


UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
DEPARTAMENTO DE CIENCIA DOS ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DOS
ALIMENTOS

Viviane Maria Rizelio

CARACTERIZAGAO QUIMICA DO MEL CATARINENSE:
COMPOSICAO, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E O USO DA
ELETROFORESE CAPILAR COMO ALTERNATIVA NA
AVALIACAO DA QUALIDADE

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pds-Graduagdo em Ciéncia dos
Alimentos, Centro de Ciéncias
Agrérias, Universidade Federal de
Santa Catarina, como requisito a
obtengdo do titulo de Mestre em
Ciéncia dos Alimentos.

Orientadora: Prof® Dr®. Roseane Fett

Floriandpolis
2011






Viviane Maria Rizelio

CARACTERIZAGAO QUIMICA DO MEL CATARINENSE:
COMPOSICAO, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E O USO DA
ELETROFORESE CAPILAR COMO ALTERNATIVA NA
AVALIACAO DA QUALIDADE

Esta Dissertacao foi julgada adequada para a obtengéo do Titulo
de “Mestre em Ciéncia dos Alimentos”, ¢ aprovada em sua forma final
pelo Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia dos Alimentos

Florianépolis, 19 de dezembro de 2011.

Profé. Dr® Roseane Fett
Coordenadora do Curso

Banca Examinadora:

Profé. Dr® Roseane Fett
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof2. Dr?. Ana Carolina de Oliveira Costa
Universidade Federal de Santa Catarina

Profé. Dr®. Maria Beatriz De Abreu Gléria
Universidade Federal de Minas Gerais

Profé, Dr®. Marilde Terezinha Bordignon Luiz
Universidade Federal de Santa Catarina






Quando o poder do amor superar o amor pelo
poder, 0 mundo conhecera a paz.
JIMI HENDRIX






RESUMO

RIZELIO, Viviane Maria. Caracterizacdo quimica do mel
catarinense: composicdo, atividade antioxidante e o uso da
eletroforese capilar como alternativa na avaliacdo da qualidade.
2011. 123 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos).
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, 2011.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar amostras de mel produzias no
Estado de Santa Catarina na safra 2010/2011, e desenvolver e validar
métodos para o controle de qualidade de mel empregando a eletroforese
capilar. Foram estudadas amostras provenientes de oito regifes do
Estado, que apresentaram adequados resultados quanto aos parametros
de condutividade elétrica, pH, minerais, hidroximetilfurfural, atividade
diastasica, frutose, glicose, sacarose e cor. Para apenas uma das regides
os resultados de umidade e acidez livre apresentaram-se fora dos limites
legais, provavelmente devido a retirada prematura do mel das colmeias
ou sob condicGes de alta umidade. Além disso, foi possivel realizar a
discriminacdo entre amostras de mel de diferentes origens geograficas
de acordo com o conteldo dos principais minerais presentes. As
amostras apresentaram apreciavel conteido de compostos fenolicos
totais e carotenoides totais e atividade antioxidante in vitro pelos
métodos DPPH e FRAP comprovando o potencial de consumo de mel
como alimento funcional. Foram propostos trés novos métodos para a
determinacdo de cations, de agUcares e de hidroximetilfural através de
eletroforese capilar. Os trés métodos apresentaram adequados resultados
guanto a validacdo analitica, além de serem extremamente rapidos,
econdmicos e confiaveis, demonstrando o potencial da eletroforese
capilar para andlises de rotina da determinacdo da qualidade do mel.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade antioxidante. Caracterizacdo fisico-
quimica. Eletroforese capilar. Mel. Validacdo analitica.






ABSTRACT

Characterization of honey from Santa Catarina: composition,
antioxidant activity and the use of capillary electrophoresis as an
alternative in the assessment of quality.

The objective of this study was to characterize honey samples produced
on State of Santa Catarina from the 2010/2011 harvest, and to develop
and validate methods for the assessment of honey quality, employing
capillary electrophoresis. Samples from eight regions of the State were
studied. They showed adequate results for electrical conductivity, pH,
minerals, hydroxymethylfurfural, diastase activity, fructose, glucose,
sucrose and color. Samples from one of the regions showed moisture
content and free acidity over the legal limits, probably due to premature
harvest of honey from hives or under conditions of high humidity.
Moreover, it was possible to discriminate honey samples from different
geographical origins according to the contents of the principal cations
present. The samples also showed appreciable contents of total phenolic
compounds and total carotenoids, and antioxidant activity by DPPH and
FRAP methods, demonstrating the potential of honey as a functional
food. Three new methods for the determination of cations, sugars and
hydroxymethylfurfural by capillary electrophoresis were developed. The
three methods presented appropriate results regarding analytical
validation. Furthermore, they were also fast, economical and reliable,
demonstrating the potential of capillary electrophoresis for the routine
analysis in the assessment of honey quality.

KEYWORDS: Analytical validation. Antioxidant activity. Capillary
electrophoresis. Honey. Physico-chemical characterization.
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INTRODUCAO

O mel é um ingrediente tradicional usado mundialmente desde os
tempos antigos devido as suas propriedades dietéticas, curativas e como
adocante natural. E uma alternativa ao uso de aglicar em muitos
produtos, substituindo as calorias vazias provenientes do agucar refinado
(GHELDOF; ENGESETH, 2002). Devido ao seu alto valor caldrico
(303 kcal/100 g), e a alta absorcdo de carboidratos, seu consumo €
adequado para pessoas de todas as idades, sendo particularmente
recomendado para criangas acima de um ano e atletas (BLASA et al.,
2006). A atual tendéncia de consumo de produtos naturais com
propriedades preventivas, além de seu papel como alimento funcional,
tem aumentado o interesse dos consumidores sobre 0 mel (IURLINA et
al., 2009).

Diversos usos terapéuticos do mel sdo reportados na literatura, e
cada vez mais surgem evidéncias da sua efetividade em condi¢bes
clinicas e experimentais. Estudos relatam seu uso como antibacteriano,
bacteriostatico, anti-inflamatorio, cicatrizante de feridas e queimaduras,
no tratamento de desordens intestinais, asma, diabetes, Glceras gastricas,
catarata e outras doencas oculares (AL-MAMARY; AL-MEERI; AL-
HABORI, 2002; CASTALDO; CAPASSO, 2002; ALJADI,
KAMARUDDIN, 2004; BERETTA et al., 2005). Alguns autores
também ja descreveram as propriedades antioxidantes do mel e a
efetividade do seu uso como preservativo natural dos alimentos em
diversas aplicagBes: contra a oxidacgdo lipidica de carnes (ANTONY;
RIECK; DAWSON, 2000; MCKIBBEN; ENGESETH, 2002; NAGAI et
al., 2006), na inibi¢do do escurecimento enzimatico de frutas, vegetais e
sucos (CHEN et al., 2000; ROSA et al., 2011), na protegdo contra
deterioragdo oxidativa de alimentos (MCKIBBEN; ENGESETH, 2002),
no aumento da capacidade antioxidante do soro humano (SCHRAMM et
al., 2003), na inibicdo da oxidagdo de lipoproteinas do soro
(GHELDOF; ENGESETH, 2002) e na protecdo de eritrécitos contra
hemodlise e lipoperoxidacdo induzida (BLASA et al., 2007).

A producéo de mel no Brasil conta com o apoio do Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), que em 2006 criou e
instituiu a Camara Setorial da Cadeia Produtiva de Mel e Produtos
Apicolas. Este 6rgdo é o principal férum de discussdo e defini¢do de
politicas, diretrizes e a¢des para o desenvolvimento do setor apicola
brasileiro. Estima-se que no pais existam cerca de 200 mil apicultores e
mais de 2,5 milhdes de colmeias (VIEIRA, 2011).
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O Estado de Santa Catarina foi responsavel por 11,6% do volume
total de mel produzido no ano de 2009, sendo atualmente o 4° maior
produtor nacional (IBGE, 2011). Por possuir uma vegetagdo natural
diversificada, de boa qualidade melifera, e clima favoravel, Santa
Catarina tem boas condicbes de produzir mel em todo seu territério. O
Estado Catarinense, juntamente com S&o Paulo, Ceara e Rio Grande do
Sul, somam mais de 75% do volume de mel exportado do Brasil, com
destino principalmente para os Estados Unidos, Alemanha e Reino
Unido (VIEIRA, 2011).

A qualidade do mel produzido em Santa Catarina é fundamental
para sua valorizagdo no mercado interno e como produto de exportacao.
Vérios fatores afetam a composicdo e a qualidade do mel, entre eles a
origem floral e geogréfica, condi¢cdes de manipulacdo, processamento e
estocagem (ANKLAM, 1998; GHELDOF; WANG; ENGESETH,
2002). Durante a produgdo e processamento, podem ocorrer préaticas
fraudulentas visando aumentar o rendimento, principalmente através da
alimentacdo artificial das abelhas com xaropes de aclicar, ou pela
diluigdo direta do mel com xaropes ou com agua (ANKLAM, 1998;
AJLOUNI; SUJIRAPINYOKUL, 2009). OQutras praticas, como 0
sobreaquecimento para reduzir a viscosidade, também afetam
diretamente a qualidade deste produto (TURHAN et al., 2008). Neste
sentido, a avaliagdo da composicao fisico-quimica do mel é importante
para determinar sua autenticidade e sua qualidade, protegendo o
consumidor de possiveis fraudes ou de produtos de qualidade inferior
(FEAS et al., 2010b).

No Brasil, 0 MAPA, através da Instrugdo Normativa n° 11, de 20
de outubro de 2000, preconiza os parametros fisico-quimicos a serem
avaliados no mel e estabelece seus limites de aceitacdo (BRASIL, 2000).
Os métodos recomendados sdo tradicionais e amplamente reconhecidos,
porém o desenvolvimento de novos métodos analiticos vem recebendo
muita atenc¢do da comunidade cientifica nos ultimos anos, com especial
destaque para metodologias rapidas e econémicas tanto financeiramente
guanto ambientalmente (CIULU et al., 2011). Desta forma, a técnica de
eletroforese capilar (EC) tem emergido como altamente promissora, por
apresentar baixissimo consumo de reagentes e de amostra, rapidez nas
andlises e alta resolucdo na separacéo, identificacdo e quantificacdo de
diversas substancias (CHENG et al., 2008). Poucos estudos ainda sdo
encontrados empregando a técnica de EC na determinacdo da qualidade
do mel de abelhas (SUAREZ-LUQUE et al., 2005; CHENG et al., 2008;
SILVA et al., 2008; TEIXIDO et al., 2011), desta forma percebe-se a
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necessidade de uma melhor exploracdo desta ferramenta tdo Util na
caracterizacdo deste alimento.

O objetivo geral deste trabalho foi realizar a caracterizacdo
guimica do mel catarinense, considerando as parametros fisico-
guimicos, compostos bioativos e atividade antioxidante e promover a
técnica de eletroforese capilar como alternativa no desenvolvimento de
método analiticos que auxiliem na avaliacdo da qualidade do mel. Este
trabalho foi divido em cinco capitulos, com a seguinte estruturacdo: o
Capitulo 1 apresenta uma revisao bibliogréafica contextualizada sobre o
alimento mel, sua producdo em nivel mundial, nacional e estadual, suas
caracteristicas fisico-quimicas e propriedades antioxidantes, bem como
uma breve revisdo sobre a técnica de eletroforese capilar e seus
principios e conceitos centrais. Os Capitulos 2, 3 e 4 tratam do
desenvolvimento e da validagdo de métodos analiticos para a
determinacdo de respectivamente hidroximetilfurfural, cétions e
aclcares e em amostras de mel, todos empregando a técnica de
eletroforese capilar. Finalmente, o Capitulo 5 trata da caracterizacdo de
amostras de mel produzidas no Estado de Santa Catarina na safra
2010/2011, quanto aos seus parametros fisico-quimicos, presenca de
compostos bioativos e atividade antioxidante.






CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1 A Producéo apicola

A atividade apicola, também chamada apicultura, é
caracterizada pela criacdo de abelhas controlada pelo ser humano, em
colmeias artificiais, utilizando métodos e equipamentos desenvolvidos
para melhor explorar a capacidade natural destes insetos (REIS; FILHO,
2003). Mundialmente, cerca de 140 paises exploram a atividade apicola,
sendo que alguns deles tém se destacado quanto ao volume produzido,
bem como na oferta de produtos e subprodutos oriundos desta atividade
(VIEIRA, 2011).

Conforme dados da Food and Agriculture Organization of the
United Nations — FAO, no ano de 2009 foram produzidas no mundo
mais de 1,5 milhdes de toneladas de mel, correspondentes a um
montante financeiro de cerca de 1,82 bilhdes de ddlares (FAO, 2011).
Esta cifra, no entanto, tende a aumentar consideravelmente se for
considerada a producdo de propolis, pélen, geleia real e cera, bem como
0s servicos de polinizacdo disponibilizados regularmente para as
atividades de agricultura e pastagens (VIEIRA; 2011).

Os paises que mais se destacaram na producdo apicola no ano
de 2009 estdo listados na Tabela 1.1. A China lidera a produ¢do mundial
com 26,5%, seguida pela Argentina (5,4%) e Turquia (5,4%). O Brasil
ocupa apenas a 10® posicdo no ranking, correspondendo a somente 2,5%
da produgdo mundial (FAO, 2011). Considerando a vasta extensdo
territorial de 8,513 milhdes de quildbmetros quadrados, a vegetagdo e o
clima diversificado que favorecem a produgdo apicola em todos os
estados e em todas as épocas do ano, percebe-se que a atividade apicola
brasileira ainda é pouco expressiva frente ao imenso potencial existente
(VIEIRA, 2011).
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Tabela 1.1 — Producéo de mel mundial e dos principais paises

no ano de 2009.
Ranking Pais Quantidade (t) %

Mundo 1.535.194 100
10 China 407.367 26,5
20 Argentina 83.121 54
3° Turquia 82.203 54
40 Ucrania 74.000 4.8
50 Estados Unidos 65.366 4,3
6° México 56.071 3,7
7° Russia 53.655 3,5
8° india 43.865 2,9
Q0 Etiopia 40.688 2,7
10° Brasil 38.765 2,5
11° Tanzania 33.420 2,2
120 Espanha 32.000 2,1
13° Ird 31.850 2,1
14° Canada 29.387 19
15° Coreia 26.009 1,7
16° Angola 25.556 1,7
17° Quénia 25.100 1,6
18° Hungria 22.000 14
19° Uruguai 21.068 1,4
20° Roménia 19.937 1,3

Subtotal 1.211.428 78,9

Fonte: FAO (2011).

Um dos fatores que pode explicar a baixa exploragdo da
atividade apicola nacional é o fato de o consumo de mel in natura ainda
ser bastante baixo e pouco difundido junto a populacdo brasileira
(VIEIRA, 2011). Enquanto a média mundial de consumo é de cerca de
300 g/hab/ano (Tabela 1.2), no Brasil esta média esta em torno de 100
g/hab/ano, quantidade pouco expressiva. Em paises da comunidade
europeia, entretanto, a média do consumo é de 700 g/hab/ano, podendo
superar o indice de 1000 g/hab/ano em alguns paises (FAO, 2011).
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Tabela 1.2 — Consumo médio anual de mel por habitante por pais.

Pais Consumo (g/hab/ano)
Austria 1.700
Grécia 1.600
Suica 1.300
Alemanha 1.200
Eslovénia 1.100
Ucrania 1.000
Turquia 800
Canada 700
Estados Unidos 600
Brasil 100

Fonte: FAO (2011).

No ano de 2008, segundo estimativas da FAO, foram
exportadas no mundo todo 451.246 toneladas de mel in natura, gerando
um movimento financeiro de mais de 1,2 bilhdes de dolares. Os
principais paises exportadores foram, em volume, China, Argentina,
México, Alemanha e Hungria (Tabela 1.3). Juntos, estes cinco paises
somaram participacao superior a 53% do total das exportacGes. O Brasil
aparece como 0 8° maior exportador, com cerca de 4% de participacao
no mercado. De acordo com a Associacao Brasileira dos Exportadores
de Mel, até novembro de 2010 a quantidade de mel exportado pelo
Brasil alcangou 17 mil toneladas, sendo que os trés principais mercados
compradores de mel brasileiro foram respectivamente os Estados
Unidos, Alemanha e 0 Reino Unido (ABEMEL, 2011).

Tabela 1.3 — Principais paises exportadores de mel: quantidade e
valores exportados no ano de 2008.

Pais Quantidade (tf) Valor acumulado (US$)
China 89.277 153.480.000
Argentina 69.228 181.311.000
México 29.646 83.789.000
Alemanha 27.598 121.409.000
Hungria 24.179 87.997.000
Canada 22.640 66.883.000
Vietnd 19.807 33.029.000
Brasil 18.271 43.571.000
Espanha 16.338 62.217.000

Fonte: FAO (2011).
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De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2011), a producdo nacional no ano de 2009 atingiu a
marca de 38.764 toneladas, registrando um acréscimo de 2,6% na
producdo em relagdo ao ano de 2008. Os estados que obtiveram as
maiores produgdes foram Rio Grande do Sul, Paran, Ceara Piaui e
Santa Catarina (Tabela 1.4), que juntos contabilizaram 65,8% do
volume total produzido. Dentre as regides, a Regido Sul se destaca no
volume de producdo (42,6%), seguida pela Nordeste (38,6%). O setor
apicola nacional é responsavel por grande contribuicdo na geracdo de
beneficios econdmicos e sociais, pois gera milhares de empregos diretos
e indiretos durante a cadeia produtiva, como na polinizacdo de pomares,
na manutencdo dos apiarios, produgdo de equipamentos e manejo de
produtos e servicos apicolas (VIEIRA, 2011).

Tabela 1.4 — Producdo nacional de mel no ano de 2009.

Ranking  Estado Quantidade (t) %

Brasil 38.764 100
1° Rio Grande do Sul 7.155 18,5
20 Parana 4.831 12,5
3° Ceara 4,735 12,2
40 Santa Catarina 4515 11,6
50 Piaui 4.278 11,0
6° Minas Gerais 2.606 6,7
7° Séo Paulo 2.103 5,4
8° Bahia 1.922 5,0
90 Pernambuco 1.595 4,1
10° Rio Grande do Norte 1.107 2,9

Demais estados 3.917 10,1

Fonte: IBGE (2011).

O Estado de Santa Catarina apresenta boas condicGes para o
desenvolvimento da atividade apicola em toda sua extensao territorial,
com vegetacdo natural diversificada e de boa qualidade melifera. Estas
qualidades fazem de Santa Catarina 0 4° maior produtor nacional,
responsavel por 11,6% do volume de mel produzido em 2009 (Tabela
1.4). Estima-se que existam cerca de 350 mil colmeias distribuidas em
praticamente todos os municipios do Estado, e aproximadamente 30 mil
apicultores, dentre os quais cerca de trés mil sdo considerados
apicultores profissionais e tém na atividade apicola sua principal fonte
de renda (VIEIRA, 2011).
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As mesorregides catarinenses de maior produtividade sdo Oeste
Catarinense (1.163 t produzidas em 2009), Serrana (1.080 t) e Sul
Catarinense (840 t), com rendimento médio oscilando entre 14 e 26
quilos por colmeia durante o ano (IBGE, 2011). A variagdo do
rendimento estd diretamente relacionada com as condicdes climaticas
(indice pluviométrico, indice de insolacdo, temperatura e umidade
relativa), com a localizacdo geografica da colmeia e com a
disponibilidade e condi¢des da florada. As floradas mais utilizadas para
extracdo de néctar ao longo do estado sdo flores silvestres, eucalipto,
vassouras, bracatinga, uva-do-japdo e laranjeira (VIEIRA, 2011).

2 Mel: defini¢do, composicdo e qualidade

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

Do ponto de vista quimico, mel é uma solucdo aquosa
supersaturada de agUcares invertidos, principalmente glicose e frutose
(BERTONCELJ et al, 2007, KUCUK et al., 2007; SAXENA;
GAUTAM; SHARMA, 2010). Além dos agucares, 0 mel é composto
minoritariamente por cerca de outras 200 substancias, como minerais,
outros sacarideos (sacarose, maltose), proteinas, enzimas (invertase,
glicose oxidase, catalase, fosfatase), aminoacidos, vitaminas (acido
ascdrbico, niacina, piridoxina), acidos organicos (glucbnico, acético),
acidos fendlicos, flavonoides, compostos volateis, carotenoides,
produtos da reacdo de Maillard, cera e grdos de pélen (WHITE, 1979a;
GHELDOF; WANG; ENGESETH, 2002; FALLICO et al., 2004;
BERETTA et al., 2005; BLASA et al., 2006).

O mel pode ser classificado de acordo com sua origem em mel
floral ou mel de melato. O mel floral é aquele derivado do néctar das
flores, enquanto o mel de melato é obtido principalmente a partir da
excrecao agucarada de alguns insetos hemipteros na planta hospedeira
ou do exsudato de plantas, como por exemplo, 0 melato de bracatinga
(SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010; VIEIRA, 2011). O mel floral
ainda pode ser classificado usualmente em monofloral quando mais de
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45% do pdlen presente é proveniente de plantas da mesma familia,
género ou espécie, e multifloral quando o pdélen presente ndo é
majoritariamente da mesma origem (ANKLAM, 1998; SILICI;
SAGDIC; EKICI, 2010; LEON-RUIZ et al., 2011). Porém, como as
abelhas visitam plantas em wuma é&rea relativamente grande
(aproximadamente 7 km?), os méis multiflorais, compostos de uma
mistura de diferentes tipos de néctares e/ou exsudatos, ocorrem mais
comumente que os méis monoflorais (KROPF et al., 2010; BILANDZIC
et al., 2011). Desta forma méis monoflorais sdo mais raros, mais dificeis
de produzir e apresentam aromas altamente caracteristicos, indicando a
origem do néctar (FALLICO et al., 2004; VANHANEN; EMMERTZ;
SAVAGE, 2011). Atualmente, percebe-se um crescente interesse
comercial na producdo de méis monoflorais, devido aos usos
terapéuticos e gastrondmicos de certas variedades de mel (LEON-RUIZ
etal., 2011).

