 h 0,76 d 1,54 hi nd nd 6,32 c nd 751,81 fg
H6 100,34 fgh 1,35¢g 1,85 gh Nd 0,76 i nd nd 1,64 fgh nd 639,69 hi
H7 103,69 fg nd 6,48 cdef Nd nd 0,62d nd 1,24 fgh nd 786,77 def
H8 73,39 ghi nd 0,70d nd nd nd 2,47 defg nd 368,76 k
H9 2445,79 a 81,35a 10,48 bc Nd 6,66 e nd 2,54 ¢ 35,33 a 5,44 cd 3222,24 a
H10 194,79 de 3,37 ¢ 8,50 cd Nd 9,16 d nd nd 2,89 def nd 1018,07 ¢
H11 40,87 ij 14,93 c 29,46 a Nd 3,43 fg nd nd 2,68 def nd 1184,36 b
H12 147,04 ef 3,03 ¢ 2,6 efgh Nd 4,60 f nd nd 3,94d nd 755,9 fg
H13 39,95 ij nd 1,76 gh 0,49d 22,06 c 0,61d nd 2,07 efg nd 703,18 g
H14 102,13 fgh 2,37 ¢g 6,68 cde 091d 1,41 hi nd nd 3,06 def 12,25 ab 701,719
H15 174,89 e 1,22 ¢g 2,17 fgh 1,65 cd nd 1,18 c nd 10,99 b 3,47 cd 785,59 ef
H16 30,54 ij 11,16 d 1,74 gh 1,77 cd nd 0,6d nd 13,33 b nd 695,79 gh
H17 55,18 hij 2,50¢g 0,38 h 4,04 c 26,16 b nd nd 2,94 def nd 609,64 i
H18 113,69 fg 8,73 de 3,65 efgh 2,43 cd 1,88 ghi nd 447 b 0,64 gh nd 380,72 k
H19 235,04 cd 3,77 fg nd 1,31 cd nd nd nd 4,20d 16,86 a 823,66 de
H20 320,12 b 1,719 1,74 gh 1,32 cd 4,56 f 2,08b 0,60d 9,47 b nd 845,95 d

H21 273,82 bc 6,34 ef 13,11 b 2,74 cd 2,09 ghi nd 16,51 a 2,15 efg nd 342,54 k
H22 109,75 fg nd 1,94 gh 2,85cd 2,47 gh nd nd nd 7,46 bcd 610,28 i
H23 3,97 4961 b 1,45 gh 1,12 cd 10,09d 411 a nd 0,09 h 1,55d 516,74 |
H24 3,05 1,43 g nd Nd 1,88 ghi nd nd 6,86 Cc nd 622,62 i
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Os compostos que estiveram presentes em grandes concentragées nas
amostras de méis das diferentes regides, exceto para a regido noroeste, foram os
flavonoides catequina (valores médios préximos a 260mg.100g™") e epicatequina
(valores médios proximos a 220mg.100g™).

A grande concentracdo do flavonoide hespertina nas amostras da regido
sudeste (672,01mg.100g™"), em grande parte, foi influenciado pela amostra nove. A
regido noroeste apresentou resultados atipicos, quando comparada as demais
regides, apresentando maiores concentracbes médias dos seguintes compostos:
acido hidroxibenzoico (296,62mg.100g”"), acido seringico (188,05 mg.100g™") e
luteolina (106,82mg.100g™).

Pinocembrin

Figura 17 - Representacao grafica dos compostos fenolicos encontrados na amostra 9. Detecgao a
320 nm



81

4.3.3 Estudo da correlacao

Através dos dados apresentados na tabela 9, pode-se concluir que houve
correlacdo negativa e significativa entre as variaveis pH e acidez. A correlagcédo
negativa é observada quando ha aumento de uma variavel e diminuicdo de outra.
Nesse caso, pH e acidez, s&o propriedades que sao inversamente relacionadas, ou
seja, quando o pH é alto, a acidez é baixa, e vice versa. No entanto, segundo
Ribeiro et al. (2014), o valor de pH no mel pode ndo estar diretamente relacionado
com o conteudo de acidez livre, devido a agdo de tamponamento de varios acidos e
de minerais presentes neste produto.

Tabela 9 - Coeficiente de correlagdo de Pearson’s para composigao fisico-quimica e o somatério dos
compostos fendlicos em amostras de méis oriundos do Rio Grande do Sul, Brasil.

Umidade Acidez S.soluveis  Cond. HMF pH Cor C. Fendlico

Umidade 1 0,202 -0,985** -0,345 -0,115 -0,371* 0,223 -0,199

Acidez 1 -0,158 0,137 -0,134 -0,407* 0,201 -0,065

S.sollveis 1 0,359 0,036 0,362* -0,198 0,192

Cond. 1 0,260 0,407 0,163 0,158

HMF 1 -0,107  -0,046 -0,179

pH 1 -0,080 0,201

Cor 1 0,242
C.Fendlico* 1

Correlagdes de Pearson’s entre umidade (%); acidez (miliequivalente.Kg™), sélidos soltveis (°Brix),
Condutividade (uS.cm'1), Hidroximetilfurfural (mg.Kg'1), pH, cor e compostos fendlicos (mg.1009'1).
S.Soluveis (s6lidos soluveis), Cond. (condutividade); C.Fendlico (compostos fendlicos)

95% de intervalo de confianca * significativo p<0,05; **significativo p<0,001

Foi encontrada correlacao positiva e significativa, entre pH e sélidos soluveis;
e correlagdes negativas e significativas, entre sélidos soluveis e umidade; e entre pH
e umidade.

E conhecido que méis com umidade acima do permitido, ou seja, que
possuam valores inferiores a 80°Brix, estdo mais propensos a contaminacao
microbioldgica, principalmente de bolores e leveduras, o que acarreta em uma
diminui¢do do pH.