A composicdo e a qualidade do mel sdo amplamente
relacionadas com sua origem floral e geografica, porém também séo
afetadas pelas condigdes climéticas, pelo processamento, manipulacéo,
embalagem e estocagem (ANKLAM, 1998; GHELDOF; WANG;
ENGESETH, 2002; BERETTA et al., 2005; TURHAN et al., 2008). A
elaboracdo de normas para padronizar o mel é importante para
estabelecer o nivel minimo de qualidade para a comercializagdo do
produto e para proteger os consumidores de eventuais fraudes (FEAS et
al., 2010b). No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) é o 6rgao responsavel pelo regulamento técnico
de identidade e qualidade do mel, através da Instrucdo Normativa n° 11,
de 20 de outubro de 2000, que tem como objetivo estabelecer a
identidade e os requisitos minimos de qualidade que deve cumprir o mel
destinado ao consumo humano direto. Esta regulamentacao, entre outros
fatores, leva em conta as caracteristicas fisico-quimicas do mel,
estabelecendo limites minimos ou maAximos para pardmetros
relacionados a maturidade, pureza e deterioracdo das amostras
(BRASIL, 2000). Para os consumidores, as caracteristicas determinantes
da qualidade séo o estado de cristalizacdo, o qual est& relacionado ao
contetido de glicose e frutose, e a cor (MOISE et al., 2007). A Tabela
1.5 apresenta os valores encontrados na literatura para os alguns dos
principais pardmetros fisico-quimicos de qualidade de amostras de mel
analisadas em diferentes paises.
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Tabela 1.5 — Caracteristicas fisico-quimicas de méis de abelhas.

Ref.* Paisde  Umidade Condutividade  Acidez livre pH
origem  (g/100g) elétrica (mS/cm) (mEq/kg)

1 Itdlia 152-185 0,13-1,13 9,7-230 34-59
2 Uruguai 16,6-18,6  0,41-0,99 i 3,0-43
3 Turquia 17,0-19,7 - 29,4 - 36,7 -

4 Algéria 146-190 0,21-161 - 35-44
5 Argentina 14,3 18,6 - 21,2-432 33-47
6 Iltalia 18,0-20,0 0,23-1,22 11,3-28,0 3,2-6,5
7 Argentina 19,3 -20,3 - 15,2 -29,8 -

8 Australia 10,6 -17,8 - 10,3-20,3 4,0-47
9 Argentina 15,8 20,2 - 10,1-52,2 3,1-58
10 Portugal 16,8-18,6 0,46-0,94 17,2-452 35-42
11 Portugal 159-17,2 0,19-0,53 16,0-32,0 3,7-43
12 Turquia 13,6-194 - 7,0-29,6 -

13 Malasia 9,3-22;3 - 23,3-818 34-40
14 india 17,2-216  0,33-0,94 - 37-44
15 Cuba 17,4-20,3 0,10-0,60 16,8-27,7 39-49
16 Argentina 14,1-188  0,12-0,68 99-36,8 32-41
17 Espanha 15,3-16,1 0,13-1,06 95-450 4,0-47
18 Espanha 155-189 0,20-2,09 89-488 35-69

*Referéncias: 1 - Fallico et al. (2004); 2 - Corbella e Cozzolino (2006); 3 -
Kiglk et al. (2007); 4 - Ouchemoukh, Louaileche e Schweitzer (2007); 5 -
Cantarelli et al. (2008); 6 - Fallico, Arena e Zappala (2008); 7 - Tosi et al.
(2008); 8 - Ajlouni e Sujirapinyokul (2009); 9 - Baroni et al. (2009); 10 - Féas
et al. (2010a); 11 - Gomes et al. (2010); 12 - Kahraman et al. (2010); 13 -
Khalil, Sulaiman e Gan (2010); 14 - Saxena, Gautam e Sharma (2010); 15 -
Alvarez-Suarez et al. (2011); 16 - Isla et al. (2011); 17 - Léon-Ruiz et al.
(2011); 18 - Manzanares et al. (2011).

** Pardmetro ndo avaliado.

O contetdo de umidade é considerado um parametro
relacionado a maturidade do produto, e ndo deve estar acima de 20
/100 g de mel (BRASIL, 2000). E uma caracteristica influenciada pela
origem botanica, geogréafica e condicfes climaticas da estacdo, sendo
que altos teores de &gua sdo indicativos de colheita prematura ou sob
condicbes de alta umidade (AJLOUNI; SUJIRAPINYOKUL, 2009;
KHALIL; SULAIMAN; GAN, 2010). Considerado um bom critério de
qualidade, altos teores de &gua podem resultar em fermentacdo
indesejavel dos agUlcares presentes no mel durante seu armazenamento,
causada por leveduras osmotolerantes, com consequente formacdo de
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alcool etilico e diéxido de carbono. O alcool formado pode entdo ser
oxidado a é&cido acético, que confere um gosto amargo no mel
(CORBELLA; COZZOLINO, 2006; AL et al, 2009; SAXENA,
GAUTAM; SHARMA, 2010). Além disso, um baixo teor de umidade
contribui para a estabilidade contra a granulacdo durante a estocagem,
enquanto altos teores podem indicar adulteragdo por adicdo de agua
(ANKLAM, 1998; KUCUK et al., 2007).

A medida da condutividade elétrica ndo € uma exigéncia da
legislacdo brasileira, porém o Codex Alimentarius preconiza (com
algumas excecBes) que mel floral apresente condutividade elétrica
menor do que 0,8 mS/cm e mel de melato apresente valores maiores do
gue 0,8 mS/cm (CODEX STAN 12, 2001). A anélise é considerada
facil, rapida e barata, usada para a diferenciacdo entre mel floral e mel
de melato, entretanto ainda € pouco utilizada nas analises de rotina
(OUCHEMOUKH,; LOUAILECHE; SCHWEITZER, 2007,
KASKONIENE; VENSKUTONIS; CEKSTERYTE, 2010). A
condutividade elétrica do mel pode ser explicada levando em conta o
contetdo de minerais e a acidez livre, as quais refletem a presenca de
fons e acidos organicos: quanto maiores 0s seus conteldos, maior a
condutividade (TERRAB et al., 2003; GOMES et al, 2010;
VANHANEN; EMMERTZ; SAVAGE, 2011).

Em geral, o mel é naturalmente acido, independente da origem
botanica (SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010). A acidez livre é
considerada um indicativo de deterioragdo do mel, e seu conteldo
méaximo é de 50 mEq/kg de mel (BRASIL, 2000). Altos valores de
acidez livre sdo indicadores da ocorréncia de fermentacdo dos agucares
pela acdo de leveduras. A acidez do mel parece ser influenciada pela
origem floral, e é proveniente da presenca de 4&cidos organicos,
particularmente acido glucdnico, piravico, malico e citrico, todos em
equilibrio com suas lactonas ou ésteres, além de ions organicos, como
fosfatos e cloretos (ANKLAM, 1998; AJLOUNI; SUJIRAPINYOKUL,
2009). Observa-se uma relacdo negativa entre o teor de acidez e o
contetido de cinzas, que pode ser explicada considerando que um alto
conteido de minerais corresponde a uma maior fracdo salinizada dos
acidos presentes (FINOLA; LASAGNO; MARIOLI, 2007). O pH do
mel geralmente apresenta valores em torno de 4,0, o que inibe a
presenca e o crescimento de micro-organismos, além de ser importante
durante a extracdo e estocagem, por influenciar na textura, estabilidade e
vida de prateleira do produto (TERRAB et al., 2004; CORBELLA;
COZZOLINO, 2006; OUCHEMOUKH,; LOUAILECHE;
SCHWEITZER, 2007; BERTONCELJ et al., 2011a).
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O conteldo de hidroximetilfurfural (HMF) é considerado um
parametro de deterioracdo do mel, e ndo deve ultrapassar o valor de 60
mg/kg (BRASIL, 2000). Recentemente surgiu na Europa uma
classificacdo de mel “fresco, cru ou virgem” para méis com umidade
ndo superior a 18 g/100 g e contedo de HMF menor que 25 mg/kg
(FEAS et al., 2010a). O aquecimento do mel durante o processamento e
0 armazenamento durante longos periodos podem levar a conversdo de
acucares em HMF, através da desidratacdo de hexoses em meio acido,
ou via reacdo de Maillard (KUCUK et al., 2007; SAXENA; GAUTAM,;
SHARMA, 2010). Outros fatores tambhém afetam a formagéo de HMF,
como a origem floral do mel, algumas de suas propriedades fisico-
guimicas (umidade, pH, acidez, contetdo de minerais) e outros fatores
relacionados ao processamento, como o0 uso de recipientes metalicos
(FALLICO etal., 2004; KHALIL; SULAIMAN; GAN, 2010). A pratica
de adulteragdo pela adicdo de xaropes de agucares invertidos também
pode incrementar o valor do HMF. Uma condicdo importante que deve
ser levada em consideracdo em paises como o Brasil € o clima tropical,
gue pode aumentar o nivel de HMF formado ainda na colmeia
(AJLOUNI; SUJIRAPINYOKUL, 2009).

A atividade diastasica esta relacionada com a atividade da
enzima amilase que é adicionada no mel pelas das abelhas (ANKLAM,
1998). Também € considerado um pardmetro relacionado com a
deterioragdo do mel, e deve estar acima de 8 unidades na escala Géthe.
Porém, em méis com baixo conteldo enzimatico natural podem
apresentar como minimo 3 unidades Goethe, desde que o contetdo de
HMF ndo exceda 15 mg/kg (BRASIL, 2000). Uma unidade Gothe, ou
numero de diastase, correspondente também a escala Schade, equivale
ao numero de mL de uma solugdo de amido 1% (m/v) hidrolisada em
uma hora, a 40 °C, pela enzima presente em 1 g de mel (KUCUK et al.,
2005). Este parametro pode indicar a exposicdo do mel a aquecimento
excessivo e longo tempo de armazenagem, pois estes dois fatores
contribuem para a diminuicdo da atividade diastasica (ANKLAM,
1998). Desta forma, a atividade diastasica e o conteddo de HMF séo
reconhecidos mundialmente como indicadores de frescor e
sobreaquecimento do mel, sendo que uma amostra de qualidade
apresenta alta atividade diastasica e baixo conteudo de HMF
(CORBELLA; COZZOLINO, 2006; KUCUK et al., 2007; BARONI et
al., 2009). A Tabela 1.6 mostra os valores encontrados paro o contetido
de HMF e atividade diastasica em amostras de mel de diferentes paises.
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Tabela 1.6 — Contetdo de HMF e atividade diastasica determinados em
amostras de mel.

Ref*  Pais de origem HMF (mg/kg) Atividade diastasica

1 Italia 1,2-59 7,6 -33,9
2 Turquia 19,2 -28,6 17,7 -23,0
3 Argentina 15-341 10,1 -41,0
4 Argetina 5,8-20,6 11,2 -25,8
5 Australia 0,4-749 94-254
6 Argentina 0,1-9,2 8,9-38/4
7 Portugal 02-228 10,0 -30,0
8 Portugal 18,0 - 94,0 8,7-16,1
9 Turquia 7,7-52,6 50-17,9
10 Cuba 3,3-159 13,4 -33,4
11 Espanha ND - 10,8 4,7-35,9

*Referéncias: 1 - Fallico et al. (2004); 2 - Kiiglk et al. (2007); 3 - Cantarelli et
al. (2008); 4 - Tosi et al. (2008); 5 - Ajlouni e Sujirapinyokul (2009); 6 - Baroni
et al. (2009); 7 - Féas et al. (2010a); 8 - Gomes et al. (2010); 9 - Kahraman et al.
(2010); 10 - Alvarez-Suarez et al. (2011); 11 - Manzanares et al. (2011).

ND — n&o detectado

AcUcares representam 0s principais componentes do mel,
correspondendo a cerca de 95 g/100 g em matéria seca (KUCUK et al.,
2007; AL et al., 2009; KASKONIENE; VENSKUTONIS;
CEKSTERYTE, 2010). Eles sdo produzidos pelas abelhas a partir da
sacarose presente no néctar, que é transformada pela acdo de diversas
enzimas, como a a e PB-glucosidase, a e PB-amilase e B-frutosidase
(FUENTE et al.,, 2011). Os aclcares sdo 0s responsaveis pelas
propriedades de viscosidade, higroscopicidade, granulacdo e pelo alto
valor energético do mel (OUCHEMOUKH et al., 2010). Entre os dois
acUcares principais, a concentracdo de frutose geralmente ¢é
predominante sobre a de glicose, e, além destes, estdo presentes cerca de
outros 25 diferentes di, tri e oligossacarideos minoritarios, compostos de
diferentes combinacfes entre as moléculas de glicose e frutose
(ANKLAM, 1998; FINOLA; LASAGNO; MARIOLI, 2007;
KASKONIENE; VENSKUTONIS; CEKSTERYTE, 2010). O contetido
de acUcares redutores calculados como aglcares invertidos € um
indicativo de maturidade, e deve ser maior que 65 g/100 g em mel floral
ou 60 g/100 g em mel de melato (BRASIL, 2000). Considerando que a
glicose é menos soluvel que a frutose, a razdo entre o conteldo destes
acucares é determinante na fluidez do mel: se a taxa frutose/glicose for
maior que 1 o mel estara fluido, de modo inverso, se esta taxa for menor



35

que 1 o mel estara cristalizado (AL et al., 2009). Além disso, a taxa
frutose/glicose pode afetar o sabor do mel, tendo em vista que a frutose
é mais doce que a glicose (AJLOUNI; SUJIRAPINYOKUL, 2009).

O teor de sacarose aparente também é considerado uma
caracteristica de maturidade, e ndo deve ser superior a 6 g/100 g de mel
floral ou 15 g/100 g de mel de melato (BRASIL, 2000). Teores altos de
sacarose aparente, na maioria das vezes indicam uma colheita precoce
do mel, visto que o periodo de maturacdo é necessario para que, entre
outros fatores, a sacarose presente no néctar seja transformada em
glicose e frutose pela acdo da invertase das abelhas (KUCUK et al.,
2007). Paralelamente, altos contetdos de sacarose sugerem adulteracdo
do mel através da alimentacdo artificial das abelhas com xarope de
sacarose ou adicdo de xaropes diretamente no mel (ANKLAM, 1998). A
Tabela 1.7 apresenta os valores encontrados na literatura para o
conteudo de frutose, glicose e sacarose presentes no mel de abelhas.

Tabela 1.7 — Contetdo de frutose, glicose e sacarose encontrados em mel de

abelhas.
Ref.* Pais de Frutose Glicose Sacarose
origem (9/100 @) (g9/ 100 g) (9/100 @)
1 Italia 32,2-38,8 25,1-32,2 Sl
2 Argentina 33,0-48,4 24,0-31,7 -
3 China 33,5-41,2 28,0 -38,5 24-74
4 Argentina 32,5-41,6 25,2-33,5 -
5 Australia 30,8 -40,0 26,5-34,5 -
6 Roménia 20,8 - 45,8 21,6 -45,6 ND -0,8
7 Argentina 26,1 48,3 19,4-38,0 -
8 Lituénia 32,9-40,0 34,6 -42,6 0,7-25
9 Algéria 36,0-42,6 24,6 — 35,1 ND -5,3
10 México 375-44,0 35,0 -40,2 28-31
11 Espanha 30,1 -45,3 23,6 -37,5 ND —-2,2
12 Espanha 30,4 —40,7 20,2 -37,8 -
13 Espanha 35,9-429 26,6 — 38,7 0,06-3,3

* Referéncias: 1 - Fallico et al. (2004); 2 - Finola, Lasagno e Marioli (2007); 3 -
Cheng et al. (2008); 4 - Tosi et al. (2008); 5 - Ajlouni e Sujirapinyokul (2009);
6 - Al et al. (2009); 7 - Baroni et al. (2009); 8 - Kaskoniené, Venskutonis e
Ceksteryte (2010); 9 - Ouchemoukh et al. (2010); 10 - Viuda-Martos et al.
(2010); 11 - Fuente et al. (2011); 12 - Léon-Ruiz et al. (2011); 13 - Manzanares
etal. (2011).

** Pardmetro ndo avaliado.

ND — ndo detectado.
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A quantidade e o perfil de minerais presentes no mel sdo
dependentes principalmente dos nutrientes que foram absorvidos pela
planta de origem, que por sua vez sdo determinados pelas caracteristicas
do solo e do clima, desta forma este parametro é um potencial indicador
da origem geografica do mel (GONZALEZ-MIRET et al., 2005;
BARONI et al., 2009; SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010). O
conteudo de minerais no mel geralmente é baixo, variando entre 0,05 a
0,2% em mel floral, podendo ultrapassar 1% em mel de melato
(HERNANDEZ et al., 2005; VANHANEN; EMMERTZ; SAVAGE,
2011). O principal mineral presente é o potassio, que contabiliza cerca
de 50% do total (TERRAB et al., 2004). Outros minerais presentes sao
sodio, caélcio, magnésio, manganés, cobre, ferro, silicio, fosforo
(fosfato), cloro (cloreto) e enxofre (sulfato) (ANKLAM, 1998;
TERRAB et al., 2003; GONZALEZ-MIRET et al., 2005; SUAREZ-
LUQUE et al., 2005). A Tabela 1.8 apresenta os teores dos principais
minerais presentes no mel. A ocorréncia de alguns ions metalicos como
0 cobre, niquel e cobalto sugerem contaminacdo durante a producdo,
processamento, transporte e armazenamento devido ao uso de materiais
inapropriados de aco ou galvanizados, enquanto é recomendado o uso de
materiais inoxidaveis (ANKLAM, 1998; CORBELLA; COZZOLINO,
2006). Além disso, o mel pode ser considerado um biomarcador de
poluicdo ambiental, pois a presenca de certos elementos pode indicar a
contaminagdo cumulativa no ar, na agua, nas plantas e no solo da regido
visitada pelas abelhas (PYRZYNSKA; BIESAGA, 2009; ALMEIDA-
SILVA et al., 2011). Normalmente, o teor de cinzas estd relacionado
positivamente com a condutividade elétrica e com a intensidade da cor e
do sabor do mel (TERRAB et al., 2003; GONZALEZ-MIRET et al.,
2005; AL et al., 2009).
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Tabela 1.8 — Contetdo dos principais minerais (mg/kg) encontrados em

mel.

Ref.* K Ca Na Mg Mn
1 261-1380 110-248 256 —501 37-139 il
2  639-1845 456-341,0 11,7-218,5 13,3-73,2 0,13-947
3 151,8-1718,0 19,1-138,8 475-319,7 4,7-176,1 0,63 — 26,96
4  214-3166 20,7 - 193 9,4 - 258 7,2 - 165 -
5  500-4380 50 - 179 26 —221 17-209 2,3-51
6  500-3818 160 — 900 73-115 - 0,59 -9,69
7 90,9-19558 18,6-136,1 6,1-90,0 6,0-46,6 0,07-0,68
8 147 - 4136 137-409 56,6-232 22,2-159 0,13-16,9
9 300-1999,6 109,8-183,3 27,4-39,2 342-67,1 -
10 13-743,7 9-80 6194 1-118 ND-1,76
11 7,8-42216 ND-159,2 04-896 01-648 0,12-13.2
12 261-3940 15,4 - 164 - - 1,65-254

13 406 —-425 376-335 123-183 164-21,7 0,64-0,83
14  34,8-3640 7,2—-943 1,1-110 75-86,3 0,18-4,75

* Referéncias: 1 - Terrab et al. (Espanha, 2004); 2 - Ferndndez-Torres et al.
(Espanha, 2005); 3 - Gonzalez-Miret et al. (Espanha, 2005); 4 - Hernandez et al.
(llhas Canarias, 2005); 5 - Suarez-Luque et al. (Espanha, 2005); 6 - Kliglk et al.
(Turquia, 2007); 7 - Cantarelli et al. (Argentina, 2008); 8 - Pisani, Protano e
Riccobono (lItalia, 2008); 9 - Turhan et al. (Turquia, 2008); 10 - Baroni et al.
(Argentina, 2009); 11 - Chudzinska e Baralkiewicz (Pol6nia, 2010); 12 - Kropf
et al. (Eslovénia, 2010); 13 - Almeida-Silva et al. (Portugal, 2011); 14 -
Vanhanen, Emmertz e Savage (Nova Zelandia, 2011).

** Pardmetro ndo avaliado.

ND — N&o detectado.

A cor do mel é resultante de uma combinacdo de diversos
fatores, como o conteido de carotenoides e flavonoides, potencial
alcalino, contelido de minerais, presenga de contaminantes especificos
decorrentes da manipulagdo, processamento e estocagem e ocorréncia de
reacdes quimicas durante a maturacdo e armazenamento, como reagdes
de Maillard (FRANKEL; ROBINSON; BERENBAUM, 1998;
BERETTA et al., 2005; ALVAREZ-SUAREZ et al., 2011). Assim,
podem ser observadas cores muito variadas, desde branco palido até
marrom escuro ou até mesmo preto (GONZALEZ-MIRET et al., 2005;
ALMEIDA-SILVA et al., 2011). Juntamente com outras caracteristicas
sensoriais como sabor e aroma, a cor é um atributo que pode indicar a
origem boténica da amostra. Diferentes autores utilizam diferentes
métodos de avaliagdo da cor do mel, que podem ser subjetivos
(sensoriais) ou objetivos (instrumentais). Dentre o0s métodos
instrumentais, um dos mais usados é o método de refletancia do sistema
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CIE L*a*b* (BERTONCELJ et al., 2007). O parametro L* indica o grau
de luminosidade, que varia de 0 (preto) a 100 (branco). Alguns autores
classificam o mel como claro quando L* é maior do que 50 e como
escuro quando L* é menor do que 50. O valor de a* positivo indica
componentes vermelhos e negativo indica componentes verdes,
enquanto o valor de b* positivo indica componentes amarelos e
negativos indica componentes azuis (GONZALEZ-MIRET et al., 2005;
AJLOUNI; SUJIRAPINYOKUL, 2009; SAXENA; GAUTAM,;
SHARMA, 2010). Os valores encontrados por outros autores para 0s
parametros L*, a* e b* em amostras de mel podem ser observados na
Tabela 1.9.

Tabela 1.9 — Valores dos parametros de cor L*, a* e b* em méis.
Ref*  Pais de L* a* b*
origem

1 Espanha 28,68 — 87,42 0,66 —31,14 1,59 -66,12

2 Eslovénia 37,97 -65,67 -3,79-12,31 13,49-49,36

3 Australia 80,8-101,0 -0,20-5,13 -9,79-9,11
4 Eslovénia 46,26 -65,95 -2,86 —9,56 15,82 - 42,79
5
6
7

india 26,3 36,8 0,12-4,90 0,70 - 14,40

México 23,87 - 37,38 0,45-3,32 2,21-11,09
Eslovénia 32,75-66,27 -4,43-15,62 6,20-51,62

8 Espanha 38,46 -88,23 -0,10-21,05 17,37-78,02

* Referéncias: 1 - Gonzélez-Miret et al. (2005); 2 - Bertoncelj et al. (2007);
3 - Ajlouni e Sujirapinyokul (2009); 4 - Kropf et al. (2010); 5 - Saxena,
Gautam e Sharma (2010); 6 - Viuda-Martos et al. (2010); 7 - Bertoncelj et

al. (2011); 8 - Léon-Ruiz et al. (2011).

3 Compostos bioativos do mel e atividade antioxidante

Diversos estudos mostram que folhas, flores e frutos de
diferentes plantas sintetizam substancias através de seu metabolismo
secundario, os quais apresentam atividade antioxidante, agindo como
defensores contra radicais livres. O nimero de compostos com atividade
antioxidante sintetizados pelas plantas é estimado atualmente entre 4000
e 6000, sendo que grande parte destes sdo compostos fendlicos. A
maioria destas plantas é utilizada pelas abelhas para colher néctar e
produzir mel, consequentemente, estes componentes bioativos das
plantas podem ser transferidos para o mel (BALTRUSAITYTE;
VENSKUTONIS; CEKSTERYTE, 2007; KUCUK et al., 2007;
BERTONCELJ et al., 2011b). O perfil e a quantidade dos componentes
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bioativos presentes no néctar sdo dependentes de fatores como espécie
da planta e condigdes climaticas e geogréaficas, por isso é sensato esperar
gue méis provindos de diferentes locais apresentem propriedades
antioxidantes diferentes (AL-MAMARY; AL-MEERI; AL-HABORI,
2002; SILICI; SAGDIC, EKICI, 2010).

Numerosos estudos podem ser encontrados na literatura
descrevendo as propriedades antioxidantes do mel, através de distintos
métodos in vitro ou in vivo (AL-MAMARY; AL-MEERI; AL-
HABORI, 2002; GHEDOLF; WANG; ENGESETH, 2002; ALJADI;
KAMARUDDIN, 2004; BERETTA et al., 2005; BLASA et al., 2006;
NAGAI et al., 2006; BERTONCELJ et al., 2007; KUCUK et al., 2007;
AL et al., 2009; FERREIRA et al., 2009; ALVAREZ-SUAREZ et al.,
2011; LACHMAN et al., 2010; SAXENA; GAUTAM; SHARMA,
2010; SILICI; SAGDIC; EKICI, 2010; BERTONCELJ et al., 2011a;
ISLA et al., 2011; KHALIL et al., 2011). Os métodos para a
determinacdo da atividade antioxidante geralmente envolvem a geracao
de espécies oxidativas, comumente radicais, cuja concentragdo €
monitorada na presenca de compostos antioxidantes que atuam sobre
eles (KUCUK et al., 2007).

Né&o existe um método oficial para a determinacdo da atividade
antioxidante em amostras de mel, porém observa-se na literatura uma
grande utilizacdo dos métodos DPPH e FRAP. O método do radical
DPPH é um dos mais rapidos para avaliar a habilidade da transferéncia
de elétrons/hidrogénio em diversas matrizes com potencial antioxidante
(BERETTA et al., 2005). O DPPH é um radical orgénico estavel de
nitrogénio amplamente utilizado para testar a capacidade de inibicéo de
radicais livres de diversas matrizes. A presenca de elétrons
desemparelhados no DPPH ¢é responsavel pela forte absor¢do méxima
no comprimento de onda de 515 nm, resultando na cor plrpura. A
alteracdo da cor purpura para amarelo ocorre quando o elétron
desemparelhado forma um par com o hidrogénio doado pelo composto
antioxidante, convertendo o DPPH para sua forma reduzida
(BERTONCELJ et al., 2007; SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010).
O método do poder redutor FRAP é vantajoso na estimativa direta dos
antioxidantes e redutores presentes em uma amostra, baseado na
habilidade da amostra em reduzir o Fe** (oxidado) em Fe*? (reduzido)
(BERETTA et al., 2005).

Os compostos bioativos encontrados no mel com fungéo
antioxidante podem ser enzimaticos, como catalase, glicose oxidase e
peroxidase, e ndo-enzimaticos, como flavonoides, &cidos fendlicos,
acido ascorbico, tocoferol, acidos organicos, aminoécidos, carotenoides



40

e produtos de Maillard (AL-MAMARY; AL-MEERI; AL-HABORI,
2002; GHELDOF; WANG; ENGESETH, 2002; TURKMEN et al.,
2005). Considerando que o mel possui compostos antioxidantes tanto
lipofilicos quanto hidrofilicos, pode-se afirmar que a interagdo sinérgica
entre estes compostos faz do mel um antioxidante natural ideal que pode
agir em diferentes sitios celulares (ALJADI; KAMARUDDIN, 2004).

Os principais fitoquimicos reportados no mel com atividade
antioxidante sdo os compostos fendlicos, cuja presenca no mel e sua
forte relacdo com a atividade antioxidante ja é amplamente reportada na
literatura (Tabela 1.10). A estrutura quimica dos compostos fenélicos é
caracterizada pela presenca de ao menos um anel aromatico com no
minimo um hidrogénio substituido por um grupamento hidroxila, o que
confere atividade antioxidante relacionada a diferentes mecanismos,
como sequestro de radicais livres, doagdo de hidrogénio, extin¢do do
oxigénio singlete, quelacdo de ions metalicos e acdo como substrato
para radicais como superéxido e hidroxila (SIMOES et al., 2004). Os
principais compostos fendlicos do mel sdo da classe dos flavonoides,
gue ocorrem no néctar e no pélen na forma de glicosideos, e sao
hidrolisados a agliconas no estdmago das abelhas, e posteriormente,
transferidos ao mel (IURLINA et al., 2009; SILICI; SAGDIC: EKICI,
2010). Os flavonoides majoritarios sdo as flavanonas pinocembrina e
pinobanksina, e as flavonas crisina e galangina, todos derivados do
prépolis. Outros flavonoides ja identificados sdo quercetina, kaempferol,
miricetina, catequina, naringenina, apigenina, hesperidina e luteolina
(ANKLAM, 1998; GHELDOF;, WANG,; ENGESETH, 2002;
BERTONCELJ et al., 2011b; ISLA et al., 2011). Os é&cidos fendlicos
sdo outra classe de compostos fendlicos presentes no mel, sendo que
alguns autores ja identificaram &cido gélico, fenilacético, benzoico,
hidroxibenzoico, cinamico, vanilico, abscisico, p-cumarico, elagico,
clorogénico, cafeico, fertlico e siringico (ANKLAM, 1998; GHELDOF;
WANG; ENGESETH, 2002; STEPHENS et al., 2010; KHALIL et al.,
2011). A composicdo e o perfil de compostos fendlicos presentes sdo
variaveis e dependem principalmente da origem floral do mel
(ANKLAM, 1998; ALJADI; KAMARUDDIN, 2004; KUCUK et al.,
2007). Desta forma, a presenga de alguns compostos individuais ou
grupo de compostos pode servir como uma importante ferramenta na
determinacdo da origem floral do mel (ANDRADE et al., 1997;
BALTRUSAITYTE; VENSKUTONIS; CEKSTERYTE, 2007;
IURLINA et al., 2007; BERTONCELJ et al., 2011b).
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Tabela 1.10 — Compostos fendlicos totais em méis e sua correlagcdo com a
atividade antioxidante.

Ref.* Pais de Fendlicos totais  Coeficiente de correlacdo (r)
origem (mg EAG/100 g) DPPH FRAP**

1 Malasia 16-21 i 0,869
2 Italia 52-79,0 0,918 0,885
3 Italia 3,0-18,0 - 0,938
4 Eslovénia 2,6 -28,6 0,932 0,966
5 Roménia 2,0-125,0 0,940 -

6  Rep. Tcheca 8,2-242 - 0,852
7 india 47,0-98,0 0,800 0,900
8 Cuba 21,4-234 - 0,890
9 Eslovénia 2,6-31,6 0,827 0,960
10 Malasia 15,2 -52,6 0,965 0,976

EAG - equivalentes a acido galico.

* Referéncia: 1 - Aljadi e Kamaruddin (2004); 2 - Beretta et al. (2005); 3 -
Blasa et al. (2006); 4 - Bertoncelj et al. (2007); 5 - Al et al. (2009); 6 -
Lachman et al. (2010); 7 - Saxena, Gautam e Sharma (2010); 8 - Alvarez-
Suarez et al. (2011); 9 - Bertoncelj et al. (2011a); 10 - Khalil et al. (2011).

** Parametro nao avaliado pelo autor.

A concentracdo de carotenoides no mel também é um fator de
impacto na atividade antioxidante. Estudos de Alvarez-Suarez et al.
(2011) demonstraram a associacdo existente entre a atividade
antioxidante (método FRAP) com o conteldo de carotenoides totais,
com valor do coeficiente de correlagdo na ordem de 0,665. Resultados
semelhantes foram descritos por Ferreira et al. (2009).

4 A técnica de eletroforese capilar

A técnica de eletroforese foi desenvolvida pelo quimico sueco
Arne Tiselius no inicio dos anos 30 para o estudo de proteinas do soro
sanguineo e Ihe rendeu o prémio Nobel em 1948 (JIMIDAR, 2006). E
uma técnica instrumental de separagdo, baseada na velocidade de
migracdo de espécies com diferentes cargas através da aplicagdo de um
campo elétrico. As moléculas migram para o anodo (polo positivo) ou
para o catodo (polo negativo) em fungdo de sua carga especifica, e a
separacdao acontece pela diferenca entre as mobilidades das espécies
carregadas, resultante da razdo massa/carga e da estrutura de cada
molécula (SKOOG, 2006; SILVA et al., 2007).
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A eletroforese em formato capilar foi desenvolvida na década de
1970, despertando interesse na industria da biotecnologia, no que diz
respeito ao sequenciamento do DNA para 0 Projeto Genoma Humano,
além de ser uma técnica aplicavel na separacdo de cations e anions
inorganicos, aminoacidos, farmacos, vitaminas, carboidratos, peptideos,
acidos nucleicos, entre outros (LEWIS; ANASTOS; BARNETT, 2005).

A eletroforese capilar (EC) é mais vantajosa que 0S outros
métodos de eletroforese, pois o formato geométrico do capilar (grande
area superficial interna comparada ao volume total) controla de forma
eficiente o efeito Joule, promovendo a dissipacdo do calor gerado pela
passagem da corrente elétrica. Deste modo, € possivel aplicar elevados
valores de campo elétrico, obtendo separacBes de alta eficiéncia
(ROUESSAC; ROUESSAC, 2007). Além disso, a técnica de EC ainda
apresenta atributos vantajosos sobre outras técnicas de separa¢do, como
rapidez, baixo custo econémico e ambiental, consumo minimo de
solventes, reagentes, e de amostra (na ordem de nanolitros), e
compatibilidade com diversos detectores, o que faz da EC uma técnica
extremamente versatil e promissora (TAVARES, 1996; CHENG et al.,
2008; SILVA et al., 2008).

Os diferentes modos de separacdo utilizando eletroforese capilar
permitem uma grande variedade de aplicagdes desta técnica (SUAREZ-
LUQUE, 2006). No presente trabalho foram utilizados os modos de
eletroforese capilar de zona (CZE) e de cromatografia eletrocinética
micelar capilar (MECC).

O modo CZE ¢ um dos mais utilizados para separagdes, devido
principalmente a facilidade de implementacdo e otimizacdo das
condigcdes experimentais (TAVARES, 1997). A separacdo por CZE
consiste em introduzir a amostra num tubo capilar na presenca de uma
solucdo tampdo, onde é aplicada uma diferenca de potencial. Deste
modo, é gerado um campo elétrico ao longo do capilar, entdo os
componentes da amostra migram de modo independente uns dos outros,
devido as suas diferencas de mobilidade, e com velocidade constante
(SILVA et al., 2007). Para alcancar uma separacdo efetiva é necessario
considerar dois fatores: maximizar as diferengas entre as mobilidades
efetivas dos analitos e minimizar as causas do alargamento das zonas
(TAVARES, 1997). Uma das causas do alargamento de zonas é a
dispersdo por eletromigragdo (EMD), que ocorre devido a diferenga de
intensidade do campo elétrico entre a zona do analito e do eletrélito de
corrida (BGE) (GAS et al., 2001). A EMD pode ser reduzida a um nivel
aceitavel, através da selegdo de um coion (componente do BGE com
carga igual a do analito) de mobilidade idnica préxima a do analito de
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interesse. A reducdo da EMD até préximo de zero garante a simetria dos
picos obtidos e a eficiéncia da separacdo (PIOVEZAN, 2010).

O modo MECC permite a separagdo de analitos sem carga
(TEIXIDO et al., 2011). Esta técnica consiste na adicio de um agente
tensoativo, como o dodecil-sulfato de sodio (SDS), ao BGE, em
concentracdo suficiente para que sejam formadas micelas na solucdo,
proporcionando um sistema cromatografico em duas fases. O BGE
representa a fase primaria, a qual sera transportada pela acdo do campo
elétrico, enquanto as micelas representam a fase secundaria, ou pseudo-
estacionaria. O analito, sem carga ibnica, sofre particdo entre estas duas
fases de acordo com sua hidrofobicidade, ficando parte livre na solucao
do eletrolito e parte no interior das micelas. Como as micelas estdo
carregadas, o analito presente no interior delas sera arrastado até o
sistema detector (TAVARES, 1997; SILVA et al., 2008; PYRZYNSKA,;
BIESAGA, 2009).

4.1 Instrumentagéo

A simplicidade instrumental € uma caracteristica importante da
EC. O equipamento de EC ainda ndo € comum na rotina em laboratérios
de analises de alimentos, porém é economicamente mais acessivel que
um equipamento de cromatografia gasosa (CG), ou de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) (SILVA et al., 2008). Uma
representacdo esquematica da instrumentacdo de EC é apresentada na
Figura 1.1.
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Figura 1.1 — Representacdo esquematica da instrumentacdo de eletroforese
capilar.
FONTE: adaptado de VALESE (2010).
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O sistema de EC consiste basicamente de: dois eletrodos,
normalmente de platina; um capilar, usualmente de silica fundida (pois
apresentam boa condutividade térmica e transparéncia na regido do
UV/Vis), com comprimento variavel (geralmente entre 30 e 150 cm) e
didmetro interno entre 15 e 100 um; um sistema de detec¢do; e uma
fonte de alta tenséo, podendo funcionar com tenséo constante (-30 a 30
kV) ou corrente constante (-200 a 200 pA), que estabelecerd o campo
elétrico ao longo do capilar (ROUESSAC; ROUESSAC, 2007).

O capilar é preenchido com o BGE, que pode ser uma solugdo
tampdo, que esta contida nos recipientes do eletrélito. As extremidades
do capilar e os eletrodos sdo mergulhados nestes recipientes, fechando o
circuito, e é aplicada uma diferenca de potencial, que gera uma corrente
elétrica no interior do capilar (JIMIDAR, 2006). O capilar possui uma
janela de deteccdo, que €é posicionada no sistema de detecgéo, sendo que
neste trabalho foi utilizado um detector de arranjo de diodos (DAD).

A injecdo da amostra pode acontecer de forma hidrodindmica
ou eletrocinética. No modo hidrodindmico, a amostra é introduzida no
capilar através da aplicacdo de pressdo por determinado periodo de
tempo, no recipiente contendo a amostra. Na injecdo eletrocinética, é
aplicada uma diferenca de potencial por determinado periodo de tempo
no reservatorio da amostra, introduzindo a amostra no capilar.
Independente do tipo de injecdo utilizado, apds a amostra ser
introduzida, nas duas extremidades do capilar alocam-se os recipientes
contendo o BGE, e entdo ¢ aplicada uma diferenca de potencial através
do capilar, que promovera a separacdo e posterior deteccdo em fluxo
(TAVARES, 1996).

A deteccdo do analito em um sistema de EC acoplada a um
DAD pode ser realizada de maneira direta ou indireta. A detec¢do direta
é baseada na medicdo direta da absorbancia UV/Vis do analito de
interesse N0 momento que este chega a janela de deteccdo, gerando um
sinal no eletroferograma. Este tipo de deteccéo é limitada aos compostos
que possuem absortividade molar relativamente alta (PADARAUSKAS,
2003). Para 0s compostos que apresentam pouca ou nenhuma
absortividade molar, como ions inorganicos, opta-se pelo uso da
detecgdo indireta. Na detecgdo indireta um ion croméforo estd presente
no BGE, gerando um sinal alto e constante no detector. No momento em
gue o analito sem absortividade chega ao detector, ele provoca um
decréscimo no sinal, que pode ser detectado e quantificado (JOHNS;
MACKA; HADDAD, 2003). A Figura 1.2 demonstra ambos 0s tipos de
detecgdo.
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Figura 1.2 — Representacdo dos modos de deteccdo direta e indireta.

4.2 Fluxo eletrosmaético

O fluxo eletrosmético (FEO) é um fendmeno de extrema
importancia na separacdo por EC, e ocorre pela presenca de
grupamentos silanois (Si-OH) na parede interna do capilar de silica.
Estes grupamentos apresentam carater acido, e quando entram em
contato com solugdes aquosas com pH maior que 3,0, tornam-se
ionizados, deixando a parede do capilar com carga negativa
(COLOMBARA; TAVARES; MASSARO, 1997). Estes grupos
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ionizados negativamente atraem os prétons (H") originados do eletrolito
de corrida, formando uma camada fina de cations proxima a parede do
capilar. Esta camada fina ndo é suficiente para neutralizar todas as
cargas negativas da parede do capilar, entdo forma-se uma segunda
camada de cétions, que é uma camada movel. Com a aplicacdo da
diferenca de potencial, a camada mével, juntamente com as moléculas
de dgua que solvatam todos estes ions, migram para o catodo (polo
negativo), gerando o FEO (Figura 1.3) (TAVARES, 1996).

Superficie do Capilar
(gg @ Plano de disalhamento —

Solucao

Fluxo Eletrosmético -

Figura 1.3 — Formagdo do fluxo eletrosmotico.
FONTE: adaptado de VALESE (2010).

O FEO é diretamente proporcional ao pH do BGE (SCHWER;
KENNDLER, 1991). Abaixo de pH 4, a ionizacdo dos grupamentos
silandis é pequena, entdo o FEO ndo ¢ significante, porém, acima de pH
8, 0s grupos silandis ficam completamente ionizados, e portanto o FEO
é considerado alto (HAYES; EWING, 1992).

O FEO é responsavel por arrastar os analitos, independente de
suas cargas, em direcdo ao detector. Na EC sdo possiveis dois modos de
andlises quanto ao FEO: o modo coeletrosmético, no qual os analitos
migram na mesma dire¢cdo do FEO, como por exemplo, na analise de
céations, e 0 modo contraeletrosmoético, onde os analitos migram no
sentido contrario do FEO, que é o responsavel por carrega-los até o
detector, utilizado, por exemplo, na andlise de anions (TAVARES,
1997).

O FEO induz a um fluxo uniforme e sem geracdo de pressao,
resultando em um perfil plano, perpendicular a parede do capilar, que
ndo produz alargamento dos picos em razdo do fluxo, conforme
demonstra a Figura 1.4. Esta é uma importante vantagem da EC quando
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comparada a CLAE, que apresenta perfil parabélico do fluxo, induzido
pela pressdo. Desde modo, o FEO contribui para que a técnica de EC
gere bandas de melhor eficiéncia quando comparados aos de CLAE
(TAVARES, 1996).

Perfil radial Perfil parabdlico

2

Figura 1.4 — Representacdo do perfil radial (fluxo eletrosmético) e do perfil
parabélico (gerado por pressdo) e comparagdo entre 0s picos resultantes.
FONTE: adaptado de PIOVEZAN (2010).






CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO
ANALITICO PARA DETERMINACAO DE 5-
HIDROXIMETILFURFURAL EM MEL UTILIZANDO
CROMATOGRAFIA ELETROCINETICA CAPILAR MICELAR






51

DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODO
ANALITICO PARA DETERMINACAO DE 5-
HIDROXIMETILFURFURAL EM MEL UTILIZANDO
CROMATOGRAFIA ELETROCINETICA CAPILAR MICELAR

Resumo

O objetivo do presente capitulo foi o desenvolvimento de um método
analitico para determinacdo de hidroximetilfurfural (HMF) utilizando
eletroforese capilar na sua variavel cromatografia eletrocinética micelar
capilar, usando cafeina como padrdo interno. A otimizacdo da
composicdo do eletrolito de corrida foi realizada com o auxilio de um
planejamento fatorial completo, 3%, com ponto central, para determinar
as concentragdes dos componentes do eletr6lito de corrida. A
interpretacdo dos resultados da superficie de resposta obtida indicou que
a melhor composicdo para o eletrolito de corrida seria 5 mmol/L de
tetraborato de sddio contendo 120 mmol/L de dodecil-sulfato de sédio,
em pH 9,3. A partir destas condi¢des otimizadas, a separacdo da
substancia de interesse foi realizada em menos de 2 minutos. Em
seguida, 0 método proposto foi validado e aplicado na quantificacdo de
HMF em amostras de mel de abelhas com diferentes tempos de
armazenamento, que foram diluidas em &gua deionizada, filtradas e
injetadas diretamente no equipamento de eletroforese capilar, sem
gualquer outra etapa de pré-tratamento. O método desenvolvido
apresentou satisfatoria linearidade (R? > 0,999), precisdo (CV < 5,5%),
seletividade e exatiddo (recuperacdo entre 96,37 e 99,56%). O
desempenho do método proposto demonstra seu potencial para
implementacdo em laboratérios de analises de alimentos, para
determinacdo de rotina de HMF em amostras de mel.