Segundo Finola et al. (2007), o pH do mel pode ser influenciado por diversos
fatores, como: diferentes fontes de néctar ou a forma como serd a composicao
dessas floradas, solo, acdo da glicose-oxidase, acao das bactérias e por fim, pela
quantidade de minerais presentes no mel. Esse ultimo fator pode ser verificado no

presente estudo, em que 0s meéis apresentaram correlagcdo positiva e significativa



82

entre pH e conteddo de minerais, deixando claro o impacto que a composicdao do
solo causa na composicao fisico-quimica dos méis.

Apesar de n&o ter sido possivel observar na analise de correlagdo, deve-se
destacar que os menores conteudos de compostos fendlicos foram observados nas
amostras de coloragcao mais escura (H3, H18 e H21).

A excecao ocorreu com o0 mel oriundo da regido sudeste (H9), de coloragao
ambar escuro e que apresentou o0 maior conteldo no somatério de compostos
fendlicos. Um fato importante é que o alto valor encontrado nessa amostra foi devido
particularmente a um flavonoide, hesperitina, cuja concentracdo apresentou valor

elevado quando comparados as outras amostras e demais compostos fendlicos.
4.4 Conclusao

No total de amostras analisadas, 42% apresentavam alguma néao
conformidade segundo a legislagéo, sendo que 29% estavam acima do limite para a
acidez total e 21% para umidade. Dessas amostras, a H1 (mel silvestre do municipio
de Nova Esperanca) e a H23 (mel silvestre do municipio de Trés Coroas)
apresentaram resultados ndo conformes em ambas as analises fisico-quimicas
(acidez e umidade).

As amostras H5, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H17, H18, H19, H20, H21, H22
e H24 obtiveram teores dentro dos parametros de qualidade nas determinacdes
realizadas de umidade, acidez, condutividade, hidroximetilfurfural, sélidos sollveis,
pH e coloracao;

Os flavonoides estavam presentes em maior concentracdo do que os acidos
fendlicos, sendo a catequina, epicatequina e hesperitina, os compostos presentes
em maior quantidade na maioria dos méis.

E possivel concluir também que o perfil fendlico dos méis das diferentes
regides foi similar, sendo a Unica exceg¢do observada em uma amostra da regido

sudeste (H9), a qual continha elevada concentracdo do flavonoide hesperitina.



5 Capitulo 3 - Investigacao da origem botanica e geografica através da
determinacao do perfil volatil de méis do Rio Grande do Sul

5.1 Introducao

A apicultura é uma das atividades mais antigas e importantes no mundo. Sao
diversos os produtos apicolas existentes no mercado, porém, o mel é o produto que
mais se destaca devido a facilidade de exploracéo, da possibilidade de iniUmeras
formas de comercializagdo, como alimento, medicamento, cosmético e das
propriedades terapéuticas estudadas e comprovadas (PYRZYNSKA & BIESAGA,
2009; AL WAILI et al., 2011; BUAINAIN & BATALHA, 2012; CHAN et al., 2013;
VANDAMME et al.,, 2013; KUS et al, 2014; MAJTAN et al.,, 2014; ORYAN,
ALENZADEH & MOSHIRI, 2016; DIAS et al., 2016).

Os compostos de aroma estao presentes no mel em baixas concentracoes,
na forma de misturas complexas de compostos volateis de baixo peso molecular
(CUEVAS-GLORY et al., 2007). Ha diversas formas de analisar o perfil volatil de um
alimento, mas a grande maioria dos métodos utiliza a cromatografia. Porém, como o
mel € um alimento basicamente constituido de acucar, torna-se necessario um
método prévio de retirada desses compostos ao procedimento cromatografico.

A microextracdo em fase solida (SPME) é um procedimento de preparo e
extracdo de amostra que visa a isolar e concentrar compostos de interesse em
niveis adequados e na forma de um analito puro.

Devido a essas caracteristicas a SPME tem sido amplamente utilizada e
empregada na identificacdo e quantificacdo de diversos compostos em uma gama
de matrizes, incluindo o mel (AUGUSTO, et al., 2002; LI et al., 2006; NISHIDA et al.,
2006; ALISSANDRAKIS et al., 2007, PLUTOWSKA et al., 2011; BIANCHIN et al.,
2014).
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A SPME tem sido utilizada na pesquisa do perfil volati de méis, pois
apresenta varias vantagens, como, relativamente rapido tempo de extragéo,
pequenos volumes de amostra, livre de solventes, reutilizagdo da fibra, facilidade
operacional e automacdo, além de minima contaminacdo (FRANCO, 2003;
PARREIRA & CARDEAL, 2005; CUEVAS-GLORY et al., 2007; BIANCHIN et al.,
2014).

A técnica consiste na utilizacdo de uma fibra fina de silica fundida de alta
estabilidade, revestida com um polimero. A técnica é simples e envolve apenas duas
etapas. Na primeira consiste em expor a fibra revestida ao material de interesse e
que tem como finalidade a extracdo do analito, ou seja, a particao do analito alvo
entre a matriz da amostra e o revestimento. Na segunda etapa, a fibra contendo os
analitos € transferida para o instrumento analitico através da dessorcao térmica,
onde ocorre a separacao e quantificacdo dos analitos extraidos (CUEVAS-GLORY
et al., 2007; PARREIRA & CARDEAL., 2005; EISERT, et al., 1996).

Os diferentes tipos de fibras utilizados apresentam fases homogéneas de
polidimetilsiloxano (PDMS) e de poliacrilato (PA), ou heterogéneas, de carboxeno/
polidimetilsiloxano  (CAR/PDMS), carbowax / divinilbenzeno (CAR/DVB),
carbowax/resina  TPR-100 e divinilbenzeno /carboxeno / polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS) (PARREIRA & CARDEAL, 2005).

Segundo Pontes et al. (2007) e Plutowska et al., (2011) a fibra mais adequada
para ser utilizada no isolamento de compostos aromaticos em mel é a fibra tripla de
divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS), pois o restante das
fibras sdo caracterizadas pela baixa eficiéncia de extracdo, apresentando menor
repetibilidade.