Palavras-chave: Cromatografia eletrocinética micelar capilar.
Hidroximetilfurfural. Mel. Planejamento fatorial.

RIZELIO, V. M et al. Development of a fast meck method for determination of
5-HMF in honey samples. Food Chemistry, doi:
10.1016/j.foodchem.2011.11.058, 2011.
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1 Introducéo

O mel é um alimento produzido pelas abelhas meliferas a partir
do néctar das plantas, e consiste em uma solucdo aquosa supersaturada
de acUcares, principalmente frutose e glicose. Além disso, é composto
em carater minoritario por uma mistura complexa de outras substancias,
como minerais, outros sacarideos, proteinas, enzimas, aminoacidos,
vitaminas, &cidos organicos, acido fendlicos, flavonoides, carotenoides,
compostos volateis e produtos da reacdo de Maillard (ANKLAM, 1998).

Durante o processamento, 0 mel é usualmente aquecido com o
objetivo de reduzir sua viscosidade, e prevenir a cristalizacdo e a
fermentagdo. O uso de temperaturas entre 32 e 40 °C ndo afeta a
qualidade do mel, porém, altas temperaturas podem levar a formacéo de
um importante produto de degradacéo, o hidroximetilfurfural (HMF)
(ANKLAM, 1998; TURHAN et al., 2008).

O HMF é um aldeido furénico formado como um intermediério
na reacdo de Maillard ou da desidratacdo direta de agUcares em meio
acido, durante o tratamento térmico aplicado aos alimentos (AMES,
1992; KROH, 1994). Os principais fatores que contribuem para o que a
concentracdo do HMF aumente expressivamente sdo o uso de altas
temperaturas aplicadas aos alimentos e 0 armazenamento dos mesmos
por prolongados periodos (LEE; NAGY, 1990). Além disso, a formacéo
do HMF nos alimentos também depende to tipo de aclcar presente, do
pH do alimento, da atividade de agua e da presenga de cations no meio
(LEE; NAGY, 1990; KROH, 1994;GOKMEN; SENYUVA, 2006.
GOKMEN et al., 2007; GOKMEN et al., 2008).

O Codex Alimentarius estabelece o contetdo maximo de HMF
presente no mel de abelhas em 40 mg/kg (CODEX STAN 12, 2001),
enquanto a legislacédo brasileira permite um conteido maximo de HMF
de 60 mg/kg (BRASIL, 2000). Atualmente, o perfil toxicol6gico do
HMF ainda ndo esta claramente elucidado, entretanto, alguns estudos
demonstram a atividade citotoxica, mutagénica, carcinogénica e
genotdxica in vitro desta substancia (MURKOVIC; PICHLER, 2006;
TEIXIDO et al., 2006).

A determinacdo do conteldo de HMF em alimentos é feita
tradicionalmente pelo método espectrofotométrico descrito por White
(1979b). Diversos outros métodos foram desenvolvidos, muitos
empregando CLAE com detec¢do UV/Vis (XU; TEMPLETON REED,
2003; ZAPPALA et al., 2005; AQUINO et al., 2006; MICHAIL et al.,
2007; GASPAR; LUCENA, 2009; SPANO et al., 2009; PEREIRA et
al., 2011). Também s&o encontrados métodos utilizando cromatografia
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liguida com deteccdo amperométrica pulsada (XU; TEMPLETON
REED, 2003), com deteccdo pelo indice de refracdo (XU;
TEMPLETON REED, 2003), ou acoplada a espectrometria de massas
(GOKMEN; SENYUVA, 2006). Além disso, técnicas de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (TEIXIDO et al., 2006) e
biosensores eletroquimicos (LOMILLO; CAMPO; PASCUAL, 2006)
também ja foram usadas na determinacdo de HMF em amostras de mel,
alimentos infantis, geleias, suco de frutas e produtos de panificacéo,
entre outros.

Como uma técnica alternativa, a eletroforese capilar tem sido
ocasionalmente empregada na analise de HMF em diferentes matrizes
alimentares, como cereais matinais, torradas, mel, suco de laranja e de
macd, geleias, café, chocolate e biscoitos (SILVA et al., 2008;
TEIXIDO et al., 2011). A determinagio de HMF via EC é realizada pelo
modo de cromatografia eletrocinética micelar capilar. Morales e
Jiménez-Pérez (2001) desenvolveram um método de MECC com
corridas de 5 minutos para a analise de HMF em laticinios, e
compararam com um método de HPLC, obtendo resultados semelhantes
de repetibilidade e recuperacdo. Silva et al. (2008) aplicou um método
de MECC para a determinacdo de HMF em mel, com a separagdo
completa também em 5 minutos. Mais recentemente, Teixido et al.
(2011) realizou a determinacdo de HMF em alimentos por MECC
(tempo de corridas de 6 minutos), comparando os resultados com os de
cromatografia liquida com espectrometria de massas, alcangando
resultados satisfatorios. Considerando estes aspectos, 0 objetivo deste
capitulo foi desenvolver um método rapido para a analise de HMF,
utilizando MECC. A composi¢do do eletrélito de corrida foi otimizada
através de um planejamento fatorial 3%, e o método otimizado foi
validado e aplicado na determinacdo de HMF em amostras de mel com
diferentes tempos de armazenamento. N&o foi encontrado na literatura
um método de MEEC mais rapido que este para a determinagéo de tal
substancia.

2 Material e Métodos
2.1 Reagentes e Solucbes

Todas as solugbes foram preparadas com reagentes de grau
analitico, solventes de pureza cromatografica, e agua purificada através

de sistema de deionizacdo (Deionizador Milli-Q, Milipore, Bedoford,
EUA). HMF, cafeina (PI), TBS, metanol e SDS foram obtidos da Sigma
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Aldrich (Santa Ana, EUA). NaOH foi obtido da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil).

A solucdo estoque do padrdo de HMF foi preparada na
concentracio de 1000 mg/L em metanol 50 % (v/v) e estocada a 4 °C até
as andlises. A solucdo do Pl de cafeina foi preparada a 1000 mg/L em
agua deionizada e estocada a 4 °C até a utilizagdo. Apds os
experimentos de otimizagdo, a composi¢do do BGE foi definida em TBS
5 mmol/L, SDS 120 mmol/L em pH 9,3, que foi preparado e estocado
em temperatura ambiente até 0 momento da analise.

2.2 Instrumentacdo e procedimentos analiticos

O método de MECC foi conduzido em um equipamento de
eletroforese capilar Modelo 7100 (Agilent Technologies, Palo Alto,
EUA), equipado com DAD no comprimento de onda selecionado de 284
nm. A temperatura do sistema foi mantida a 25 °C e a aquisi¢io dos
dados foi realizada através do software HP ChemStation (v. A.06.01). O
capilar utilizado é composto de silica fundida e revestido de poliimida
(Polymicro Technologies, Phoenix, EUA), com 32 cm de comprimento
total, 8,5 cm de comprimento efetivo, 50 um de didmento interno e 375
um de didmetro externo.

O condicionamento inicial do capilar foi realizado com a lavagem
do capilar por 40 minutos com NaOH 1 mol/L, seguido de agua
deionizada por mais 40 min. No inicio de cada dia, o capilar foi
condicionado com lavagem de NaOH 1 mol/L por 10 minutos, seguido
de agua deionizada por 10 minutos e do BGE por 10 minutos. Entre
cada uma das corridas realizadas, o capilar foi lavado por 1 minuto com
0 BGE. Ao final de cada dia o capilar foi lavado com NaOH 1 mol/L
por 5 minutos, seguido de agua deionizada por 10 minutos e em seguida
foi seco com ar por 2 minutos.Todas as solu¢Bes foram introduzidas
pela extremidade mais proxima ao detector (outlet) com injecdo de
modo hidrodindmico, com pressdo negativa de 50 mbar por 3 segundos.
A voltagem aplicada nas corridas foi 15 kV com polaridade positiva na
extremidade da injecéo.

Para confirmar os resultados obtidos, a determinagéo do contetido
de HMF nas amostras de mel foi realizada paralelamente por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
sequéncia (LC-MS/MS). O equipamento utilizado consiste em um
cromatografo liquido (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA) acoplado
a um espectrometro de massas triplo quadripolo modelo Q Trap 3200
(Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, Canada). A concentragio de
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HMF nas amostras foi detectada e quantificada utilizando
monitoramento de rea¢cdes multiplas (MRM). Com auxilio do software
Statistica 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA), os resultados obtidos para 0s
dois métodos foram submetidos ao Teste t de comparacdo de médias
para amostras dependentes, adotando nivel de confianga de 95% (p <
0,05).

2.3 Amostras de mel

Amostras de mel (n=8) de Apis mellifera foram obtidas através da
EPAGRI de Santa Catarina e também diretamente de produtores do
Estado de Santa Catarina. As amostras foram coletadas entre os anos de
2008 e 2010, apresentando assim diferentes tempos de armazenamento.
Todas as amostras foram armazenadas em temperatura ambiente e ao
abrigo da luz.

O preparo das amostras pode ser considerado extremamente
simples. Aliquotas de 5,0 g de mel foram diluidas com agua deionizada
e transferidas pra baldes volumétricos de 10 mL, onde foram
adicionados 2 mL da solucdo de cafeina 1000 mg/L, a fim de obter a
concentracdo final do Pl de 200 mg/L. O volume dos baldes foi
completado com &gua deionizada. As amostras entdo foram filtradas
através de membranas de 0,45 um (Milipore, Bedford, EUA) e injetadas
em triplicata diretamente no equipamento

2.4 Validacdo do método

Para a validacdo do método proposto foram avaliados o0s
seguintes parametros: linearidade, precisdo, seletividade, limite de
deteccdo, limite de quantificagdo e exatiddo (ensaio de recuperacéo).

A linearidade do método proposto foi avaliada através de curvas
de calibracdo em cinco niveis: 10, 20, 40, 60 e 80 mg/L de HMF, todos
com a adicdo do Pl de cafeina a 200 mg/L. As curvas de calibracdo
foram construidas considerando a relagéo entre area do pico do HMF e a
area do Pl versus concentragdo do HMF. O método dos minimos
quadrados foi empregado para avaliar a linearidade da curva, através do
coeficiente de determinacéo.

A preciséo foi analisada através do calculo do CV% em termos
de precisdo instrumental, precisdo intermediéria (intra e inter-ensaio). A
precisdo instrumental foi determinada através de 20 injecdes
consecutivas, sob as mesmas condicGes, da solugdo de HMF 20 mg/L e
Pl. Na precisdo intra-ensaio foram preparadas duas vezes a mesma
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solucdo de HMF 20 mg/L e Pl e cada uma foi injetada em triplicata,
resultando em 6 injecOes. Para a precisao inter-ensaio foram preparadas
solucdes de HMF 20 mg/L e PI por 3 dias consecutivos e injetadas seis
vezes cada, resultando em 18 injecdes.

A seletividade foi avaliada com o auxilio do detector de arranjo
de diodos (DAD). A pureza dos picos de HMF e de cafeina foi avaliada
pela sobreposi¢do comparativa entre o espectro UV obtido nos picos das
injecOes de solucdo padrdo com os espectros UV obtidos nos picos das
injecBes de amostra.

O LD e o LQ foram calculados considerando uma relagédo
sinal:ruido de 3:1 e 10:1, respectivamente, e foram determinados tanto
para a solugdo padréo, quanto para as amostras de mel.

A exatiddo avaliada através de ensaios de recuperacdo. Foi
utilizada amostra de mel sem quantidades detectaveis de HMF (Amostra
5), na qual se adicionou solugdo padrdo de HMF de modo a obter-se
uma concentracdo final nos niveis de 20 e 40 mg/L de HMF, e Pl nas
concentracdo final adequada (200 mg/L). A porcentagem de recuperacao
foi calculada comparando a quantidade de HMF adicionada e a
guantidade de HMF detectada pelo método.

3 Resultados e Discussédo
3.1 Desenvolvimento do método

Foram realizados experimentos iniciais, antecedendo o
planejamento fatorial, para estabelecer os parametros que influenciaram
no tempo de migracdo do HMF, tais como o eletrdlito de corrida, a faixa
de pH do meio de separago, a faixa de concentragdo do tensoativo SDS,
a temperatura, a voltagem e o tempo de injecao.

O valor do pH do eletrdlito de corrida é uma variavel importante
pois influencia carga do analito investigado, entretanto, neste
experimento o pH exerce um pequeno efeito na mobilidade do HMF,
que possui pKa 12,82, e encontra-se na sua forma neutra na maioria dos
valores de pH utilizados em EC. Devido a esta caracteristica da
molécula, foi adicionado ao eletrélito de corrida um meio micelar,
contendo SDS, possibilitando a interacdo do analito com micelas,
promovendo diferencia¢do entre a mobilidade do FEO e a mobilidade do
HMF. Deste modo, as analises foram realizadas em pH 9,3, no modo
contra-eletrosmético, com tampéo tetraborato de sédio (TBS), pois este
tamp@o gerou a menor corrente e a linha de base mais estavel.
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A temperatura foi definida em 25 °C e a voltagem maxima
aplicada foi de 15 kV, pois esta voltagem foi suficiente para garantir a
eficiéncia da separacéo e ndo gerou corrente excessiva, devido ao efeito
Joule. O efeito do tempo de injecdo também foi estudado, no intervalo
de 1 a 9 segundos, avaliando-se as caracteristicas do pico. O aumento do
tempo de inje¢do resultou em aumento da altura do pico até o tempo de
injecdo de 3 segundos. A altura do pico do HMF permaneceu igual nos
tempos de injecdo maiores de 3 segundos, porém o formato do pico foi
alterado, apresentando deformacdo. Deste modo, o tempo de injecdo de
3 segundos foi escolhido e utilizado em todo o experimento.

Durante o desenvolvimento do método, foi preferido o uso de
adicdo de padrdo interno (PI), pois este método permite que pequenas
mudangas nas Vvaridveis experimentais e instrumentais sejam
amenizadas, ndo interferindo nos resultados obtidos. As caracteristicas
consideradas na escolha do padrédo interno foram a similaridade quimica
ao analito de interesse e consequentemente a mobilidade eletroforética, a
disponibilidade da substancia no laboratério, a pureza do composto, a
proximidade entre o pico do Pl e o pico HMF e a resolugéo entre estes
(MARTINS, 2008). Foram selecionadas e avaliadas cinco substancias
(cumarina, &cido p-cumario, acido o-cumarico, acido caféico e cafeina)
e definiu-se a cafeina como padrdo interno, pois este composto atendeu
0s requisitos discutidos anteriormente e apresentou melhor resolucéo
entre os picos sem afetar o tempo de andlise.

Apbs definidos estes parametros, foram avaliados trés variaveis
relevantes para a separacdo eletroforética: a concentragdo do tampéo
TBS, a concentracdo do tensoativo SDS e a percentagem de metanol
(MeQH). Com o objetivo de alcancar o0 menor tempo de analise sem o
comprometimento da resolugdo entre 0 HMF e a cafeina, optou-se pela
execucdo de um planejamento fatorial. Para tanto, com as variaveis
selecionadas foi realizado um planejamento fatorial completo do tipo 3°
com ponto central. As varidveis investigadas e o0s seus niveis
correspondentes estdo apresentados na Tabela 2.1. Todas as variaveis
foram avaliadas em dois niveis, um baixo (denotado por -1) e um alto
(denotado por +1). O ponto central (denotado por 0) foi realizado em
triplicata para a estimativa da varidncia experimental. Foram entéo
realizadas corridas individuais de modo randémico, uma vez que a
randomizacdo garante que a variacdo de fatores ndo controlados pelo
delineamento fatorial ndo influencie nos resultados.
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Tabela 2.1 — Planejamento fatorial 3 para definicéo das condigdes do método.

Variaveis -1 0 +1
TBS (mmol/L) 5 10 15
SDS (mmol/L) 100 110 120
MeOH (% v/v) 0 5 10

TBS — tetraborato de sédio; SDS — dodecil-sulfato de sédio; MeOH - metanol

Através de regressdo multipla foi possivel estabelecer as
relacbes matematicas entre as respostas e as variaveis independentes. O
tamanho do pico e o tempo de migracdo do HMF e da cafeina foram
calculados em fungdo da composicdo do eletrdlito de acordo com a
seguinte equacdo empirica:

ti ou Ry = constante + a[TBS] + b[SDS] + c[MeOH] (1)

onde t; é o tempo de migracdo do analito i, e w é 0 tamanho do pico do
analito.

As equacBes foram resolvidas numericamente através do
algoritmo Solver (Microsoft Excel 2007) e os coeficientes calculados
estdo apresentados na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 — Coeficientes calculados para a Equacéo 1.

Composto Constante A b c
HMF t 0,436 0,013 0,004 0,031
Cafeina t; 0,369 0,018 0,007 0,027

Os resultados experimentais obtidos através do planejamento
fatorial foram usados como modelo para estimar o tamanho do pico e
tempo de migracdo dos analitos. Com estes dados, foi possivel estimar a
resposta utilizando a Equag&o 2:

Resposta=_R (2)
tcaf

onde R é a resolucdo entre 0 HMF e a cafeina e t, € 0 tempo de
migragdo da cafeina (Pl), que corresponde ao Ultimo pico do
eletroferograma. A resolucdo (R) foi calculada com o auxilio da
Equacéo 3:

R=__t-t 3)
0,5(wy + wy)
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onde t; e t, sdo os tempo de migracdo e w; e w, sdo a largura da base
dos picos de HMF e de cafeina, respectivamente.

A funcdo resposta (Equacdo 2) foi entdo calculada para o
conjunto de dados obtidos, e uma superficie de resposta foi gerada
indicando a que a melhor condicdo de separacdo dos analitos ocorre com
0 eletrdlito composto de 5 mmol/L de TBS e 120 mmol/L de SDS, em
pH 9,3. O eletroferograma da solugdo padrdo de HMF e Pl gerado sob
as condicdes otimizadas estd demonstrado na Figura 2.1. O tempo de
analise mostrou-se satisfatoriamente reduzido utilizando um alto campo
elétrico (468,8 VV/cm) e 0 modo de injecdo pela extremidade do capilar
mais proxima do detector (outlet), sendo que o comprimento efetivo do
capilar ficou entdo em 8,5 cm. Uma separacdo com alta resolugéo entre
0 pico do HMF e do PI foi obtida em menos de 2 minutos. Pode-se
observar que este tempo de separacdo é menor que em outros métodos
para determinacdo de HMF por MECC reportados na literatura
(MORALES; JIMENEZ-PEREZ, 2001; SILVA et al., 2008; TEIXIDO
et al.,, 2011). O espectro UV obtido com o auxilio do DAD para a
solucédo padrdo de HMF estéa apresentado na Figura 2.1(a).
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235 230 215 300 325 350 s o 25
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0.1 0.5 1 1.5 min
Figura 2.1 — Eletroferograma da solucéo padrdo de HMF e cafeina (PI)

sob as condicOes eletroforéticas otimizadas. 1 — HMF; 1a — espectro UV do
HMF; 2 — cafeina (PI); FEO — fluxo eletrosmaético. Condigdes: 5 mmol/L de
TBS e 120 mmol/L de SDS, pH 9,3; inje¢do hidrodinamica (-50 mbar, 3s);
tensdo de -15 kV; 25°C; detecgéo direta em 284 nm.
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3.2 Validag&o do método

Apo6s a otimizacdo das condi¢es do método, foram avaliados
0s seguintes parametros de validagao: linearidade, precisao, seletividade,
limite de deteccdo, limite de quantificacdo e exatiddo (ensaio de
recuperacdo). Os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Pardmetros de avaliagdo do método analitico.

Pardmetro Valor
Linearidade — inclinacdo (media, n = 3) 0,5434
Linearidade — inclinacédo (desvio padrdo, n=3) 0,0079
Linearidade — intercepto (média, n = 3) 1,3070
Linearidade — intercepto (desvio padrdo, n = 3) 0,3679
Linearidade — coeficiente de determinagdo (R?, média, n = 3) 0,9997
Precisdo instrumental — area dos picos (CV %, n = 20) 491
Precisdo instrumental — tempos de migracdo (CV %, n=20) 2,40
Precisdo intraensaio — area dos picos (CV %, n = 6) 1,07
Precisdo intraensaio — tempos de migracdo (CV %, n = 6) 0,60
Precisdo interensaio — area dos picos (CV %, n = 18) 541
Precisdo interensaio — tempos de migragdo (CV %,n=18) 1,61
LD (mg/kg) na amostra 3,37
LQ (mg/kg) na amostra 11,24
Recuperagdo (% - adicionados 20 mg/L) 99,56
Recuperagdo (% - adicionados 40 mg/L) 96,37

Na avaliacéo da linearidade, foi obtida uma relagdo linear entre
a razdo area do HMF/area do Pl e a concentragdo do HMF na faixa
analisada (entre 10 e 80 mg/L de HMF), com um coeficiente de
determinacdo (R?) satisfatorio, superior a 0,999, e intercepto préximo a
origem.

A precisdo (instrumental, intra e interensaio) foi avaliada
considerando a razdo (HMF/PI) entre os tempos de migracao e entre as
areas dos picos obtidos. Quanto a precisdo instrumental (n = 20
injecBes), os coeficientes de variacdo (CV %) foram 2,40 e 4,91 para o
tempo de migracdo e para a area do pico, respectivamente, e
demonstram a repetibilidade do método. Para a preciséo intraensaio (n =
6 injecdes) os valores de CV % obtido para o tempo de migracéo e para
a area do pico foram 0,60 e 1,07, respectivamente. No ensaio de
precisdo interensaio (n = 18 injecBes) os resultados de CV % obtidos
foram 1,61 e 5,41 para o tempo de migracdo e para area do pico
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respectivamente. Os valores de CV % obtidos indicam um aceitavel
nivel de precisdo intermediaria do método proposto.