A origem dos componentes volateis em méis se deve a diversos fatores,
como a transferéncia de constituintes da planta oriundas do pdélen ou néctar (ex:
terpendides), producao e ou transformacao de compostos feitos pela prépria abelha
(ex:enzimas redutase), producdo de compostos durante o processamento (ex:
compostos derivados da reacdo de Maillard), acdo de micro-organismos (bolores e
leveduras) e residuos de cera (acidos graxos).

Assim, o objetivo deste estudo foi investigar através do perfil volatil a origem
boténica e geografica.
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5.2 Material e método

5.2.1 Amostras

Um total de vinte amostras de méis comerciais de diferentes origens
botanicas e geogréficas (Tabela 10), decorrentes de um delineamento inteiramente
casualizado foram analisadas. As amostras foram provenientes de diversas regides
do Rio Grande do Sul, sendo seis amostras da regido ocidental, cinco da sudoeste,
quatro da sudeste, trés da nordeste e duas amostras da regido metropolitana. Todas
as amostras foram mantidas sob temperatura de refrigeracéo (ao redor de 5°C), em

frascos estéreis e na auséncia de luminosidade.

5.2.2 Padroes e reagentes

Todos os produtos quimicos utilizados foram de grau analitico. Todos os
padroes utilizados eram da marca Sigma-Aldrich, para uso especifico em
cromarografia gasosa, furfural, benzaldeido, fenilacetaldeido, nonanal, 1-nonanol,
acido nonanoico e benzofenona. Fibra DVB/CAR/PDMS, 50/30um for manual holder
gray, 57328-U, Supelco, EUA. A 4gua foi purificada em Sistema de Ultra Purificacao
(Mega Purity).



Tabela 10 - Amostras de méis com respectivas dados de coleta: regido, municipio, ano de colheita, origem botanica e coordenadas geograficas

Regides Amostras Municipio A(‘:g?e?: Origem botéanica Coordenadas
Nova :
Metropolitana M1 Petropolis 2013 silvestre
M2 Camaqua 2014 silvestre 31°084074,51°607879
M3 Vacaria 2013 silvestre 28°90254,50°411242
Nordeste M4 Farroupilha 2013 silvestre
M5 Vacaria 2014 Brassica napus 28°29901,58°55024
. Eucalypytus, Uncaria tomentosa, Mimosa bimucronata, o o
M6 Cacequi 2013 Gaya macrantha 30°022320,54°52144
. Mimosa bimucronata; Schinus terebinthifolius, Eucalyptus, o o
. M7 Cacequi 2013 Gaya macrantha 30°022320,54°52145
Ocidental M8 Cacequi 2013 silvestre 29°56384,54°12896
M9 Cacequi 2013 silvetre 29563845,05
M10 Santiago 2013 silvestre 29°222310,54°41019
M11 Jaguari 2013 silvestre 29°211671,54°393726
M12 Pelotas 2013 Schinus mosses 31°509033,52°552884
Sudeste M13 Pelotas 2013 Eucalyptus , Butia capitata 31°808646,52°507117
M14 Rio Grande 2013 Eucalyptus, Schinus terebinthifolius 32°095664,52°16484
M15 Rio Grande 2013 silvestre 32°095664,52°16485
M16 Bagé 2013 Eucalyptus 31°35027,53°43713
M17 Bagé 2013 Eucalyptus 31°26751,53°57725
Sudoeste M18 Sarl}?;:g: i 2013 Eucalyptus 31°29119, 54°23196
M19 Liviamento 2013 Eucalyptus
M20 Itaqui 2014 Eucalyptus, citrus 29°228383, 56°357941

86
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5.2.3 Determinacao do perfil volatil

Foi utilizado um método validado e otimizado por Alissandrakis et al. (2007),
para a classificagcdo e discriminacdo dos compostos volateis através de CG-MS.
Previamente, as amostras foram colocadas sob temperatura de no maximo 50°C
para dissolucdo dos cristais. Um volume de 8mL de solucdo de mel (3g.mL™") e 20pL
do padrdo interno (solucdo de benzofenona-10p.mL") foram adicionados a um
frasco de 20mL (especifico para uso de SPME). A amostra juntamente com o padrao
interno foi homogeneizada através de agitacdo magnética durante 30min (60°C). Em
seguida, a fibra (DVD-CAR-PDMS) foi exposta no interior desse frasco por 60min.

A amostra foi dessorvida no injetor de um sistema de cromatografia gasosa
acoplada a espectrofotdmetro de massa, com coluna capilar de 30m x 0,25mm de
diametro interno, gas hélio com fluxo de 1mL.min™, injetor a 220°C, interface de
290°C e energia de ionizacao de 70ev. A rampa de temperatura iniciou com 40°C
por 3min, aumentando 3°C por minuto até 160°C, e aumentando novamente 10°C
por minuto até 200°C, totalizando 60min de analise.

A andlise dos componentes volateis foi baseada no esquema de
fragmentacdo, onde os dados foram expressos pela razdo de abundancia dos
fragmentos quando comparados ao padrao interno. A pesquisa de espectro de
massa foi feita com o uso de NIST, bem como com alguns padrées como, furfural,

benzaldeido, fenilacetaldeido, nonanal, 1-nonanol, acido nonanoico e benzofenona.
5.3 Resultado e discussao

Foram analisados os perfis volateis de vinte amostras de méis de diferentes
regidbes do Rio Grande do Sul (Tabela 11), onde os resultados foram expressos
através da percentagem da area do pico obtido em comparacdo a area total de
todos os picos do cromatograma.

Os perfis das fragdes volateis dos méis obtidos foram muito complexos,
apresentando 115 compostos isolados, bem como informagbes que facilitem a
discussao, como, tempo de retencao (TR), forma de identificagcdo (ID), quantidade
média de cada composto (ug.Kg') e porcentagem média equivalente a um
composto quando comparado ao somatério de todos os compostos (%). Apesar da
complexidade dos perfis das fracdes volateis, os perfis cromatograficos foram
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bastante semelhantes em termos de sua composi¢ao qualitativa, porém distintos em
relacdo a intensidade dos picos, e consequentemente em relagdo a sua quantidade.

A maioria dos constituintes de aroma observados nos méis do Rio Grande do
Sul é derivada de alcool, éster, cetona, alcano e furano. Aproximadamente 70% dos
compostos volateis identificados foram compreendidos em um desses cinco grupos
de compostos. Os outros compostos sdo pertencentes ou derivados das classes dos
aldeidos, compostos inorganicos, compostos nitrogenados, hidrocarbonetos,
terpendides e acidos.

Os vinte compostos encontrados em maior proporcdo nos perfis volateis
foram nonanal (9,23%), acetofenona (6,55%), 2-hidroxi-4-metil pentanoato de metila
(5,21%), butanoato de butila (4,94%), hotrienol (4,70%), 5-hidroxi-2,7-dimetil-4-
octanona  (3,66%), 2,3-heptanodiona  (3,29%), alfa.-metil-.alfa.-[4-metil-3-
pentenilloxiranometanol (3,29%), furfural (2,97%) 1-nonanol (2,74%), benzaldeido
(2,64%), 4,5-octanodiona (2,64%), 4-metil-2-oxi pentanoato de metila (2,38%),
octanoato de metila (2,38%) 3,5-dimetoxibenzaldeido (2,13%), hexametilbenzeno
(1,70%), linalol (1,42%) nonanoato de metila (1,38%), fenilacetaldeido (1,34%) e
acetato de etil-fenil (1,13%) (Tabela 11).

Ao investigar os dados dos vinte compostos principais nas regides estudadas,
observou-se que o composto nonanal estava presente em maior concentragdo na
regido sudeste, apresentando valores médios de 1060,22ug.kg”’, e na regido
sudoeste com 1037ug.kg”, principalmente devido as amostraa M15 e M17,
respectivamente.

A acetofenona estd associada a via de conversao do acido chiquimico, e é
produzida por plantas a partir dos acidos aromaticos hidroxi-substituido (GUYOT et
al., 1998). Esse composto esteva principalmente presente em méis da regiao
ocidental (731,30ug.kg”), sendo que as amostras M19 e M110 continham as
maiores concentracoes.

O éster 2-hidroxi-4-metil pentanoato de metila foi observado em grande
quantidade em todas as amostras da regido sudoeste (506,24g.kg "), e o butanoato
de butila foi identificado em todas as amostras, com resultados variando de
168,43ug.kg™” (regido nordeste) a 326, 57pug.kg” (regido sudeste), e o 4-metil-2-0xi
pentanoato de metila, intermediario do metabolismo da leucina, estava presente em

quantidades superiores na regido sudoeste (189,29ug.kg’).
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O hotrienol e o linalol sao relatados por inimeros autores como sendo
caracteristicos de méis de citrus. O hotrienol também é conhecido por ser um
produto gerado termicamente, pois surge apos a degradacédo térmica do 2,6-dimetil-
3,7-octadieno-2,6-diol, pela gliconjugacdo, ou pelo rearranjo do 3,7-dimetil-1,7-
octadieno-3,6-diol ou do composto hidroxi linalol (VERZERA et al.,, 2001;
ALISSANDRAKIS et al., 2007). No entanto, ha relatos que o encontraram em méis
com adequado grau de maturagdo, porém em quantidades minimas nos meis
“verdes”, dessa forma, o autor considerou que o hotrienol pode ser um composto
formado durante a maturacao do mel (ROUWLAND et al., 1995). No atual estudo, o
hotrienol foi encontrado em maior concentracdo (1839ug.kg”’) na amostra M1,
proveniente da regido metropolitana, estando presente em concentragcdes bem
inferiores nas outras regides, apresentando valores médios que variavam de
79,50ug.kg™" (regido nordeste) a 217,96ug.kg” (regido sudoeste). O linalol esteve
presente em maiores concentragbes na regido metropolitana (496,48pg.kg™”),
principalmente devido ao conteudo da amostra M1. Ha também estudos os quais
demonstram que os derivados de linalol se originam a partir de flores visitadaspor
abelhas, e isso justificaria o porqué que esses compostos sao encontrados apenas
emmeéis especificos (MOREIRA et al., 2010).

O composto carbonilado 5-hidroxi-2,7-dimetil-4-octanona foi observado em
maior concentragdo na regido sudoeste com valores médios de (458,78ug.kg”), o
2,3-heptanodiona na regido ocidental (221,57ug.kg’) e o 4,5-octanodiona
apresentou valores muito similares entre as amostras, variando de 93,91pg.kg” na
regido nordeste a 167ug.kg™” na regido sudeste.

O a-metil-a-[4-metil-3-pentenil]loxiranometanol foi encontrado em todas as
amostras e em maior quantidade nos méis das regides metropolitana (341,96 pg.kg
') e nordeste (365,62 ug.kg™).

O furfural € um composto formado a partir da combinacdo de excessivo
aquecimento, temperaturas altas e ou armazenamento prolongado, por isso, quando
encontrado em concentragdes altas € indicativo da degradagdo do mel (PASINI et
al., 2013). Principalmente no estado do Rio Grande do Sul, em decorréncia do clima
ameno, o tratamento térmico é utilizado para retardar o processo de cristalizacao,
servindo também para inibir o crescimento de micro-organismos (VAIKOUSI,
KOUTSOUMANIS, & BILIADERIS, 2009).