O método apresentou alto grau de seletividade para o analito de
interesse. A deteccdo foi realizada em 284 nm e a sobreposi¢do dos
espectros UV obtidos para a solugdo padrao de HMF e para as amostras
de mel demonstrou que os espectros obtidos sdo idénticos, indicando a
pureza do pico e auséncia de substancias interferentes. Além disso,
amostras sem HMF (HMF abaixo do LD) foram analisadas e ndo
apresentaram nenhum pico que pudesse interferir nas analises,
reforcando a seletividade do método.

Os valores obtidos quanto ao LD para a determinagdo de HMF
nas amostras de mel foi de 3,37 mg/kg. O LQ foi de 11,24 mg/g.

Na avaliacdo da exatiddo através dos ensaios de recuperacdo, as
percentagens de recuperagdo obtidas foram 99,56 e 96,37% para 0s
niveis adicionados de 20 e 40 mg/L de HMF respectivamente. Estes
resultados demonstram alta confiabilidade no método proposto para a
determinacdo de HMF em amostras de mel.

3.3 Anélise das amostras

Ap6s o desenvolvimento e validacdo do método conforme
descrito anteriormente, foi determinado o conteddo de HMF em 8
amostras de mel utilizando o método proposto. Os resultados obtidos
sdo mostrados na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 — Contetido de HMF em amostras de mel
determinado por eletroforese capilar.
Amostra HMF (mg/kg)

17,91+ 1,56
11,97 + 0,86
16,32 + 1,46
127,25 + 8,97
ND
12,87 +1,18
82,80 £ 5,63
12,96 + 2,02
Resultados expressos como média + desvio padréo.

cO~NO O WN P

De acordo com a legislacdo brasileira (BRASIL, 2000), é
possivel verificar que as amostras 4 e 7 apresentam contetido de HMF
superior ao limite estabelecido de 60 mg/kg, sendo consideradas entéo
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fora dos padrBes de qualidade estabelecidos em nosso pais. Conforme
reportado anteriormente neste trabalho, uma série de fatores pode
contribuir para 0o aumento do conteddo do HMF no mel, por isso
somente uma caracterizacdo completa das amostras permitiria sugerir a
causa do elevado contetdo de HMF nestas amostras. A Figura 2.2
mostra o eletroferograma obtido para a amostra 7.

mAU 1 2

201 I'I

101

-10 1 '| |
20 1 \

|
-30 1 |

-40 1

0.1 0.5 1 15 min
Figura 2.2 - Eletroferograma da amostra 7. 1 — HMF; 2 — cafeina (PI);
FEO — fluxo eletrosmético. CondigBes: ver Figura 2.1.

Para verificar diferencas entre os resultados obtidos pelos método
de MECC porposto e 0 método de LC-MS/MS comparativo, foi
aplicado o Teste t pareado entre amostras dependentes, com nivel de
confianga de 95%. O valore de p encontrado foi de 0,12 (p > 0,05), e 0
valor do coeficiente de Pearson encontrado foi de 0,98, mostrando que
os resultados obtidos pelos dois métodos ndo apresentam diferenca
significativa com 95% de nivel de confianca.

Conclusao

Neste capitulo foi desenvolvido um método de MECC para
determinacdo de HMF em amostras de mel, utilizando um planejamento
fatorial para otimizar o tempo de andlise e a resolugdo do composto de
interesse. Foram obtidos resultados satisfatorios quanto a linearidade,
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seletividade, precisdo e exatiddo, os quais confirmaram que 0 método
proposto produz resultados confiaveis.

Os resultados demonstram que a eletroforese pode ser utilizada
como técnica alternativa na andlise de HMF em mel. Avaliando o
desempenho do método desenvolvido, podemos destacar o baixo tempo
de andlise, 0 baixo custo e a simplicidade da etapa de preparacdo das
amostras, 0 que faz com que o0 método apresente potencial
aplicabilidade para analises de rotina para controle de qualidade em mel.
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O USO DE ELETROFORESE CAPILAR PARA A
DETERMINACAO RAPIDA DE CATIONS EM MEL: UM
POSSIVEL METODO PARA A DISCRIMINACAO DA ORIGEM
GEOGRAFICA DAS AMOSTRAS

Resumo

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método rapido
para a andlise de céations presentes no mel, e relacionar o conteldo
encontrado com a origem geografica das amostras. O eletrolito de
corrida (BGE) foi otimizado com auxilio do software Peakmaster®,
através da construcéo de curvas da mobilidade efetiva, da dispersdo da
eletromigracdo, da capacidade tamponante e condutividade. A
composicdo 6tima do BGE foi definida em 30 mmol/L de imidazol, 300
mmol de 4cido acético e 140 mmol/L de &cido latico, em pH 3,0, e a
separacdo de cinco cétions (K*, Na*, Ca®*, Mg?*" e Mn?") utilizando Ba**
como padrdo interno foi realizada em menos de 2 minutos. O método
apresentou adequados resultados de linearidade (R®> > 0,999), com LD
entre 0,27 e 3,17 mg/L e LQ entre 0,91 e 10,55 mg/L. A determinacéo
da precisdo foi satisfatoria (CV% < 4,64%), e foram obtidas
recuperacOes entre 93,6 e 108,6%, demonstrando a confiabilidade do
método. O método foi aplicado com sucesso na determinacdo dos
principais cations presentes em 40 amostras de mel provenientes de 8
regibes do Estado de Santa Catarina, as quais foram diluidas,
adicionadas de padrédo interno e filtradas antes da injecdo. Os resultados
foram submetidos a Analise de Componentes Principais (ACP), cujos
dois primeiros PCs explicaram mais de 85% da variabilidade dos
resultados e demonstraram que as amostras de mel podem ser
diferenciadas entre suas origens geograficas de acordo com a
concentracdo dos cations presentes.

Palavras-chave: Analise de componentes principais. Determinacédo de
cations. Eletroforese capilar. Mel. Peakmaster®.
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1 Introducéo

O mel é um alimento produzido pelas abelhas meliferas, a partir
do néctar das plantas. Do ponto de vista quimico, é uma solugdo aquosa
supersaturada de acUcares, que contém em carater minoritario uma
mistura complexa de outras substancias (minerais, proteinas, vitaminas,
acidos organicos, compostos fenolicos, enzimas e etc) (ANKLAM,
1998). A composicdo do mel varia de acordo com vérios fatores,
inclusive a origem geogréfica onde o mel foi produzido. Desde que a
presenca de diferentes minerais no solo e o clima da regido determinam
a flora presente no local, a regido geogréafica onde estdo as plantas que
as abelhas visitaram e onde estd a colmeia afeta diretamente a
composi¢do do mel (ANKLAM, 1998; BARONI et al., 2009).

O teor de minerais no mel pode ser considerado muito baixo,
entre 0,04 até 0,2% (m/m). O perfil de minerais presentes depende
principalmente do tipo de solo onde estdo as plantas que fornecerdo o
néctar para a producdo do mel (ANKLAM, 1998). O contetdo mineral
do solo é incorporado pelas raizes das plantas e €, posteriormente,
excretado através de glandulas especializadas presentes nas folhas e
flores (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2011). Desta forma, o perfil de
minerais presentes pode dar uma indicacdo da origem geografica do mel
(ANKLAM, 1998).

A composi¢do de minerais tem sido utilizada para discriminar
méis produzidos em diferentes areas geograficas. Como exemplo,
Terrab et al. (2004) determinaram 24 minerais em amostras de mel da
Espanha, e reportaram a relagdo existente entre 0s minerais presentes e a
origem geografica das amostras. Baroni et al. (2009) confirmaram a
autenticidade de amostras de mel produzidas na Provincia de Cérdoba
(Argentina) através da analise da composicdo mineral do mel combinada
com técnicas estatisticas multivariadas.

A determinacdo de minerais em mel pode ser realizada por
diferentes métodos. Kiiciik et al. (2007) e Baroni et al. (2009) utilizaram
a técnica de espectrometria de absorcdo atdbmica em chama. Diversos
autores também utilizaram a técnica de espectrometria de emisséo Gtica
com plasma indutivamente acoplado (TERRAB et al., 2004;
FERNANDEZ-TORRES et al., 2005; TERRAB et al., 2005), enquanto
outros optaram pela espectrometria de emissdo OGtica acoplada a
espectrometria de massas (PISANI; PROTANQO; RICCOBONO, 2008;
CHUDZINSKA; BARALKIEWICZ, 2010). Além disso, encontram-se
trabalhos utilizando espectrometria de reflexdo total de raios X
(GOLOB et al., 2005; NECEMER et al., 2009; KROPF et al., 2010),
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cromatografia idnica e voltametria pulsada (BULDINI et al., 2001).
Ocasionalmente, a técnica de EC também tem sido usada na analise de
minerais na forma idnica (cations metalicos), em diferentes alimentos
(SUAREZ-LUQUE et al., 2005; SUAREZ-LUQUE et al., 2006).

Para a determinagdo da influéncia geografica do perfil de
minerais no mel, existe a necessidade de avaliar numerosas amostras.
Consequentemente percebe-se que apenas métodos rapidos, baratos e
precisos sdo adequados para este tipo de estudo. Desta forma a EC surge
como uma importante op¢do como técnica de separacdo, com muitas
vantagens sobre outras técnicas analiticas, como a necessidade de
baixissimas quantidades de amostra, pequeno consumo de solventes e
reagentes quimicos, reduzido custo e curto tempo de analise, mantendo
0 alto poder de resolugdo (CHENG et al., 2008). Somado a isso, a
andlise de céations por EC ndo requer etapas de mineralizagdo efou
digestdo das amostras. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver um método rapido para a determinacdo de cations em
amostras de mel, utilizando a técnica de EC. Além disso, foi proposto
caracterizar o contetdo dos principais cations presentes em amostras de
mel produzidas no Estado de Santa Catarina (Brasil), e correlacionar o
perfil de céations com a origem geografica das amostras através de
andlise estatistica multivariada.

2 Material e Métodos
2.1 Material

Os padrées analiticos de K*, Ba*", Na', Ca®*, Mg*" e Mn**, e
imidazol foram adquiridos da Sigma Aldrich (Santa Ana, EUA). Acido
acético, acido latico, e NaOH, todos de grau analitico foram obtidos da
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). A agua utilizada foi purifica através de
deionizacédo (deionizador Milli-Q, Millipore, Bedford, EUA).

Foram preparadas solucGes aquosas estoque dos padrdes de cada
um dos analitos na concentragdo de 100 mmol/L, que foram
armazenadas a 4 °C e diluidas diariamente em agua deionizada até as
concentragBes requeridas para os experimentos. Para a determinagdo
indireta de cations em mel o BGE utilizado foi composto de 30 mmol/L
de imidazol, 300 mmol/L de &cido acético e 140 mmol/L de &cido latico,
em pH 3,0.
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2.2 Instrumentagéo

Os experimentos foram realizados em equipamento de EC
modelo 7100 (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com
DAD no comprimento de onda selecionado de 215 nm (deteccdo
indireta, através do imidazol). A temperatura do sistema foi mantida a
20 °C, e os dados foram adquiridos através do software fornecido pelo
fabricante do equipamento (HP ChemStation, v. A.06.01). Foram
utilizados capilares de silica fundida (Polymicro Technologies, Phoenix,
EUA) com dimensBes de 48,5 cm de comprimento total, 8,5 cm de
comprimento efetivo e 75 pm de didmetro interno.

O condicionamento dos capilares novos foi realizado através das
seguintes etapas: passagem de NaOH 1 mol/L pelo capilar por 40
minutos, seguido de agua deionizada por 40 minutos. No inicio de cada
dia de experimentos, o capilar foi lavado por 10 minutos com NaOH 1
mol/L, seguido de 10 minutos com agua deionizada, e de 15 minutos
com a solucdo do BGE. Entre as corridas o capilar foi recondicionado
por 2 minutos com o BGE. No final dos experimentos, o capilar foi
lavado com NaOH 1 mol/L por 5 minutos, seguido de dgua deionizada
por 5 minutos, e secagem com fluxo de ar por 2 minutos.

A injecdo das solugBes padrdo e das amostras foi realizada pela
extremidade do capilar mais préxima & janela de deteccdo (outlet) e de
modo hidrodindmico, com aplicacdo de -50 mbar (1 mbar = 100 Pa) por
3 segundos. A voltagem aplicada para a separagdo foi de 15 kV, com
polaridade positiva na extremidade da injecéo.

2.3 Amostras de mel

O método proposto e otimizado foi aplicado na analise dos
principais cations presentes em amostras de mel, que foram obtidas
através de uma parceria com a EPAGRI de Santa Catarina. As amostras
foram coletadas entre os meses de novembro de 2010 e fevereiro de
2011, provenientes de estagcBes experimentais localizadas em oito regi
distribuidos ao longo de todo Estado de Santa Catarina. Foram coletadas
cinco amostras de cada um dos municipios, totalizando 40 amostras. A
localizacdo dos municipios pode ser observada na Figura 3.1
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Brasil

Santa Catarina

Figura 3.1 — Municipios de origem das amostras: A — Italiépolis; B —
Floriandpolis; C — S&o Joaquim; D — Lauro Muller; E — Vidal Ramos; F — Séo
Miguel do Oeste; G — Videira; H — Campos Novos.

Para os experimentos, aliquotas de 3,0 g de mel foram pesadas,
diluidas em &gua deionizada, transferidas para baldes volumétricos de
10 mL e o volume do baldo foi aferido com agua deionizada. Esta
solugdo foi entdo filtrada em membranas de 0,45 pum (Millipore,
Bedford, EUA). Em seguida, bério foi adicionado como padrdo interno
(PI), de forma que atingisse a concentracdo final de 0,5 mmol/L e a
solucdo foi injetada diretamente no equipamento, sem a necessidade de
qualquer outra etapa de tratamento da amostra.

2.4 Desempenho analitico do método

Para verificar o desempenho do método foram avaliados os
parametros de validacdo analitica quanto a linearidade, limites de
detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ), precisdo (instrumental, intraensaio
e interensaio) e recuperacao.

A linearidade foi avaliada utilizando seis solu¢bes aquosas de
diferentes concentraces contendo uma mistura de padrbes dos cations.
Curvas de calibragdo para cada um dos céations analisados foram
construidas com os valores da razdo das areas dos picos obtidos
(analito/PI) versus a concentracdo do analito. O LD e o LQ foram
calculados com base na relagdo sinal ruido de 3:1 e de 10:1,
respectivamente, e foram determinados nas amostras de mel. A precisdo
instrumental foi avaliada através do calculo do coeficiente de variacdo
(CV%) das razdes das areas dos picos (analito/Pl) obtidas de vinte
injegdes consecutivas da mesma solucdo padrdo. A precisdo intraensaio
foi determinada através da injecdo em triplicada de duas soluc6es padrao
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na mesma concentragdo (6 replicatas no total). Para analisar a precisdo
interensaio foram injetadas seis vezes por dia a mesma solucdo padrdo
por trés dias consecutivos (18 replicatas no total). As precisGes intra e
interensaio foram também expressas pelo CV% das razdes das areas dos
picos. O ensaio de recuperacdo foi realizado adicionando em uma
amostra de mel a solucdo de padrdes dos cations, em trés concentracdes
para cada analito. O calculo da porcentagem de recuperagéo foi efetuado
com base na diferenca entre o contetdo total do analito na amostra
adicionada e o conteldo presente na mesma amostra sem a adicéo,
dividido pela quantidade adicionada.

2.5 Analises estatisticas

Foi utilizado o software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA)
para os calculos estatisticos basicos e para a andlise multivariada
(Analise de Componentes Principais — ACP). Todas as analises foram
realizadas em triplicata e os dados foram expressos como média *
desvio padrdo. Foi usada analise de variancia (ANOVA) seguida de
teste HSD de Tukey para a comparacao entre os resultados apresentado
pelas amostras de mel de diferentes origens geograficas. As diferencas
entre as médias no nivel de confianca de 95% (p < 0,05) foram
consideradas estatisticamente significantes. ACP foi utilizada para
derivar 0s cinco primeiros componentes principais dos resultados
obtidos, com o objetivo de visualizar a distribui¢do relativa das amostras
de mel de acordo com suas origens geograficas.

3 Resultados e Discussédo
3.1 Desenvolvimento do método

Foram considerados alguns parametros para a escolha do BGE.
Inicialmente, considerando a mobilidade iénica dos analitos de
interesse, percebe-se que em valores de pH abaixo de 5,0 esses se
encontram completamente dissociados (PIOVEZAN, 2010). Deste
modo definiu-se que o pH do BGE deveria permanecer abaixo de 5,0,
pois pequenas mudancas no valor do pH durante a preparacdo do BGE
ndo afetariam na mobilidade dos analitos.

O bério escolhido como PI, por apresentar caracteristicas
semelhantes as dos analitos e por ndo estar presente nas amostras de mel
em quantidades detectaveis. Os cations K*, Na', Ca’*, Mg*" e Mn**
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foram identificados pela comparacdo de seus tempos de migracdo
relativos ao tempo de migracéo do PI.

Como coion foi escolhido o imidazol, na concentracdo de 30
mmol/L, pois esta substancia apresenta mobilidade semelhante a dos
cations analisados, 0 que € uma caracteristica importante para diminuir a
ocorréncia de EMD. O fendbmeno de EMD acontece geralmente em
eletrélitos onde ha uma grande diferenca entre a mobilidade dos analitos
e a mobilidade do coion utilizado, provocando uma diminui¢do da
simetria dos picos (GAS et al., 2001). Além disso, considerando que 0s
cations analisados ndo apresentam absor¢do na regido do UV/Vis, o
imidazol também atua como cromdéforo, possibilitando a detec¢do
indireta dos analitos. Porém, como o imidazol ndo apresenta capacidade
tamponante na faixa de pH requerida para a separacdo, 0 acido acético
(pKa 4,75) foi selecionado como contraion para o ajuste do pH. A
concentracdo ideal de &cido acético foi definida com o auxilio do
software Peakmaster® (GAS et al., 2001; STEDRY; JAROS; GAS,
2002; STEDRY et al, 2003). Este software permite observar a
influéncia do pH do BGE na condutividade elétrica e na capacidade
tamponante do mesmo, bem como verificar a mobilidade efetiva dos
analitos e a ocorréncia de EMD. A Figura 3.2, construida através do
programa de simulagdo, mostra as curvas de mobilidade efetiva, EMD,
capacidade tamponante e condutividade do BGE, composto de uma
concentragdo constante de 30 mmol/L de imidazol e concentracdo
varidvel de acido acético de 30 a 400 mmol/L, o que gerou valores de
pH do BGE entre 3,6 a 5,9.

De acordo com a Figura 3.2, pode-se observar que separacdo de
trés dos cinco cétions de interesse, e do Pl ocorre com um BGE
composto de 30 mmol/L de imidazol e 300 mmol/L de acido acético, em
pH 3,7. Neste valor de pH a capacidade tamponante do BGE é alta e os
valores de EMD estdo aproximados do valor zero de modo suficiente a
garantir a simetria dos picos. Também é possivel confirmar que a
mobilidade dos analitos é constante em valores de pH menor que 5,0.
Porém, como pode ser visto na Figura 3.2(A), os cations Mg** e Mn**
apresentam suas curvas de mobilidade quase sobrepostas, ndo sendo
separados nesta condi¢do. Para solucionar este problema, optou-se pela
adicdo de acido latico no BGE, que atua como agente complexante,
modificando a mobilidade dos analitos através da formacdo de
complexos metélicos. Como a formacgdo destes complexos ocorre
rapidamente, a fracdo livre do cation e a fracdo complexada ficam em
equilibrio, fazendo com que o eletroferograma deste equilibrio apresente
somente um pico relativo as duas espécies em solugdo (JAGER;
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TAVARES, 2001). Como o software Peakmaster® ndo simula
fendmenos de complexagdo, foram testadas adi¢fes de acido latico no
BGE nas concentragfes entre 100 e 300 mmol/L. Apb6s os testes, a
composigédo ideal do BGE ficou definida em 30 mmol/L de imidazol,
300 mmol/L de &cido acético e 140 mmol/L de &cido latico, em pH 3,0.
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Figura 3.2 — Avaliacdo da composi¢do do BGE para determinagdo de cétions
em mel utilizando o software Peakmaster®. Concentragdo constante de 30
mmol/L de imidazol e concentragdo varidvel de acido acético, entre 30 e 400
mmol/L, resultado nos valores de pH representados no eixo x. (A) Curvas de
mobilidade efetiva dos analitos e EMD versus pH. As setas indicam o eixo y de
cada pardmetro. (B) Curvas da capacidade tamponante e da condutividade do
BGE versus pH. Legenda: (m) potassio; (A) bario (PI); (o) sédio; (o) calcio;
(@) magnésio; (AA) manganés; (<) condutividade; (®) capacidade tamponante.
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Uma vez selecionados o coion, o contraion, o agente
complexante e suas respectivas concentracdes, foram definidos outros
parametros da corrida eletroforética, entre eles a tenséo aplicada e o
comprimento do capilar. O eletroferograma obtido de uma mistura de
padrdes dos cétions de interesse sob as condicGes otimizadas esta
ilustrado na Figura 3.3. A separacdo dos cinco cations mais o Pl foi
realizada em menos de 2 minutos.
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Figura 3.3 — Eletroferograma da mistura de padrdes de cations sob as condicdes
otimizadas. CondicGes: imidazol 30 mmol/L, &cido acético 300 mmol/L, 4cido
latico 140 mmol/L, pH 3,0; injecdo a -50 mbar por 3 segundos; voltagem de -
15 kV; capilar de 48,5 cm (L) X 8,5 cm (L¢f) x 75 um (DI); 20 °C; deteccdo
indireta em 215 nm (imidazol); Pl — Ba*" 0,5 mmol/L.