Tabela 11 - Compostos de aroma isolados em méis do estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
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No. Compostos TR ID Hg.kg” %
1 2,3-heptanodiona 3.73 MS 163,86 3,29
2 Furfural 3.91 MS,RT 147,80 2,97
3 Acetoina 415 MS 12,71 0,26
4 2,3-hexanodiol 4.35 MS 24,46 0,49
5 p-Xileno 4.55 MS 25,31 0,51
6 2-Furanometanol 4.71 MS 15,08 0,30
7 Estireno 5.03 MS 11,90 0,24
8 Nonano 5.16 MS 6,03 0,12
9 Oxime, metoxi-fenil 5.18 MS 12,22 0,25
10 Heptanal 5.23 MS 15,62 0,31
11 1-(2-furanil)-etanona 5.49 MS 9,83 0,20
12 Acido hexanoico, metil ester 5.76 MS 5,39 0,11
13 Butanal-2-etil-3-metil 5.85 MS 26,45 0,53
14 4-Hepten-2-ona 5.93 MS 34,19 0,69
15 Alfa pineno 5.99 MS 13,50 0,27
16 4-metil-2-oxo-pentanoato de metila 6.14 MS 120,36 2,42
17 5-hidroxi-2,7-dimetil-4-octanona 6.25 MS 182,22 3,66
18 2-hidroxi-4-metil pentanoato de metila 6.38 MS 259,71 5,21
19 Benzaldeido 6.69 MS,RT 131,38 2,64
20 1-Heptanol 6.92 MS 26,16 0,53
21 3-Octanol 7.12 MS 19,85 0,40
22 Octanal 7.74 MS 15,10 0,30
23 1,3-benzenodiol 8.05 MS 15,14 0,30
24 2-etil-1-Hexanol 8.45 MS 18,24 0,37
25 Alcool benzilico 8.65 MS 25,39 0,51
26 fenilacetaldeido 8,66 MS,RT 66,39 1,34
27 2-metil-1-hexano 9,20 MS 15,09 0,30
28 2-Octanal 9.26 MS 11,86 0,24
29 2,3-Butanediona 9.35 MS 9,90 0,20
30 Acetofenona 9.52 MS 326,07 6,55
31 1-Octanol 9.62 MS 29,96 0,60
32 enteniloxiranometanol 968 MS 16372 329
w  CHECEMSuMermOUsmOE o1 ws  ses 109
34 Linalol 10.43 MS 70,83 1,42
35 Hotrienol 10.57 MS 234,31 4,70
36 Nonanal 10.62 MS,RT 459,85 9,23
37 Alcool feniletilico 10.88 MS 50,17 1,01
38 Isoforona 11.05 MS 51,72 1,04
39 Octanoato de metila 11.15 MS,RT 118,64 2,38
40 Acido hexanoico, 2-etil 11.33  MS 8,57 0,17
41 2,6,6 trimetil-2-ciclohexeno-1,4-diona 11.68 MS 54,73 1,10
42 Lilas aldeido B 11.72 MS 53,12 1,07
43 Lilas aldeido D 11.74 MS 24,97 0,50




continuacéo da Tabela 11.
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No. Compostos TR ID Hg.kg” %

44 1-Nonanol 11.83 MS,RT 133,50 2,68
45 Acido octanéico 12.37 MS,RT 31,59 0,63
46 a-terpineol 13.07 MS 22,13 0,44
47 Salicilato de metila 13.19 MS 29,55 0,59
48 Decanal 13.43 MS 37,30 0,75
49 Nonanoato de metila 13.44 MS 68,73 1,38
50 Benzeno, [(metilsulfinil)metil]- 13.55 MS 19,99 0,40
51 3-Ciclohexeno ;ir?]c;itl?ldmdo, .alfa.,4 13.75 MS 08,24 0,57
52 2,4-cicloheptadien-1-ona 13.87 MS 40,20 0,81
53 1-eicosanol 14.19 MS 19,11 0,38
54 Celesticetina 14.25 MS 19,77 0,40
55 Benzaldeido, 4-1-metiletil 14.45 MS 31,44 0,63
56 Acetato de etil-fenil 14.56 MS 56,10 1,13
57 1-Decanol 15.29 MS 26,27 0,53
58 Etanona, 2-(formiloxi)-1-fenil- 15.41 MS 14,42 0,29
59 Acido nonanéico 15.65 MS,RT 49,19 0,99
60 2,3-Hexanediona 15.84 MS 18,41 0,37
61 Acido nonanéico, etil ester 15.92 MS,RT 20,60 0,41
62 Undecanal 16.23 MS 6,86 0,14
63 Acido decandico, metil ester 16.68 MS,RT 42,28 0,85
64 4,5-Octanediona 17.47 MS 131,34 2,64
65 Eugenol 17.61 MS 8,92 0,18
66 Butanoato de butila 18.05 MS 245,89 4,94
67 1H-1,2,3-Triazole 18.34 MS 17,01 0,34
68 Acido decanoico, etil ester 18.54 MS,RT 8,96 0,18
69 Tetradecano 18.60 MS,RT 8,72 0,18
70 Dodecanal 18.88 MS 21,86 0,44
71 Cariofileno 19.26 MS 8,76 0,18
72 3,5-Dimetoxibenzaldeido 19.7 MS 106,09 2,13
73 1{2[3-metil-3-(5-metil-furan-2il)... 20.41 MS 42,92 0,86
74 1-Dodecanol 20.50 MS 8,02 0,16
75 2H-Piran-2-one, 5,6-dihidro-6-pentil- 20.71 MS 12,07 0,24
76 Acido arsenous 20.84 MS 15,57 0,31
77 Alfa.-Camfolenal 21.01 MS 13,63 0,27
78 Fenol, 2,4-bis(1,1-dimetlletil)- 21.51 MS 15,95 0,32
79 Acido dodecanoico, metil ester 21.70 MS 10,53 0,21
80 Naftaleno,6-butil-1,2,3-tetrahidro 22.35 MS 20,81 0,42
81 Propanoic acid, 2-metill- 23.48 MS 9,85 0,20
82 Benzeno, 1,3,5-tris(1-metiletil) 23.65 MS 10,04 0,20
83 benzeno, hexametil 24.76 MS 84,61 1,70
84 2-(2-hidroxi-2-metil-2-feniletil)-3-metil 24.93 MS 22,36 0,45
85 Acido isoftalico 25.36 MS 5,58 0,11
86 Hexadecano 25.7 MS,RT 4,52 0,09
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continuagéo da Tabela 11.

No. Compostos TR ID Hg.kg” %

87 Metil tetradecanoato 26.27 MS,RT 10,31 0,21
88 Acido decadedioico 27.67 MS 0,68 0,01
89 Acido tetradecanoico, etil ester 27.74 MS 1,87 0,04
90 ] Heptadecano 27.80 MS 3,35 0,07
91 Acido 1,2-Brﬁgﬁﬁ)?gg;lc);aer;%)?hco, bis(2- 59.35 MS 8.60 017
92 Octadecano 29.86 MS,RT 8,50 0,17
93 Acido 9-Hexadecenoico, metil ester 29.99 MS,RT 2,59 0,05
94 Acido Hexadecanoico, metil ester 30.41 MS 36,90 0,74
95 Acido n-Hexadecanoico 31.13 MS 8,74 0,18
96 Acido Hexadecanoic, etil ester 31.69 MS,RT 5,34 0,11
97 Nonadecano 32.04 MS,RT 28,39 0,57
98 Acido Heptadecanoic, metil ester 32.22 MS 17,55 0,35
99 Acido 9-Octadecenoico, metil ester 33.32 MS 24,57 0,49
100 Acido metil estearato 33.68 MS,RT 5,09 0,10
101 Acido oleico 33.86 MS 15,61 0,31
102 1,2,4,5-Tetrazine 34.09 MS 11,53 0,23
103 Acido linolenico 34.2 MS 4,06 0,08
104 Fenol, 4,4'-(1-metlletllidene)bis- 34.47 MS 13,62 0,27
105 Acido nonadecanoico, metil ester 34.88 MS 2,25 0,05
106 Eicosano 35.64 MS,RT 4,58 0,09
107 Acido hexanedioico, bis(2-etilhexil) ester 36.66 MS 6,45 0,13
108 Metoxiflurano 36.93 MS 1,96 0,04
109 Ac'dc}fr‘zr;ﬁ%‘;ct’i’l)‘;nﬁ'm’]_z [2 3752  MS 2,18 0,04
110 Bis(2-etilhexil) ftalato 38.15 MS 3,35 0,07
111 2-Butanona, 3-metoxi-3-metil- 39.76 MS 4,11 0,08
112 Heneicosano 39.83 MS,RT 2,75 0,06
113 Esqualeno 41.97 MS 38,03 0,76
114 Colesta-4,6-dien-3-ol, (3.beta.)- 43.16 MS 6,27 0,13
115 Colesterol 49.45 MS 10,71 0,22

*Numero (No),tempo de retencao em minutos (TR), forma de identificagao (ID), quantidade média de
cada composto quando comparado ao padrao interno (pg.Kg'1) e porcentagem média equivalente a
um composto quando comparado ao somatério de todos os compostos (%). **verificado através do
espectro de massa do NIST98 e bibliotecas on line de espectro de massa (MS); verificado através do
composto autentico (TR).

O conteudo elevado de furfural observado nas amostras da regiao sudoeste
(270,6pg.kg™) indicam que houve algum problema com o processamento e ou
armazenamento desses méis. A reacado de Maillard promove uma reducao no valor
nutricional do produto, pois ocorre a destruicdo dos aminoacidos essenciais, que
reagem com acgucares e outros aminoacidos (DAMODARAN et al., 2010).
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O alcool, 1-nonanol foi observado em maiores concentracdes nas amostras
da regido sudoeste (236,48 ug.kg™') e o éster nonanoato de metila esteve presente
em concentragées semelhantes nas amostras das diferentes regides, ja 0 octanoato
de metila esteve presente em maior concentracdo nas amostras da regido ocidental
(354,11 pg.kg™), principalmente devido as amostras M18 e M19.

Os aldeidos, benzaldeido, 3,5-dimetoxibenzaldeido e o fenilacetaldeido foram
encontrados em concentragdes elevadas principalmente nas amostras da regiao
sudeste 176pg.kg’; 222,78ug.kg’ e 59,37ug.kg’. Allisandrakis et al. (2007)
também encontraram aldeidos aromaticos, tais como o fenilacetaldeido (5,74%) e o
benzaldeido (1,62%), em grande concentracdo nos méis citricos. O composto
hexametilbenzeno foi encontrado em poucas amostras, mas em quantidades
elevadas nas amostras da regido sudoeste (167,06pg.kg™’), principalmente devido a
amostra M18. O acetato de etil-fenil foi encontrado em baixas concentracdes nas
amostras de todas as regides, com excecao da regidao ocidental que apresentou
resultados médios em torno de 124,82ug.kg™.

As figuras 18 e 19 representam os dois tipos de perfis cromatograficos
encontrados nas 20 amostras de méis.

A maioria dos compostos de aroma dos méis (Figura 18) foi identificada até
os vinte minutos da andlise cromatogréfica, ou seja, apresentaram temperaturas de

volatilizacao inferiores a 90°C.

22500000 -]
20000000
170000
15000000

12900000

R e T e e e oo o E e D Ca
a0 100 150 N

R e b i e P LR e e e e

anp [0 00 450 S0

7 L HM ‘u‘l Ijl‘l ‘ilh AL In.J_‘h i _Jux‘l.kTuI' .nrll I |

Figura 18 - Representagéao grafica do perfil volatil da amostra M1

Nas outras amostras, nas quais havia compostos como derivados de acidos
graxos, o comportamento foi como o observado na figura 19.
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Figura 19 - Representacao gréafica do perfil volatil da amostra M11.

Segundo diversos autores (ALISSANDRAKIS et al., 2003; ALISSANDRAKIS
et al., 2007; PONTES et al., 2007; SPANIK et al., 2014), compostos como linalol
(3,7-dimetil-octa-1,6-dien-3-ol), hotrienol (3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol),
benzenoacetaldeido, lilas aldeidos, furfural, acido nonandico e a-terpineol tém sido
reportados como o0s constituintes organicos majoritarios encontrados nos méis,
independentemente da origem botanica.