3.2 Desempenho do método

A Tabela 3.1 traz a sintese dos resultados obtidos quanto ao
desempenho analitico do método. Todas as curvas de calibracdo
apresentaram adequada linearidade, com coeficientes de determinacéo
(R? maiores que 0,999 em todos 0s casos. Os valores de LD variaram
entre 0,27 mg/L para Mn?** e 3,17 mg/L para K*, enquanto os valores de
LQ ficaram entre 0,91 mg/L para Mn®* e 10,55 mg/L para K*. Os
valores do CV% obtidos quanto & precisdo instrumental foram < 4.64%
para a relacdo entre a area dos picos (analito/Pl). Para as precisdes
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intraensaio e interensaio, os valores de CV% foram respectivamente <
3.48% e < 4.02%. Em todos 0s ensaios de precisdo o valor de CV% nao
foi maior que 5%, demonstrando a adequada repetibilidade e
reprodutibilidade do método proposto. A exatiddo do método foi
determinada através de ensaios de recuperacdo, em trés niveis para cada
cation, e os resultados da porcentagem de recuperagdo estiveram entre
93,6 e 108,6%, também com satisfatorios valores de CV%.

Tabela 3.1 — Resultados da validagdo do método para analise de cations em mel.

Linearidade Precisdo’ (CV %)  Exatiddo
Cétion R° LD LQ Inst Intr Inte  Rec. (%) CV%
K" 0,9997 3,17 1055 0,66 0,32 1,46 94,3-105,4 0,48-1,30

Ca® 09998 1,17 391 057 055 091 943-1084 0,25-0,87
Na" 0,9992 0,31 105 4,64 147 4,02 93,6-1086 1,05-3,01
Mg> 09996 042 1,42 082 073 095 950-107,5 0,43-165
Mn* 09993 027 091 251 348 297 942-1045 1,61-188

" Valores expressos em mg/L, determinados em amostras de mel.
Precisdo: Inst — instrumental; Intr — intraensaio; Inte — interensaio.
Rec. (%) — porcentagem de recuperagéo.

3.3 Anélise das amostras de mel

Os valores dos contetidos de cétions encontrados nas amostras
(média, desvio padréo, valores minimos e maximos) estdo apresentados
na Tabela 3.2. A andlise de varidncia ANOVA considerando a origem
geogréfica como efeito principal mostrou que existem diferencas
significativas entre os valores médios encontrados para todos os cations
determinados, indicando que a procedéncia geografica das amostras
afeta no perfil de minerais. A Figura 3.4 mostra os eletroferogramas
obtidos para a amostra B1 (a) e amostra F3 (b). A diferenca observada
entre as areas dos picos de cada cation nas duas amostras ilustra a
grande diferenca no contetido de cations destas amostras.



Tabela 3.2 — Conteldo de cétions (mg/kg) nas amostras de mel.

. Cétion (mg/kg)

Origem K caZ Na* MoZ MnZ*

A M+DP 624,95+ 73,57° 32,18 +3,49° 591+2,80° 8,44 +1723° 1,99 + 0,85°
Min-Max 527,72-718,77 27,57-36,64 3,53-9,33 7,34-10,47 1,25-3,45

B M+DP  1999,50 +129,79° 165,01 +10,33* 64,17 +555° 68,03 +4,47* 4,36 + 0,49
Min-Max 1905,54-2221,10 157,24-182,84  58,92-72,32  65,02-75,89  3,73-4,81

C M+DP  1161,56 + 128,10° 154,52 + 60,47 14,38 +1,88° 4593 +2241° 549+1,63"
Min-Max 967,24-1289,71 93,19-229,81 12,67-17,52  2541-74,02  3,94-8,19

DM+DP 894,29+110,06° 73,02 + 3,25 55,83 +5,41* 21,25+155 4,84+1,54%®
Min-Max 804,51-1040,64 67,91-75,86 49,76-62,01  18,89-22,70  3,96-7,58

E M+DP 586,76 + 17,37° 55,70 + 5,15" 15,18 +4,79° 14,77 +0,44° 3,79 +0,17*
Min-Max 558,74-606,75 46,76-59,13 6,70-17,93 14,37-15,43  3,52-3,95

F M+DP 507,77 + 16,25° 49,15 + 2,60° 10,31 +1,68" 13,66 +0,95" 3,08 +0,23%
Min-Max 481,05-525,16 45,47-52,11 8,10-12,60 12,13-1451  2,84-3,37

G M+DP  1216,53+12,66° 75,08 +1,89" 12,42 +2,48" 3157 +504° 518+0,41%
Min-Max 1205,05-1237,84  72,50-77,76 9,08-15,92 28,80-40,55  4,69-5,62

HM+DP 610,92 +7,07° 59,09 + 1,49° 14,35 +552° 22,89+0,44 574+0,25
Min-Max 600,94-620,05 57,67-61,09 6,40-20,36 22,39-23,39  542-599

M + DP: Média + desvio padrdo (n =5 para cada regido).
Min — Valor minimo. Max — Valor maximo.

ab,cd

Tukey (p < 0,05).

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as médias de acordo com teste de

8L
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Figura 3.4 — Eletroferogramas obtidos da determinacdo de cations nas amostras
de mel. (a) — Amostra B1. (b) Amostra F3. Para as condigdes da separacdo, ver
Figura 3.3.

O elemento K* foi o mais abundante em todas as amostras
analisadas, com valores entre 507,77 e 1999,59 mg/kg. Este dado
coincide com o de outros autores, que consideram que este mineral seja
0 mais importante do mel do ponto de vista quantitativo, contabilizando
mais de 50% do total de minerais presentes (FERNANDEZ-TORRES et
al., 2005; GOLOB et al., 2005; PISANI; PROTANO; RICCOBONO,
2008; BARONI et al., 2009; CHUDZINSKA; BARALKIEWICZ, 2010;
KROPF et al., 2010).

O segundo elemento mais abundante para todas as amostras foi
o Ca®*, com médias de 32,18 a 165,01 mg/kg. Estes valores sdo
similares aos encontrados por Suarez-Luque et al. (2005), Pisani,
Protano e Riccobono (2008) e Kropf et al. (2010), para méis
provenientes da Eslovénia, Italia e Espanha, respectivamente.

Os contetidos médios de Mg** e Na* foram bastante variaveis
entre as amostras, de acordo com suas origens geograficas. As
concentracBes encontradas nas amostras foram respectivamente de 8,44
a 68,03 mg/kg para Mg e entre 5,91 e 64,17 para Na*. Na maioria das
amostras analisadas (provenientes das regides A, B, C, F, G e H) o
conteido de Mg®" foi o terceiro maior, enquanto nas amostras de mel
provindas das regides D e E o terceiro cation mais abundante foi o Na'.
Fernandez-Torres et al. (2005) e Suarez-Luque et al. (2005) encontraram
resultados semelhantes, com os teores relativos desses dois céations
variando entre si em amostras de mel originarias de diferentes regides.

Por ultimo, a concentracdo de Mn?* foi a menor encontrada
entre os cétions determinados, variando entre 1,99 a 5,74 mg/kg, com
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valores similares aos encontrados por outros estudos (FERNANDEZ-
TORRES et al.,, 2005; GOLOB et al.,, 2005; PISANI; PROTANO;
RICCOBONO, 2008; CHUDZINSKA; BARALKIEWICZ, 2010).

Com o objetivo de estabelecer as diferencas existentes entre o
conteddo de cétions nas amostras de acordo com suas origens
geogréficas, a técnica de estatistica multivariada de APC foi aplicada
aos dados obtidos.

3.4 Analise multivariada

A ACP é uma técnica de reconhecimento de padrdes
frequentemente empregada para discriminar amostras de mel originarias
de diferentes regiGes (TERRAB et al., 2004; CORBELLA;
COZZOLINO, 2006; KROPF et al., 2010). A ACP é utilizada para
examinar tendéncias no conjunto de dados, fornecendo uma visdo
parcial dos dados no espaco, com reduzido nimero de dimensdes,
preservando a variabilidade presente. Esta técnica efetua combinagdes
lineares das varidveis originais gerando novas variaveis, as quais sdo
denominadas Componentes  Principais (PC) (CHUDZINSKA,;
BARALKIEWICZ, 2010).

A Tabela 3.3 mostra os valores dos pesos das variaveis de cada
PC. Pode-se perceber que para o PC1 os contetidos de K*, Ca®*, Na*,
Mg®* sdo as variaveis mais importantes na discriminacéo das amostras
de mel de acordo com suas origens geograficas, enquanto para o PC2 a
varidvel mais importante foi o conteido de Mn*. A distribuicio
espacial das variaveis nos dois primeiros PCs pode ser observada na
Figura 5(a). Chudzinska e Baralkiewicz (2010) sugerem que um modelo
consistente de ACP requer um nimero tal de componentes para que pelo
menos 75% da variancia total dos dados sejam representados. Assim,
infere-se que o modelo obtido pode ser considerado confiavel, desde que
os dois primeiros PCs somam mais de 85% da variacdo dos resultados
apresentados pelas amostras de mel.

Tabela 3.3 — Valores dos pesos de cada componente principal
Variavel PC1 PC2 PC3 PC4 PC5

K* 0,934 -0,192 -0,044 0,293 0,048
ca** 0,928 0,025 -0,295 -0,210 0,084
Na* 0,716 -0,317 0,613 -0,102 -0,006

Mg** 0,962 -0,027 -0,240 -0,023 -0,124
Mn?* 0484 0846 0221 0,034 0,002
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as variaveis (a) e quanto as amostras de mel (b). Para a origem das amostras ver
Figura 3.1.
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A Figura 3.5(b) representa o grafico da distribuicdo espacial das
amostras de mel de acordo com seus escores de PC1 e PC2, e mostra
gue as amostras de mel podem ser diferenciadas segundo suas origens
geogréaficas. E possivel observar que as amostras aparecem dividas em
grupos separados, relacionados com a procedéncia geografica das
amostras.

As amostras da regido B (Floriandpolis) apresentaram 0s
maiores valores para todos os elementos determinados, e aparecem no
grafico como um grupo isolado, com forte correlacdo positiva com PC1,
e correlagdo negativa com PC2.0 alto conteldo de minerais destas
amostras pode estar relacionado com o fato da regido de origem ser uma
ilha, como mostra a Figura 3.1. Em méis produzidos em regibes
costeiras ou em ilhas, o mar também é uma fonte geogénica de sais
minerais, que chegam até as colmeias através da maresia (POHL, 2009).
Além disso, o solo das regiGes costeiras também apresenta maior teor
salino, entdo, o néctar das plantas incorpora mais minerais oriundos do
solo (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2011).

As amostras das regies A (Itaiopolis), E (Vidal Ramos), F (Sao
Miguel do Oeste) e H (Campos Novos) apresentaram 0S menores
valores da determinacdo de céations, e por isso aparecem do lado
esquerdo do gréfico, correlacionados negativamente com PC1. Estas
amostras podem ser diferenciadas entre si de acordo com o contetido de
Mn®*: amostras da regido H apresentam os maiores teores de Mn?*, por
isso estdo relacionadas positivamente com PC2 e aparecem na parte
superior do grafico; amostras da regido A possuem menores teores de
Mn®*, assim aparecem posicionadas da parte inferior do grafico; e as
amostras das regides E e F apresentaram contetdos intermediérios de
Mn?®* e por isso aparecem juntas, sobre o eixo de PC2.

As amostras de mel das regides D (Lauro Muller) e G (Videira)
apresentaram conteudos intermedidrios de cations, e por isso aparecem
no centro do grafico. Estas duas regiGes aparecem separadas no grafico
devido a sua grande diferenca no conteido de Na’, uma vez que a
concentracdo de Na* nas amostras da regifo D foi cerca de cinco vezes
maior do que na regido G. Finalmente, as amostras da regido C ndo
formaram um grupo homogéneo no gréfico, fato que pode ser explicado
pelos altos valores do desvio padrdo dos contetidos médios de Ca**,
Mg®* e Mn®* destas amostras.
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4 Concluséao

Foi desenvolvido um método de EC indireto para a determinagéo
de cations em amostras de mel oriundas de diferentes regides do Estado
de Santa Catarina. O método foi otimizado com auxilio do software de
simulagdo Peakmaster® e posteriormente validado, apresentando
adequados resultados em termos de linearidade, precisdo e exatiddo. Os
valores de LD obtidos variaram entre 0,27 mg/L para Mn*" até 3,17
mg/L para K*. O método foi aplicado na analise de cinco cations nas
amostras de mel, com corridas de apenas 2 minutos. A preparacdo das
amostras consistiu em simplesmente dilui-las em &gua deionizada e
filtra-las. Os resultados obtidos mostraram que 0 contetdo de céations
difere estatisticamente (p < 0,05) entre amostras provenientes de
diferentes regides. Méis da regido costeira apresentaram maiores
conteudos de todos os elementos, provavelmente devido a influéncia da
salinidade do mar. A técnica de ACP foi aplicada com sucesso para a
discriminacdo entre as amostras de acordo com suas origens geograficas.
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DESENVOLVIMENTO DE METQDO DE ELETROFORESE
CAPILAR PARA A DETERMINACAO RAPIDA DE ACUCARES
EM MEL

Resumo

Neste capitulo, foi desenvolvida uma metodologia para determinagéo de
frutose, glicose e sacarose em amostras de mel utilizando a técnica de
eletroforese capilar. A tendéncia dos analitos sofrerem dispersdo da
eletromigracdo bem como a capacidade tamponante do eletrdlito de
corrida foram avaliadas com o auxilio do sofwtare Peakmaster®, e estes
pardmetros foram considerados na otimizagdo do eletrolito de corrida,
composto de acido sérbico 20 mmol/L, CTAB 0,2 mmol/L e NaOH 40
mmol/L, em pH 12,2. Nas condi¢cdes otimizadas, a separagdo das
substancias de interesse foi realizada em menos de 2 minutos. O limite
de detecgdo para os trés analitos variou entre 0,022 e 0,029 g/L, e as
medidas de precisdo apresentaram resultados de coeficiente de variagdo
entre 0,62 e 4,69%. O método proposto foi aplicado na andlise
guantitativa dos principais acUcares em amostra de mel, que foram
simplesmente dissolvidas em &gua deionizada, filtradas e injetadas
diretamente no equipamento, sem qualquer outra etapa de tratamento
das amostras. Os resultados encontrados nas amostras foram entre 33,65
e 45,46 g/100 g para frutose, 24,63 e 35,06 g/100 g para glicose e <0,22
a 1,32 g/100 g para sacarose. O desempenho do método analitico
mostrou-se satisfatorio para a implementacdo do mesmo em laboratérios
de andlises de alimentos para a determinacdo rotineira destes aglcares
em mel de abelhas.

Palavras-chave: Determinacdo de acUcares. Eletroforese capilar. Mel.
Peakmaster®.
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1 Introducéo

O mel é um alimento natural produzido pelas abelhas a partir do
néctar das plantas. E composto de uma solucfo aquosa supersaturada de
aclcares, que contém minoritariamente outras substancias, como
minerais, proteinas, vitaminas, &cidos organicos, flavonoides, &acidos
fendlicos, enzimas, entre outras (WHITE, 1979a; ANKLAM, 1998). A
composicdo e a qualidade do mel dependem principalmente de sua
origem boténica e geografica, porém também sofrem influéncia de
fatores ambientais, condigdes de processamento e armazenamento
(ANKLAM, 1998).

Os agUcares constituem os principais componentes do mel,
contabilizando cerca de 95 g/100 g em matéria seca (ANKLAM, 1998;
KASKONIENE; VENSKUTONIS; CEKSTERYTE, 2010). Os acticares
redutores frutose e glicose sdo os dois principais; outros dissacarideos,
trissacarideos e oligossacarideos também estdo presentes, porém em
menores concentragdes (KUCUK et al, 2007; KASKONIENE;
VENSKUTONIS; CEKSTERYTE, 2010). Durante a produgio e a
comercializacdo do mel, podem ocorrer acdes fraudulentas, como por
exemplo, a adicdo direta de xaropes de sacarose, ou a alimentagdo
forcada das abelhas com xaropes. Neste sentido, a determinagdo dos
contetidos de frutose, glicose e sacarose sdo importantes na avaliacdo da
qualidade do mel (ANKLAM, 1998; CHENG et al., 2008).

A determinagdo de acucares em mel tem sido realizada
empregando diferentes métodos, sendo que 0s mais usuais empregam a
técnica de CLAE com deteccdo de indice de refracdo (IHC, 2002;
AOAC, 2005). Outros métodos utilizam de técnicas de CLAE com
detecgdo amperométrica pulsada (NOZAL et al., 2005), cromatografia
de troca idnica com deteccdo amperométrica (BOGDANOV; RUOFF;
ODDO, 2004), CG com deteccdo de ionizacdo em chama (COTTE et
al., 2004; SANZ et al., 2004; KASKONIENE; VENSKUTONIS;
CEKSTERYTE, 2010), CG acoplada a espectrometria de massas
(SANZ; SANZ; MARTINEZ-CASTRO, 2004), espectroscopia no
infravermelho  por transformada de Fourier (SIVAKESAVA,
IRUDAYARAI, 2001; WANG et al., 2010), espectroscopia Raman
(BATSOULLIS et al., 2005) e testes enzimaticos (CAVIA et al., 2002;
FALLICO; ARENA; ZAPPALA, 2008). Como uma técnica alternativa,
a EC tem sido ocasionalmente usada na andlise de aglcares em
diferentes matrizes alimentares, como sucos, iogurte, frutas, vinho,
arroz, bebidas (SOGA; SERWE, 2000; CAO et al, 2004
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CORTACERO-RAMIREZ et al., 2004; ROVIO; SIREN; SIREN, 2011)
e também em mel (CHENG et al., 2008).

A EC é uma importante técnica de separacdo que apresenta alta
resolugdo, e esta se tornando uma ferramenta de escolha na andlise de
muitas substancias (SOGA; SERWE, 2000). Muitas séo as vantagens da
EC quando comparada a outras técnicas analiticas, como o uso de um
volume muito pequeno de amostra, reduzido consumo de solventes,
rapidez das andlises, alta resolucdo, e minima preparacdo da amostra
(CAO et al., 2004; CHENG et al., 2008). O objetivo deste capitulo foi
desenvolver um método rapido para a determinagdo dos agucares
frutose, glicose e sacarose em mel, utilizando uma metodologia de EC.
O método desenvolvido foi validado e aplicado em amostras de mel de
diferentes origens geograficas.

2 Material e Métodos
2.1 Material

Todas as solucdes foram preparadas utilizando reagentes de grau
analitico, solventes de pureza cromatografica e agua purifica através de
deionizacdo (Deionizador Milli-Q, Millipore, Bedford, EUA). Acido
sorbico e CTAB foram obtidos da Sigma Aldrich (Santa Ana, EUA).
NaOH, D-(+)-glicose mono-hidratada, D-frutose e sacarose foram
adquiridas da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

Solugdes padrdo de estoque de frutose, glicose e sacarose foram
preparadas diariamente, armazenadas a 4 °C, e diluidas com &gua
deionizada até as concentragdes requeridas para os experimentos. Para a
analise dos aglcares em mel, foi utilizado um BGE composto de acido
sorbico 20 mmol/L, CTAB 0,2 mmol/L e NaOH 40 mmol/L, em pH
12,2.

2.2 Instrumentagdo

Os experimentos foram conduzidos em equipamento de EC
modelo 7100 (Agilent Techonologies, Palo Alto, EUA), equipado com
DAD no comprimento de onda de 254 nm (detec¢do indireta — &cido
sorbico). A temperatura foi mantida a 25 °C e os dados foram adquiridos
com auxilio do software HP ChemStation (v. A.06.01), fornecido pelo
fabricante do equipamento. Foram utilizados capilares de silica fundida
(Polymicro Technologies, Phoenix, EUA) com dimensdes de 60,0 cm de
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comprimento total, 8,5 cm de comprimento efetivo, 50 um de didmetro
interno e 375 pm de didmetro externo.

Capilares novos foram condicionados por 40 minutos com NaOH
1 mol/L, seguido de &gua deionizada por mais 40 minutos. No inicio de
cada dia, o capilar foi condicionado por 10 minutos com NaOH 1 mol/L,
10 minutos com agua deionizada e 15 minutos com o BGE. Entre as
corridas, o capilar foi recondicionado com o BGE por 2 minutos. No
final de cada dia de experimentos, o capilar foi lavado com NaOH 1
mol/L por 5 minutos e em seguida com agua por 10 minutos, e foi seco
com ar por 2 minutos.

A injecdo de todas as solug@es foi realizada pela extremidade do
capilar mais préxima a janela de deteccdo (outlet), no modo
hidrodindmico (50 mbar por 3 segundos, 1 mbar = 100 Pa), com pressédo
negativa. A voltagem utilizada na separacdo foi de 25 kV, com
polaridade negativa na extremidade da inje¢&o.

2.3 Amostras

O método proposto foi aplicado em dez amostras de mel obtidas
de produtores locais, através da EPAGRI de Santa Catarina. As
amostras foram coletadas entre os anos de 2008 e 2010, provenientes de
diferentes locais do Estado de Santa Catarina, e foram armazenadas em
temperatura ambiente até a utilizacéo.

Aliquotas de 2,5 g de mel foram pesadas, dissolvidas em agua
deionizada e transferidas para um baldo volumétrico de 50 mL, e em
seguida o volume do baldo foi aferido. A solucdo de mel foi entdo
filtrada através de membranas de 0,45 pm (Millipore, Bedford, MA,
EUA) e o filtrado foi dissolvido na propor¢do 1:10 em &gua deionizada,
atingindo a concentracdo final de 5 g/L. Esta solucdo foi injetada
diretamente no equipamento de EC sem nenhuma outra etapa de pré-
tratamento da amostra.

2.4 Validacdo do método

Com o objetivo de validar o método proposto, foram avaliados os
pardmetros de linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), precisao e exatiddo.

Para a avaliacdo da linearidade do método, a area dos picos
obtidos de frutose, glicose e sacarose foi plotada contra suas respectivas
concentracdes para construir uma curva de calibragdo para cada agucar,
com cinco niveis em cada curva. O método dos minimos quadrados foi
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empregado para determinar a linearidade e calcular os coeficientes de
determinacdo. Os LD e LQ foram determinados nas amostras de mel,
considerando a concentracdo de agUcar necessaria para gerar uma
relagdo sinal ruido de 3:1 e de 10:1, respectivamente. A precisdo
instrumental foi analisada através da injecdo da mesma solucdo padréo
por 20 vezes consecutivas, com posterior calculo do coeficiente de
variacdo (CV%). As precisdes intraensaio e interensaio foram avaliadas,
também através do CV%. Foram preparadas duas solu¢fes padrdo de
igual concentracdo para cada acUcar, e os eletroferogramas foram
obtidos todos no mesmo dia, em triplicata para a avaliacdo da preciséo
intraensaio (n = 6), e posteriormente em trés dias consecutivos, para a
avaliacdo da precisdo interensaio (n = 18). A exatidao foi avaliada em
termos da porcentagem de recuperacdo, determinada pelo método de
adicdo de padrdo, em trés niveis para cada acucar, sendo cada nivel
avaliado em triplicata.

3 Resultados e Discussao
3.1 Desenvolvimento do método

Para tornar possivel a anélise agUcares por EC, é necessario que o
BGE seja uma solucdo altamente alcalina, com pH acima de 12, para
ocorrer a ioniza¢do dos grupamentos hidroxila (pKa ~ 12) presentes nas
moléculas de agticar (SOGA; SERWE, 2000; ROVIO; SIREN; SIREN,
2011). Além disso, como os aglcares ndo apresentam grupamentos com
forte absorcdo na regido UV/Vis, ¢ preferida a deteccdo indireta, com a
adicdo ao BGE de uma substancia cromofora com alta absortividade
molar.

Considerando estes aspectos, o ion sorbato foi selecionado como
coion, pois é um forte cromoforo, e apresenta mobilidade similar a dos
acucares frutose, glicose e sacarose, 0 que é importante para minimizar
os valores de EMD. O fenmeno de EMD em eletrélitos fortes €
descrito por modelos baseados principalmente na diferenca entre a
mobilidade efetiva do analitos e a mobilidade efetiva do coion do BGE
(GAS et al., 2001). A concentracao indicada do coion foi de 20 mmol/L,
baseada no fato que concentragdes maiores provocam redugdo do FEO
com consequente aumento do tempo de corrida, enquanto concentracoes
menores que esta promovem corridas relativamente curtas, porém com
resolucdo inferior.

O NaOH foi escolhido como contraion, para permitir o pH do
BGE acima de 12. A concentracdo ideal do NaOH foi definida com o
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auxilio do software Peakmaster®, desenvolvido por Gas e colaboradores
(GAS et al., 2001; STEDRY; JAROS; GAS, 2002; STEDRY et al.,
2003). Através deste software foi possivel checar a ocorréncia de EMD,
a capacidade tamponante e a condutividade do BGE. A Figura 4,1,
construida com auxilio do software Peakmaster®, mostra as curvas de
mobilidade efetiva, EMD, capacidade tamponante e condutividade em
um sistema composto de um BGE com concentragdo constante de 20
mmol/L de &cido sérbico, e concentracdo variavel de NaOH na faixa
entre 25 e 70 mmol/L, as quais geraram os valores de pH representados
no eixo x da Figura 4.1.

50 q (A) r 10
45 Mobilidade|.
—

40 A
35

— T
N A O

30 1
25 1
20 A

15 } EMD F -2
10 A o4
5 4 r -6

11,5 11,7 11,9 12,1 12,3 12,5 12,7
pH

Mobilidade efetiva (10°° cm?/V s)
EMD (103 Sm?/mol)

120 4
(B)
100 1
80 -
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40 1

Capacidade tamponante (mmol/L)
Condutividade (102S/m)
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0
11,5 11,7 11,9 121 12,3 12,5 12,7
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Figura 4.1 — Otimizacédo do pH e da composi¢do do BGE para determinacéo de
acUcares emmel utilizando o software Peakmaster®. Concentragdo constante de
20 mmol/L &cido sdrbico e concentragdo de NaOH variavel de 25 a 70 mmol/L,
resultado nos valores de pH representados no eixo x. (A) Curvas de mobilidade
efetiva e EMD versus pH para os analitos de interesse. As setas indicam o eixo
y de cada parametro. (B) Curvas da capacidade tamponante e da condutividade

do BGE versus pH. Legenda: (A) frutose; (o) glicose; (0) sacarose; (m)
condutividade; (@) capacidade tamponante.
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Os resultados obtidos permitem definir a condicdo para uma
separacdo satisfatdria dos analitos com um BGE composto de 20
mmol/L de acido sérbico e 40 mmol/L de NaOH, em pH 12,2. Neste
valor de pH a capacidade tamponante é suficientemente alta, e o valor
de EMD é baixo o bastante para garantir a simetria dos picos obtidos.
Observando a Figura 4.1 percebe-se que em valores de pH mais altos as
curvas de mobilidade efetiva do par critico frutose/glicose comecam a se
sobrepor, 0 que significa que nestas condi¢cBes ndo ocorreria a separacao
com adequada resolucdo. Além disso, valores altos de pH provocam
incremento na condutividade do BGE, o que resultaria em aumento
excessivo da corrente resultante. Finalmente, para promover a separacéo
no modo coeletrosmético, optou-se pela adi¢do do tensoativo catibnico
CTAB, na concentracdo de 0,2 mmol/L, suficiente para promover a
reversdo do FEO (TAVARES; COLOMBARA; MASSARO, 1997).

Uma vez definidos o coion, o contraion e o tensoativo para
reverter o FEO, outros parametro do método de EC foram definidos
utilizando o software Peakmaster®, incluindo o comprimento do capilar
e a tensdo aplicada. O eletroferograma obtido de uma mistura de padrbes
de frutose, glicose e sacarose, sob as condi¢des otimizadas do método, €
mostrado na Figura 4.2, na qual é possivel observar que uma satisfatdria
separacdo com adequada resolucdo pdde ser obtida em menos de 2
minutos.
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Figura 4.2 — Eletroferograma da mistura de padrbes contendo frutose (1),
glicose (2) e sacarose (3). Condigdes: acido sérbico 20 mmol/L, CTAB 0,2
mmol/L, NaOH 40 mmol/L, pH 12,2; injecdo a -50 mbar por 3 segundos;
voltagem de +25 kV; capilar de 60 cm (L) X 8,5 cm (L¢f) x 50 pm (DI); 25 °C;
detecgo indireta em 254 nm (acido sorbico).

3.2 Parametros de validacédo

Ap6s a otimizagdo das condig¢fes analiticas do método, foi
avaliada a linearidade. As curvas padrdo foram construidas com cinco
niveis de solucBes padrdo, nas faixas de concentracdo de 1,0 a 20,0
mmol/L para frutose e glicose, e de 0,5 a 5 mmol/L para sacarose, sendo
cada solugdo injetada em triplicata. Foi observada uma relagdo linear
entre a area dos picos obtidos e a concentracdo dos analitos, resultando
em valores satisfatérios dos coeficientes de determinagéo para cada um
dos analitos (R? > 0,999), e intercepto das curvas analiticas proximos a
origem. A Tabela 4.1 reline os resultados obtidos para a linearidade do
método.



96

Tabela 4.1 — Resultados da validagdo quanto a linearidade, LD e LQ.
Analito Faixa linear® R’ LD? LQ®
Frutose 0,180 — 3,603 0,9993 0,026 0,088
Glicose 0,180 — 3,603 0,9995 0,026 0,097

Sacarose  0,171-1,172 0,9997 0,022 0,074

*Valores expressos em g/L.

Os resultados encontrados para o LD e para 0 LQ nas amostras
de mel foram respectivamente 0,026 e 0,088 g/L para frutose, 0,029 e
0,097 para glicose e 0,022 e 0,074 para sacarose (Tabela 4.1).

A precisdo do sistema de inje¢do foi avaliada injetando 20 vezes
consecutivas a mesma mistura de padrdes na concentracdo de 10
mmol/L (1,801 g/L) para frutose e glicose e de 2 mmol/L (0,685 g/L)
para sacarose. Todas as corridas foram realizadas nas mesmas condigdes
experimentais. Os eletroferogramas obtidos foram avaliados quanto ao
tempo de migracdo dos analitos e a area dos picos obtidos. Todos 0s
valores de CV% calculados estdo expostos na Tabela 4.2, e
apresentaram-se abaixo de 5%, indicando uma aceitadvel precisdo
instrumental para o método.

Tabela 4.2 — Resultado da avaliagdo da precisdo.

Parametro Valor (CV%)

Frutose Glicose Sacarose
Precisdo instrumental - area do pico 4,66 2,86 4,69
Precisdo instrumental - tempo de migracdo 0,66 0,70 1,29
Precisdo intraensaio - area do pico 3,87 2,43 2,02
Precisdo intraensaio - tempo de migracéo 0,69 0,62 0,93
Precisdo interensaio - area do pico 1,06 2,76 3,58

Precisdo interensaio - tempo de migracdo 2,06 2,93 3,50

A precisdo intraensaio (repetibilidade) foi estabelecida por trés
injecGes de duas solucbes padrdo preparadas na mesma concentracao: 10
mmol/L para frutose e glicose e 2 mmol/L para sacarose, resultando em
6 injecdes no total. A repetibilidade dos tempos de migracdo e da area
dos picos foi estimada entre 0,62 e 3,87 CV%. A precisdo interensaio
(intermediaria) foi determinada através de 6 injecdes de solucgdes padrdo
de frutose e glicose a 10 mmol/L e sacarose 2 mmol/L, por trés dias
consecutivos, totalizando 18 inje¢Ges. Os resultados variaram entre 1,06
e 3,58 CV%. A Tabela 4.2 mostra os resultados da precisdo intraensaio e
interensaio, 0s quais demonstram a satisfatdria precisdo do método.
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A exatiddo do método foi avaliada através de ensaios de
recuperacao, pela adi¢do de solucGes padrdes dos aglicares em amostras
de mel, sendo avaliados trés niveis de adi¢do para cada agucar: 5, 10 e
15 mmol/L (0,901, 1,801 e 2,702 g/L, respectivamente) para frutose e
glicose, e 1, 2 e 3 mmol/L (0,342, 0,685 e 1,027 g/L) para sacarose. Os
resultados da porcentagem de recuperacdo estdo apresentados na Tabela
4.3, e variaram entre 99,53 e 109,02% para frutose, 98,98 e 107,14%
para glicose e entre 96,20 e 108,15% para sacarose, demonstrando a
confiabilidade do método para a determinacdo destes trés aglcares em
amostras de mel.

Tabela 4.3 — Resultado dos ensaios de recuperacao.
Analito  Concentracdo Concentracdo  Recuperacdo CV%

adicionada (g/L) encontrada (g/L) (%)
Frutose 0,901 0,899 99,53 1,62
1,801 1,845 102,45 1,88
2,702 2,946 109,02 2,23
Glicose 0,901 0,892 98,98 1,52
1,801 1,692 93,83 2,09
2,702 2,895 107,14 1,83
Sacarose 0,342 0,341 99,85 1,48
0,685 0,659 96,20 1,78
1,027 1,111 108,15 2,38

3.3 Anélise das amostras

Apos sua otimizacdo e validacdo, o método proposto foi aplicado
com sucesso ha determinacdo dos principais aglcares presentes em
amostras de mel (n = 10), as quais foram preparadas conforme descrito
anteriormente. As concentracfes médias de frutose, glicose e sacarose
presentes nas amostras entdo apresentadas na Tabela 4.4. A Figura 4.3
mostra o eletroferograma obtido para a amostra VI.
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Tabela 4.4 — Contetido médio de frutose, glicose e sacarose (g/100 g)

nas amostras analisadas.

Amostra Frutose Glicose FIG Sacarose
| 38,93+0,61 3498+029 1,11 <LD
| 4546 +0,69 22,34+0,48 2,03 <LQ
i 38,56 +0,83 2690+0,33 1,43 <LQ
v 33,21+0,44 2651+003 1,25 1,32+0,01
Vv 40,22+1,00 3247+0,67 1,24 0,89 +0,01
VI 33,656+0,69 3539+0,30 0,9 <LQ
VII 39,33+0,74 3234+136 1,22 0,91+0,01
VIl 37,21+091 38,05+0,20 0,98 <LD
IX 3786 +1,19 3505+124 1,08 <LD
X 39,24+0,87 3492+043 1,12 <LD
F/G — razéo entre os conteldos de frutose e glicose.
LD — Limite de deteccdo, LQ — Limite de quantificacdo.
mAU
1004 FEO
80 -
60 1
40 4
1
20 1
0 A
-201 F
-40-
075 1 125 15 1.75 min

Figura 4.3 — Eletroferograma da amostra VI. Legenda: 1 — frutose; 2 — glicose;
FEO - fluxo eletrosmoético. Para condicOes da separacdo, ver Figura 4.2.

Do ponto de vista quantitativo, o aglicar mais abundante é a
frutose, com concentracdo nas amostras variando entre 33,65 e 45,46
0/100 g, seguido de glicose, com concentracdo entre 22,34 e 38,05 g/100



99

g. A proporcao entre estes dois aglcares no mel depende largamente da
origem do néctar, e a razdo frutose/glicose pode impactar no sabor do
mel, uma vez que a frutose é mais doce que a glicose (ANKLAM,
1998). Além disso, méis com alta razdo frutose/glicose podem
permanecer fluidos por mais tempo, pois a frutose tem solubilidade
maior que glicose. De fato, entre as amostras analisadas, percebeu-se
que as amostras VI e VII, cuja razdo frutose/glicose foi menor que 1,
apresentaram alto grau de cristalizacdo, enquanto todas as outras
permaneceram completamente fluidas.

A determinagdo do conteldo de sacarose é importante para
detectar a adulteracdo de méis pela adicdo de xaropes (ANKLAM,
1998). Em paralelo, altos teores de sacarose no mel também podem
indicar retirada prematura do mel dos favos da colmeia, considerando
gue a sacarose presente no néctar ndo foi totalmente transformada em
glicose e frutose pela acdo da invertase das abelhas (KUCUK et al.,
2007). O conteldo médio de sacarose presente em todas as amostras
analisadas mostrou-se abaixo do limite estabelecido pela legislacéo
brasileira, que é de no méximo 6 g/100 g de mel (BRASIL, 2000).

4 Concluséo

Um novo método para a determinacdo de frutose, glicose e
sacarose em amostras de mel através da técnica de EC foi desenvolvido
e otimizado neste capitulo. O método apresentou alta eficiéncia, baixo
custo de analise com minimo consumo de reagentes e preparacdo
simples da amostra. Sob as condicfes otimizadas, os trés aglcares
analisados foram completamente separados e quantificados em menos
de dois minutos, com adequada linearidade, precisdo e exatiddo. O
método proposto foi aplicado em dez amostras de mel, que apresentaram
resultados satisfatorios. Nao foi encontrado na literatura revisada
nenhum método mais rapido que este para a determinacdo destes
acucares em amostras de mel.
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MEL CATARINENSE: CARACTERIZACA~O FISICO-QUIMICA,
COMPOSTOS BIOATIVOS E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

Resumo

Neste capitulo foram determinadas e comparadas as caracteristicas
fisico-quimicas (umidade, condutividade elétrica, acidez livre, pH, teor
de minerais, HMF, diastase, frutose, glicose, sacarose e cor), bem como
a presenga de compostos bioativos e atividade antioxidante de 40
amostras de mel provenientes de 8 regides do Estado de Santa Catarina.
Quanto aos parametros fisico-quimicos, somente as amostras da regido
G apresentaram valores fora dos limites estabelecidos para umidade e
acidez livre, provavelmente relacionados a colheita prematura das
amostras ou sob condicbes de alta umidade. Os pardmetros de
condutividade elétrica e contelido estimado de minerais apresentaram
forte correlacdo entre si (r = 0,99) Todas as amostras apresentaram
contetdos importantes de compostos fendlicos, carotenoides totais e
atividade antioxidante, variando significativamente para amostras de
diferentes regides (p < 0,05). Foi encontrada uma forte correlagéo entre
0 conteddo de compostos fenodlicos e atividade antioxidante,
determinada pelos métodos DPPH e FRAP. Este estudo demonstra
variacdes significativas nas caracteristicas quimicas e na atividade
antioxidante das amostras, dependendo da sua origem geografica. Os
resultados obtidos comprovam a qualidade do mel catarinense e seu
potencial de consumo como alimento funcional na dieta.

Palavras-chave: Atividade antioxidante. Caracterizacéo fisico-quimica.
Compostos fenolicos. Mel.
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1 Introducéo

O mel é um alimento natural, produzido pelas abelhas, a partir do
néctar das plantas, e consiste em uma solucdo aquosa supersaturada de
acUcares, composta principalmente de frutose e glicose (ANKLAM,
1998; BERTONCELJ et al., 2007). Outros constituintes minoritarios do
mel sdo proteinas, enzimas, aminoacidos, &cidos organicos, lipideos,
vitaminas, compostos volateis, acidos fendlicos, flavonoides,
carotenoides, produtos de Maillard e minerais (WHITE, 1979;
GHELDOF; WANG; ENGESETH, 2002; BLASA et al., 2006).

A composicdo do mel ¢é bastante varidvel, sendo que os fatores
gue mais contribuem sdo a origem floral (as plantas das quais foi
coletado o néctar pelas abelhas) e a origem geografica das amostras.
Outros fatores que também afetam na composicdo e qualidade do mel
sdo as condicOes ambientais e climéticas, o processamento, manipulagdo
e armazenamento do produto (ANKLAM, 1998; BERETTA et al., 2005;
TURHAN et al., 2008). No Brasil, os critérios de qualidade fisico-
quimicos do mel sdo estabelecidos pelo pela Instrugdo Normativa n° 11,
de 20 de outubro de 2000, elaborada pelo MAPA, que estabelece os
limites minimos ou maximos para parametros relacionados a
maturidade, pureza e deteriora¢do das amostras (BRASIL, 2000).

Nos Gltimos anos percebe-se uma crescente demanda por
produtos naturais com atividade funcionais na dieta, devido
provavelmente aos possiveis efeitos negativos dos aditivos artificiais na
salde humana e ao crescente interesse dos consumidores por este
assunto (BALTRUSAITYTE; VENSKUTONIS; CEKSTERYTE,
2007). A atividade antioxidante é uma das mais importantes fungdes
fisiol6gicas dos alimentos, e protege o organismo contra danos
oxidativos, prevenindo a ocorréncia de varias patologias, tais como o
cancer, doencas cardiovasculares e diabetes (GUTTERIDGE;
HALLIWELL, 1994).

O mel é reconhecido por ter propriedades terapéuticas ha muitos
anos, sendo um importante ingrediente da medicina tradicional
(BERETTA et al., 2005; FERREIRA et al., 2009). Além disso,
recentemente tem-se valorizado o seu potencial como alimento natural
antioxidante, devido a presenca de compostos bioativos como
flavonoides, acidos fenodlicos, acido ascérbico, carotenoides, catalase,
peroxidase, e alguns produtos da reagdo de Maillard
(BALTRUSAITYTE; VENSKUTONIS; CEKSTERYTE, 2007;
BERTONCELJ et al., 2007; SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010).
O consumo de mel é reportado como efetivo no aumento da capacidade
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antioxidante e redutora total do plasma em humanos (GHELDOF;
WANG; ENGESETH, 2002). Em paralelo, muitos autores ja
investigaram as propriedades quimicas e biolégicas do mel,
demonstrando sua importante atividade antioxidante in vitro (BLASA et
al., 2006; BERTONCELJ et al, 2007; KUCUK et al., 2007,
BERTONCELJ et al., 2007; AL et al., 2009; FERREIRA et al., 2009;
SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010).

O Brasil possui um grande potencial na producdo de mel, sendo
atualmente o 10° maior produtor mundial, com producéo estimada em
mais de 38 mil toneladas de mel no ano de 2009 (FAO, 2011). O Estado
de Santa Catarina é o 4° maior produtor nacional, responsavel por 11,6%
do volume total de mel produzido no Brasil em 2009 (IBGE, 2011). A
atividade apicola no pais todo gera importantes beneficios econémicos e
sociais, porém ainda é pouco explorada, devido principalmente ao baixo
consumo do mel in natura, estimado em apenas 100 g/hab/ano. Em
paises da comunidade europeia, 0 consumo de mel é em média de 700
g/hab/ano, mostrando a necessidade da divulgacdo deste produto junto a
populacdo brasileira (FAO, 2011; VIEIRA, 2011).

Apesar de existirem muitos estudos na literatura sobre mel, pouco
se sabe sobre o mel produzido em Santa Catarina. Assim, este capitulo
teve como objetivo realizar a caracterizacdo de amostras de mel do
Estado de Santa Catarina, considerando parametros fisico-quimicos, a
presenca de compostos bioativos e a determinagdo da atividade
antioxidante das amostras, apresentando seus beneficios como alimento
funcional, impulsionando seu consumo e incentivando a cadeia
produtora apicola

2 Material e Métodos
2.1 Material

Os reagentes utilizados foram todos de grau analitico, nacionais
ou importados. Os reagentes TBS, SDS, acido sérbico, CTAB, cafeina,
Folin-Ciocalteu, 2,4,6-tris-(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ), 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil (DPPH) e os padrdes de K*, Ca*, Na', Mg*, Mn?,
Ba**, HMF, foram obtidos da Sigma Aldrich (Santa Ana, EUA). Os
reagentes hidréxido de sodio, cloreto de sodio, acido acético, &cido
latico, acetato de sodio, amido, iodo, acido ascérbico, cloreto férrico,
sulfato ferroso, acido galico, carbonato de sodio, B-caroteno, frutose,
glicose, sacarose e 0s solventes metanol, acetona, e hexano serdo todos
obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). A agua utilizada foi filtrada
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por sistema de deionizacdo (deionizador Milli-Q, Millipore, Bedford,
EUA).

Os principais equipamentos utilizados foram: condutivimetro
modelo Tec-4MP, pH-metro Quimis, espectrofotdmetro modelo HP
8452A (Cheadle Heath, Stockport Cheshire, UK), eletroforese capilar
modelo 7100 (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), capilares
Polymicro (Polymicro Technologies, Phoenix, EUA), e colorimetro
portéatil Minolta CR-400 Chroma.