Os compostos volateis naturalmente presentes nos méis podem ser oriundos
da transferéncia de constituintes volateis da planta, da conversao dos constituintes
da planta pela abelha, dos compostos produzidos pela abelha, da producdo de
compostos durante o processamento pos-coleta e pela acdo de microrganismos
(SILVA et al., 2016; BARRA et al., 2010).

Apesar de em pequenas concentracdes, pode-se observar a presenca de
inUmeros ésteres metilicos de acidos graxos no perfil volatil determinado nos méis
de todas as regides estudadas. Kaskoniene et al. (2008) sugerem que varios
aldeidos e cetonas podem ser formados pela oxidacao de acidos graxos nos méis,
particularmente acidos linoléico e linolénico, os quais podem desenvolver sabor a
ranco. O &acido hexadecandico pode ser formado devido a oxidacdo do aldeido
durante o armazenamento de hexadecanal (MOREIRA et al., 2010).
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Alguns compostos estdo presentes em grandes quantidades em todas as
amostras, sdo eles: nonanal, furfural, benzaldeido, 1-nonanol, 4,5-octanodiona,
acido propionico, acido nonanoico, hotrienol e linalol. Diversas sdo as pesquisas
(ALIFERIS et al., 2010; ALISSANDRAKIS et al., 2007; CUVEVAS-GLORIA et al.,
2007) que abordam a caracterizagao volatil do mel com o objetivo de caracterizar a
sua origem botanica. Esses estudos focam na identificacdo de possiveis marcadores
da origem botanica. O Benzaldeido, lilds isémeros, hotrienol e o linalol tém sido
considerados como marcadores para mel citrico (ESCRICHE et al., 2011;
ALISSANDRAKIS et al., 2007; BERTELLI et al., 2008); e o nonanal, nonanol e acido
nonanoico foram propostos como marcadores de mel de eucalipto
(AILISSANDRAKIS et al., 2011).

As Unicas amostras que apresentaram resultados onde os perfis volateis e os
compostos majoritarios apresentavam semelhanca foram as de florada de eucalipto
(M16, M17, M18 e M19). Essas amostras continham oito compostos principais, que
juntos somavam aproximadamente 70% da concentragéo total (somatério de todos
0s compostos identificados). Em ordem crescente, os compostos identificados foram
0 2-hidroxi-4-metil pentanoato de butila (12,39%), 5-hidroxi-2,7-dimetil-4-octanona
(12,39%), nonanal (10,67%), 2,3-heptanodiona (8,17%), furfural (6,33%), nonanol
(5,94%), 4-metil-oxi pentanoato de metila (4,40%) e o butanoato de butila (4%).
Alguns desses compostos, como o nonanal e o nonanol ja foram exaustivamente

discutidos como marcadores de florada de eucalipto, porém outros néo.
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Figura 20 - — Andlise de componentes principais (PCA) em compostos volateis de méis provenientes
do estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
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Non-Metric Multidimensional Scaling
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Figura 21 - Escala multidimensional da andlise de componentes principais (PCA) em compostos
volateis de méis provenientes do estado do Rio Grande do Sul, Brasil

Com o objetivo de investigar as origens geografica e botanica foi empregada
a analise de componentes principais (Figuras 20 e 21) nas amostras de méis.
Através dessa ferramente estatistica foi possivel discriminar os perfis de aroma nas
regides estudadas. Os dois primeiros componentes principais juntos representam
31% da variabilidade total dos dados, com 12% do PC1 e 19% do PC2.

Por meio dessa analise exploratoria foi observado que a maioria das amostras
apresentou certa similaridade, as diferengas observadas sdao com relagdo as
amostras M18 e M19 (ambas da florada de eucalipto). O composto determinante
para separacao dessas duas amostras foi o hotrienol (contribuicdo de 8,5%), O
hotrienol (Figura 22) foi identificado com uma similaridade de 94% (Figura 23)
através do padrao de fragmentacao da biblioteca de dados do Instituto Nacional de
Padrées e Tecnolodia (NIST) 2011. Seus principais ions de referéncia foram:
43(59%); 67(38%); 71(100%); 82(84%); M*152.
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Figura 22 - Estrutura hotrienol
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Figura 23 - Dados do perfil de fragmentacdo do composto hotrienol na amostra M18. (a) similaridade
de 94% do composto. (b) perfil de fragmentacdo do composto na amostra M18. (c) perfil de

fragmentagao do composto na biblioteca NIST. (d) informagées sobre o composto.

Além do hotrienol, houve outros seis compostos que contribuiram para as
diferengas observadas nas amostras M18 e M19, os quais estdo listados na tabela

12.
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Tabela 12 - Dados dos compostos encontrados com maior relavancia na disciminagéo do perfil volatil
guando aplicada a andlise de componentes principais.

Compostos POC A CG:',/MS lon referéncia
(%) (%)
2-hidroxi-4-metil pentanoato ) i . A
de metila 75 90 43(100);45(49);69(70); 87(32);M"146
octanoato de metila 6,8 95 41(22);43(33)74(100);87(45);M"158(<1)
nonanal 6,6 43(88);57(68);71(100);82(96); M*142
fenilacetaldeido 3,2 97 65(17);91(100);92(26);120(22); M*120(21,7)
1-nonanol 1,6 43(70);56(86);71(100);89(83)
butanoato de butila 1,3 94 43(70);56(86);71(100);89(83); M*144(<1)

* PCA (%): percentual de contribuicio do composto para o PCA; CG-MS(%) similaridade do
fragmento do composto com a biblioteca NIST 2011.
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5.4 Conclusao

O perfil voltatil de méis oriundos de diversas regides do Rio Grande do Sul foi
investigado por meio de microextracao em fase sélida (DVB-PDMS-CAR) seguida de
cromatografia gasosa acoplada a espectro de massas (CG-MS), onde a presenca de
nonanal foi observada em todas as amostras, independente da regido, e em
concentragdes elevadas, o que ndao o torna caracteristico de alguma florada ou
regiao especifica, mas sim caracteristico do perfil volatil de méis.

Os compostos acetofenona, octanoato de metila, acetato de etil-fenil foram
caracteristicos nas amostras da regido ocidental. Os compostos 2-hidroxi-4-metil
pentanoato de metila, 5-hidroxi-2.7-dimetil-4-octanona, 4-metil-2-oxi pentanoato de
metila e 1-nonanol foram identificados em maior concentragdo nas amostras da
regido sudoeste. As amostras da regiao sudeste se diferenciaram pela presenca dos
compostos benzaldeido, 3,5-dimetoxibenzaldeido e fenilacetaldeido.

Foi possivel caracterizar a florada de eucalipto nas amostras M18 e M19,
devido a predominancia dos compostos hotrienol, 2-hidroxi-4-metil pentanoato de
metila, octanoato de metila e nonanal, observado pela analise de PCA.



6 Consideracoes finais

A determinacao de compostos bioativos por espectrofotometria nao foi capaz
de detectar variabilidade dos compostos nos méis de diferentes regides. Os
bioativos encontrados em maior concentracdo foram os compostos fenélicos. Ja os
carotenoides, apesar de presentes em baixas concentracdes foram suficientes para
contribuir para a sua atividade antioxidante (ABTS).

A atividade antimicrobiana demonstrou eficiéncia principalmente frente aos
micro-organismos Gram positivos, Staphylococcus aureus e Baccilus cereus.

Através da determinagcdo de compostos fendlicos individuais, por
cromatografia liquida, foi possivel identificar que os flavonoides estiveram presentes
em maior concentragdo do que os acidos fendlicos, sendo a catequina, epicatequina
e hesperitina, os compostos identificados em maior propor¢édo na maioria dos méis.

Como complemento para a discussao dos dados observados nos Capitulos 1
e 2 (os quais contém o mesmo grupo de amostras) foi realizada a analise de
correlacdo de Pearsnon’s. Nessa foi observado que: os flavonoides mirecetina e
hesperitina, e o acido fendlico cafeico podem ter contribuido para a coloragcdo dos
méis, pois apresentaram correlagdes fortemente positivas e significativas, com
valores de 0,85 (<0,0001), 0,55 (0,005) e 0,8897 (0,007), respectivamente. O
somatério dos compostos fendlicos individuais, determinado por cromatografia
liqguida apresentou correlacao positiva (0,54) e significativa (0,03) com os resultados
apresentados na andlise de condutividade (dados que se relacionam com o
conteudo de minerais). A galangina foi o composto que se correlacionou
positivamente (0,63) pela técnica de compostos fendlicos por espectrofotometria. E
ainda, que o acido cafeico apresentou correlacdo fortemente positiva (0,84) e
significativa (0,01) com o conteudo de acidez e de compostos fendlicos. O conteudo
de luteina e acido seringico foram os que se correlacionaram positivamente (0,62 e
0,47) e siginificativamente (0,02 e 0,03) com os resultados da andlise de atividade
antioxidante por ABTS.
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Por intermédio do perfil voltatii foi possivel detectar os compostos
acetofenona, octanoato de metila, acetato de etil-fenil como caracteristicos da regiao
ocidental; 2-hidroxi-4-metil pentanoato de metila, 5-hidroxi-2.7-dimetil-4-octanona, 4-
metil-2-oxi pentanoato de metila e 1-nonanol identificados em maior concentragéo na
regido sudoeste e presentes em maior proporcdo; e o0 benzaldeido, 3,5-
dimetoxibenzaldeido e fenilacetaldeido na regido sudeste do estado do Rio Grande
do Sul.

Foi presumivel a caracterizagdo da florada de eucalipto em duas amostras de
méis (M18 e M19), sendo possivel a sua identificacdo quanto a originalidade devido
a presenca de quatro compostos principais, hotrienol, 2-hidroxi-4-metil pentanoato

de metila, octanoato de metila e nonanal.
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Apéndice



Apéndice 1 - Relagao entre o indice de refracao e a
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porcentagem de agua dos meéis

Indicc de | Umidade | Indiccde | Umidade | Indicc de | Umidade | Indicede | Umidade

refracio a ] refracio a %% refracio a i refracio a Do
200C 200C 200C 200C
1,5044 13.0 1,4961 16,2 14880 19,4 1.4800 22,6
1,5038 13,2 1.4956 16,4 14875 19.6 1.4795 22,8
1,5033 13,4 1,4951 16,6 14870 19,8 1.4790 23.0
1,5028 13.6 1,4946 16,8 14865 20,0 1,4785 23,2
1,5023 15,8 1,4940 17.0 14860 20,2 1.4780 23,4
1,5018 14,0 1,4935 17,2 1,4855 20,4 1,4775 23,6
1,5012 14,2 1,4930 17,4 14850 20,6 14770 23,8
1,5007 14,4 1,4925 17.6 14845 20,8 1,4765 24,0
1,5002 14,6 1,4920 17.8 14840 21,0 1,4760 24,2
1,4997 14,8 1,4915 18,0 14835 21,2 1.4755 244
1,4992 15,0 1,4910 18,2 14830 214 1.4750 246
1,4987 15,2 1,4905 18,4 14825 21.6 1.4745 248
1,4982 15,4 1,4900 18,6 14820 21,8 1,4740 25,0
1,4976 15.6 1.4895 18,8 14815 22,0 - E
1,4971 15,8 1,4890 19,0 14810 222 - -
1,4966 16,0 14885 19,2 14805 224 . .

Nota: na correcao do indice de refracdo para temperatura diferente de 20°C.

e Adicione 0,00023 ao indice de refracao para cada grau acima de 20°C.

e Subtraia 0,00023 do indice de refracdo para cada grau abaixo de 20°C.