2.2 Amostras

Foram analisadas 40 amostras de mel, obtidas através de uma
parceria com a EPAGRI de Santa Catarina. As amostras foram coletadas
entre os meses de novembro de 2010 e fevereiro de 2011, provenientes
de estagBes experimentais localizdas em oito municipios do Estado de
Santa Catarina; Itaiopolis, Florian6polis, Sdo Joaquim, Lauro Muller,
Vidal Ramos, Sdo Miguel do Oeste, Videira e Campos Novos, sendo
cinco amostras coletadas por regido. A posicdo geografica e a
localizagdo dos municipios estdo descritas na Tabela 5.1 e na Figura 5.1.
Todas as amostras foram armazenadas em frascos plasticos, ao abrigo da
luz e em temperatura ambiente até o momento das analises.

Tabela 5.1 — Descrigdo geografica dos municipios de origem das amostras.

Amostra  Municipio Latitude Longitude  Altitude (m)
A(n=5) ltaidpolis 26°20° 24" 49°53° 4 923

B (n=5) Florianopolis 27°35° 49 48°32° 567 0
C(n=5) Séo Joaquim 28°26° 13> 49°95° 6 1.217

D (n=5) Lauro Muller 28°23’ 34" 49°23’ 48> 220

E (n=5) Vidal Ramos 27°24° 33> 49°23° 60 661
F(n=5) S&o Miguel do Oeste 26°46° 96 53°30° 78 606

G (n=5) Videira 26°58° 40 51°11° 35 690

H (n=5) Campos Novos 27°22° 59" 51°13° 16> 961




108

Brasil

Santa Catarina

Figura 5.1 — Municipios de origem das amostras: A — ltaliopolis; B —
Floriandpolis; C — S&o Joaquim; D — Lauro Muller; E — Vidal Ramos; F — Séo
Miguel do Oeste; G — Videira; H — Campos Novos.

2.3 Caracterizacao fisico-quimica

O contetdo de umidade foi determinado com base no método
refratométrico. O indice de refracdo das amostras de mel foi
determinado a temperatura ambiente usando um refratbmetro de Abbé.
As leituras obtidas foram entdo corrigidas para a temperatura padréo de
20 °C através do uso de um fator de correcédo de 0,00023 por grau acima
ou abaixo do padrdo. O teor de umidade correspondente ao indice de
refracdo foi calculado usando a tabela de Wedmore, e expresso em
0/100 g de mel (AOAC, 2005).

A condutividade elétrica foi determinada em uma solucéo de
mel a 20% m/v em agua destilada, a 25 °C, usando um condutivimetro.
Os resultados foram lidos diretamente no equipamento e expressos em
mS/cm (BOGDANOV, 1999).

A determinacéo de acidez fundamenta-se na neutralizacdo de
uma massa conhecida de mel por uma solugdo padronizada de NaOH
0,1 mol/L até pH 8,5. Aliquotas de 10 g de amostra de mel foram
diluidas em 75 mL de 4gua destilada com agitagdo magnética. Com o
auxilio de um pH-metro foi verificado o valor inicial do pH da amostra.
Para a determinacéo da acidez livre, esta solucdo foi titulada com NaOH
0,1 mol/L até alcancar pH 8,5. O valor da acidez livre foi calculado com
auxilio da equacdo: acidez livre = (v x f x 100)/m, sendo que Vv
corresponde ao volume (mL) de NaOH 0,1 mol/L gasto na titulacdo da
amostra, f é o fator de corre¢do da solucdo de NaOH 0,1 mol/L e m é a
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massa da amostra (g) utilizada na analise. Os valores foram expressos
em mEg/kg (AOAC, 2005).

O teor de minerais foi estimado pela soma dos contetdos
individuais dos cations K*, Ca?*, Na', Mg® e Mn®" e expresso em
mg/kg. Tais cétions foram determinados utilizando uma metodologia de
EC, e os dados sobre o desenvolvimento, validacdo, e aplicacdo desta
metodologia nas amostras de mel estdo apresentados no Capitulo 3
desde trabalho.

O contetido de HMF foi determinado utilizando o método de
MECC com deteccdo por DAD, e expresso em mg/kg. As condi¢des do
método foram: BGE composto de TBS 5 mmol/L e SDS 120 mmol/L,
em pH 9,3; capilar de 32 cm de comprimento total, 8,5 cm de
comprimento efetivo e 50 pm de didmetro interno; injecdo
hidrodindmica a -50 mbar por 3 segundos; voltagem de -15 kV;
temperatura de 25 °C; e deteccdo direta em 284 nm. Para mais detalhes
sobre o desenvolvimento e a validacdo deste método, ver Capitulo 2.

A atividade diastasica foi determinada de acordo com AOAC
(2005). Amostras de 5 g de mel foram diluidas em 10 mL de &gua
destilada, tamponadas com 2,5 mL de tampéo acetato 1,59 mol/L (pH
5,3) e transferidas para um baldo volumétrico de 25 mL contendo 1,5
mL de NaCl 0,5 mol/L. O volume entdo foi completado com agua
destilada. 5 mL desta solugcdo foram transferidos para um tubo de
ensaio, deixado posteriormente em banho-maria a 40 °C juntamente com
um segundo tubo de ensaio contendo solugdo de amido 1%. Apos 15
minutos, 2,5 mL da solu¢do de amido foram transferidos para o tubo
contendo a solugdo de mel, com agitagdo e cronometragem do tempo.
Apbs 5 minutos, 0,25 mL da mistura foram combinados com 2,5 mL de
uma solucédo de iodo 0,00035 mol/L e com o volume de 4gua destilada
requerido para que a absorbéancia inicial a 660 nm fosse 0,760 +.0,02. A
reacdo foi repetida em intervalos de 5 minutos até que a absorbancia
atingisse 0,235 ou menos. Com 0s valores obtidos, foram construidos
graficos da absorbancia versus o tempo, para o calculo de t,, que é
tempo (minutos) necessario para atingir a absorbancia de 0,235. O
quociente 300/t resultou na atividade diastésica, expressa em mL de
solugdo de amido 1% hidrolisada por 1 hora pela enzima presente em 1
g de mel, em unidades Schade ou Gothe. (AOAC, 2005; KUCUK et al.,
2005).

A determinacdo dos agucares frutose, glicose e sacarose foi
realizada através de método indireto de EC, com BGE composto de 20
mmol/L de &cido sérbico, 0,2 mmol/L de CTAB e 40 mmol/L de NaOH,
em pH 12,2. O capilar utilizado possuia 60 cm de comprimento total,
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8,5 cm de comprimento efetivo e 50 pm de didmetro interno. A inje¢ao
foi realizada de modo hidrodindmico (-50 mbar, 3 s), e a voltagem
aplicada foi de 25 kV. A temperatura foi mantida a 25 °C, e a detecgéo
indireta foi realizada em 254 nm, através do &cido sérbico. A descricdo
completa do desenvolvimento e da validacdo do método esta presente no
Capitulo 4. Os resultados foram expressos em g/100 g.

A cor das amostras foi analisada através do método
instrumental ndo-destrutivo CIE L*a*b*, com auxilio de um colorimetro
portatil calibrado com um padrdo branco. Em amostras que
apresentaram algum grau de cristalizacéo, foi utilizado aquecimento em
banho-maria a 45 °C para dissolver cristais de aglicar presentes. As
amostras foram transferidas para cubetas onde foram realizadas as
leituras dos parametros L*, a* e b*, diretamente do equipamento
(BERTONCELJ et al., 2007).

2.4 Compostos bioativos e atividade antioxidante

O contetdo de compostos fendlicos totais foi determinado
através do método espectrofotométrico de  Folin-Ciocalteu
(SINGLETON; ROSSI, 1965). Aliquotas de 100 pL de uma solugdo
aquosa de mel (0,2 g/mL) foram misturadas com 2 mL de agua destilada
e 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu em baldo volumétrico de 10
mL. Ap6s 2 minutos, foram adicionados 1,5 mL de carbonato de sédio
20% m/v, a solugdo foi novamente misturada, e o volume foi aferido
com 4&gua destilada com posterior homogeneizagdo. A solucdo
permaneceu 2 horas no escuro, e em seguida a absorbancia em 765 nm
foi determinada em espectrofotdmetro. O conteldo de compostos
fendlicos totais foi calculado por comparacdo com uma curva padrao
construida usando acido galico (50 — 300 mg/L), e foi expresso em
miligramas de equivalente a acido galico (mg EAG)/100 g de mel.

Para a determinacdo do conteldo de carotenoides, 2 g de mel
foram extraidos com 10 mL de uma mistura de acetona e hexano (4:6),
durante 10 minutos sob vigorosa agitacdo. Em seguida, foi realizada a
leitura da absorbdncia a 450 nm da fracdo orgénica em
espectrofotdbmetro. O conteldo de carotenoides foi calculado por
comparagdo com uma curva padrio construida com B-caroteno (0 — 100
mg/mL), e expresso em miligramas equivalentes a [B-caroteno (mg
EBC)/kg de mel (FERREIRA et al., 2009; ALVAREZ-SUAREZ et al.,
2011).

A avaliacdo da atividade antioxidantes das amostras foi
realizada através de dois métodos baseados em diferentes principios e
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condicdes experimentais: 0 método de seqliestro de radicais do DPPH,
de acordo com Brand-Williams, Cuverlier e Berset (1995), e 0 método
do poder redutor FRAP, descrito por Benzie e Strain (1996) e
modificado por Bertoncelj et al. (2007). A solugdo de andlise foi
preparada com 5 g de mel diluidos em quantidade suficiente para 25 mL
com agua destilada.

O método do radical DPPH é um dos mais rapidos para avaliar
a habilidade da transferéncia de elétrons/hidrogénio em diversas
matrizes com potencial antioxidante (BERETTA et al., 2005). O DPPH
é um radical organico estavel de nitrogénio amplamente utilizado para
testar a capacidade de inibicdo de radicais livres de diversas matrizes. A
presenca de elétrons desemparelhados no DPPH é responséavel pela forte
absorcdo maxima no comprimento de onda de 515 nm, resultando na cor
purpura. A alteracdo da cor purpura para amarelo ocorre quando o
elétron desemparelhado forma um par com o hidrogénio doado pelo
composto antioxidante, convertendo o DPPH para sua forma reduzida
(BERTONCELJ et al., 2007; SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010).
O radical DPPH foi preparado na concentracdo de 0,1 mmol/L em
metanol. Essa solucdo foi diluida na proporcdo 1:100 em metanol 80%
vlv, até a absorbéncia inicial de 0,800 em 515 nm. Em uma cubeta, foi
verificada a absorbancia de 2,9 mL da solucdo de DPPH (A;) e em
seguida adicionados 100 pL da solugdo de mel. A mistura ficou no
escuro por 30 minutos e em seguida a absorbancia foi novamente
medida (Az). Uma prova em branco foi realizada utilizando somente
agua destilada ao invés da solucdo de mel. A percentagem de inibi¢&o
dos radicais foi calculada através da equacdo: % = (1 - As/Ag) x 100.
Uma curva padrao foi preparada usando acido ascorbico (0 — 100 mg/L),
e os resultados expressos em miligramas equivalentes a acido ascorbico
(mg EAA)/100 g de mel (BRAND-WILLIAMS; CUVERLIER;
BERSET, 1995).

O método FRAP estima diretamente os antioxidantes e
redutores presentes em uma amostra, baseado na habilidade da amostra
em reduzir o Fe™ (oxidado) em Fe*? (reduzido) (BERETTA et al.,
2005). O reagente de FRAP foi preparado diariamente, e consiste em
uma mistura de uma parte de TPTZ 10 mmol/L em HCI 40 mmol/L,
uma parte de FeClz 20 mmol/L, e dez partes de tampao acetato de sédio
0,3 mol/L, pH 3,6. Aliquotas de 200 puL da solugdo de mel foram
misturadas com 1,8 mL do reagente de FRAP e deixadas por 10 minutos
em banho-maria a 37 °C. Em seguida a absorbancia foi medida a 593
nm. Um solugdo aquosa de FeSO,.7H,0 (0 — 750 umol/L) foi usada na
preparagdo de uma curva padrdo, e os resultados expressos em pmols
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equivalentes a Fe (I11)/100 g de mel (BENZIE; STRAIN, 1996;
BERTONCELJ et al., 2007).

2.5 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram tratados com auxilio do software
Statistica 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA). Todas as andlises foram
realizadas em triplicata para cada uma das amostras de mel, e 0s
resultados foram expressos como média + desvio padrdo das cinco
amostras de cada regido. As médias de cada regido foram entdo
submetidas & analise de variancia (ANOVA) e teste HSD de Tukey para
verificar diferengas entre as médias, sendo que diferencas ao nivel de
5% (p < 0,05) foram consideradas estatisticamente significantes.
Também foram avaliadas as regressGes lineares entre os parametros
através do coeficiente de determinacéo (R?) e calculado o coeficiente de
correlagdo de Pearson (r) para detectar relagdes entre as variaveis em
estudo.

3 Resultados e Discussao
3.5 Caracterizacéo fisico-quimica

Os resultados encontrados para a caracterizagdo fisico-quimica
das amostras de mel podem ser apreciados nas Tabelas 5.2, 5.3 e 5.4.
Foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) entre as médias
obtidas em todos os parametros avaliados.

O contetido de umidade das amostras variou entre 16,99 e 21,71
0/100 g (Tabela 5.2). Somente as amostras da regido G apresentaram
teor de umidade acima do limite estabelecido pela legislacdo brasileira,
que é de 20 /100 g (BRASIL, 2000). Altos teores de &gua indicam
colheita prematura do mel ou sob condi¢des de alta umidade, e podem
levar a fermentacdo indesejavel dos aclcares presentes, conferindo
gosto amargo ao mel e afetando sua qualidade (AJLOUNI,
SUJIRAPINYOKUL, 2009; SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010).
O contetdo de &gua é considerado um bom critério na avaliagdo da
qualidade do mel (AL et al., 2009).
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Tabela 5.2 — Caracteristicas fisico-quimicas determinadas nas amostras de mel.

Regido Umidade Condutividade  Acidez livre pH Minerais
(9/100g)  elétrica (mS/cm) (meg/kg) (mg/kg)

A 16,99 + 0,55° 0,32 +0,03° 24,75+3,26° 3,74+0,11°° 675,49 + 77,15°

B 17,99 + 0,46 1,00 +0,01° 30,10 +1,63°  4,12+0,06° 2294,76 + 149,66

C 19,46 + 0,89°° 0,60 + 0,07° 30,79 +3,17° 4,13+0,21*  1381,88 + 206,31°

D 18,37 £ 0,90° 0,49 + 0,03° 31,40 +4,96°  4,03+0,25*" 1049,22 +110,93°

E 17,84 +0,39%" 0,33+0,01%® 44,80 +253*" 3,68 +0,22°%" 676,21 + 25,84°

F 18,71 +0,28° 0,28 +0,01° 2053+1,01° 3,19+0,06° 583,97 +20,09°

G 21,71 +0,24* 0,64 +0,01° 52,18 +1,54°  3,48+0,07°% 1340,77 + 16,37°

H 18,04 +0,08%® 0,40 + 0,01° 4442 +6,65°  3,41+0,17"¢ 712,99 +9,51°

Valores expressos como média + desvio padrdo (n =5 para cada regiéo).

ab,c,de

de Tukey (p < 0,05).

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as médias de acordo com teste
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A condutividade elétrica encontrada nas amostras variou entre
0,28 e 1,00 mS/cm e apresentou grande variabilidade entre as regifes
(Tabela 5.2). As amostras da regido B apresentaram os maiores valores,
e as amostras das regifes A, E e F os menores valores. Outros autores
também encontraram valores de condutividade bastante varidveis entre
amostras de mel: entre 0,23 e 1,22 para méis da Italia (FALLICO;
ARENA; ZAPPALA, 2008), entre 0,33 e 0,94 para méis da India
(SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010), e entre 0,20 e 2,09 para méis
da Espanha (MANZNARES et al., 2011).

Os valores de acidez livre encontrados estiveram entre 24,75 e
52,18 meqg/kg (Tabela 5.2). Novamente as amostras da regido G foram
as Unicas que apresentaram valores fora do limite legal, de 50 meqg/kg
(BRASIL, 2000). Como estas amostras mostraram altos teores de
umidades, era esperada a ocorréncia de fermentacdo, confirmada pela
alta acidez das amostras. Assim, pode-se inferir que as amostras da
regido G foram colhidas antes da completa maturacdo do mel nos favos,
ou mesmo sob condigdes climaticas de alta umidade. Khalil, Sulaiman e
Gan (2010) avaliaram amostras de mel da Malasia e também
encontraram amostras com altos valores de umidade associados com
teor de acidez acima do limite.

Todas as amostras apresentaram carater cido, tipico do mel,
com pH variando entre 3,19 e 4,13 (Tabela 5.2). Os valores foram
semelhantes aos encontrados em amostras do Uruguai, Portugal, india e
Argentina com pH variando entre 3,0e 4,3,35¢e4,2,3,7e44e32¢
4,1, respectivamente (CORBELLA; COZZOLINO, 2006; FEAS et al.,
2010a; SAXENA, GAUTAM; SHARMA, 2010; ISLA et al., 2011).

O teor estimado de minerais foi bastante variavel de acordo com
a procedéncia das amostras e apresentou valores entre 583,97 e 2294,76
mg/kg, com 0s menores valores encontrados para as amostras das
regibes A, E, F e H (Tabela 5.2). As amostras da regido B apresentaram
0s maiores valores, quase quatro vezes superior aos daquelas regides.
Este fato pode ser explicado pela regido de origem ser uma ilha, onde o
mar atua como uma fonte extra de sais minerais (POHL, 2009). Alvarez-
Suarez et al. (2011) também encontraram maior contetdo de minerais
em amostras provenientes de regides litoraneas. Além disso, foi
encontrada uma forte correlagdo positiva e linear entre o contetido de
minerais e a condutividade elétrica (Figura 5.2), com R? de 0,98 e r de
0,99. Outros autores encontraram correlagcbes similares, com
coeficientes de 0,99 para méis de Portugal e 0,98 em méis Indianos
(FEAS et al., 2010a; SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010).



115

1,2 -
y=0,0004x+0,0689

R?=0,9808

0,8 1

0,6 1

04 4

Condutividade elétrica (mS/cm)

Regides
* A = E
0.2 1 oB oF
oC +G
oD AH
0 T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Minerais (estimado, mg/kg)

Figura 5.2 — Regressdo linear obtida entre o contelido estimado de minerais e a
condutividade elétrica das amostras.

A substancia HMF ndo foi detectada nas amostras provenientes
das regides A, B, C, D, E e F, e o contetdo encontrado nas amostras das
regides G e H foi de respectivamente 4,26 e 7,69 mg/kg. A atividade
diastasica das amostras variou entre 9,10 e 28,90 unidades Goethe
(Tabela 5.3). Esses dois parametros sdo reconhecidos mundialmente
como indicadores do frescor do mel, sendo que as amostras devem
apresentar HMF inferior a 60 mg/kg e diastase superior 8 unidades
Goethe para estarem de acordo com a legislacdo nacional (BRASIL,
2000; KUGUK et al.,, 2007, BARONI et al., 2009). Deste modo,
percebe-se que os resultados foram altamente satisfatorios,
demonstrando que nenhuma das amostras sofreu aquecimento excessivo
e nem foi armazenada por periodos longos de tempo (ANKLAM, 1998;
KUCUK et al., 2007).
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Tabela 5.3 — Contetdo de HMF e atividade diastasica
determinados nas amostras de mel.

Regido HMF (mg/kg) Diastase (un. Gothe)
A ND 9,10 + 1,45°
B ND 18,87 +0,75°
C ND 15,89 + 2,37°
D ND 11,65 + 0,62°
E ND 10,77 +3,52°
F ND 19,38 +2,78°
G 4,26 +0,58° 27,13 +1,14°
H 7,69 + 0,78 28,90 + 0,63

Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 5 para cada regido).
ab¢ | etras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas
entre as médias de acordo com teste de Tukey (p < 0,05).

ND — ndo detectado

Os acUcares representam 0s principais constituintes do mel,
principalmente os aclcares redutores frutose e glicose (KUCUK et al.,
2007; AL et al., 2009). O conteudo de frutose nas amostras variou entre
34,60 e 39,69 g/100 g e em todas as amostras foi superior ao contetdo
de glicose, que variou entre 26,47 e 33,06 g/100 g (Tabela 5.4). Estes
valores sdo similares aos apresentados por outros autores (FALLICO et
al., 2004; TOSI et al., 2008; OUCHEMOUKH et al., 2010). A taxa
frutose/glicose calculada para todas as amostras apresentou-se acima de
1, indicando a fluidez das amostras, o que foi confirmado visualmente
(AL et al., 2009). A soma dos contetidos de frutose e glicose das
amostras de seis regides foi superior a 65 g/100 g, que é o limite minimo
estabelecido para o conteldo de aglcares redutores (BRASIL, 2000).
Entretanto, como néo foi quantificado o contetdo de aglcares redutores
totais, e sim somente frutose e glicose, ndo se pode afirmar que as
amostras das duas outras regifes estdo fora dos padrdes legais. Quanto
ao teor de sacarose, nenhuma amostra apresentou quantidades
detectaveis deste aglcar ndo-redutor, estando todas de acordo com o
valor da legislacdo (menor que 6 g/100 g, BRASIL, 2000).
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Tabela 5.4 — Conteldos de frutose, glicose e sacarose (g/100 g) encontrados nas
amostras.

Regido Frutose Glicose F+G F/G Sacarose
37,27 +2,50**¢ 33,06+1,83" 70,33+4,07 113 <LD
39,69+204* 2647+120° 66,16+227 150 <LD
38,77 +1,48*" 31,97+1,41%°° 70,74+249 121 <LD
36,90 +1,78*"° 31,79 +2.83*"° 68,69+4,22 1,16 <LD
37,95+1,51*" 3226+1,28*" 70,21+199 1,18 <LD
35,58 £2,59°° 29,00 +1,32°°" 6458+271 123 <LD
34,60+1,28° 28,79+1,32"" 63,39+132 120 <LD
37,15+ 1,70**° 2860+1,39% 6575+227 130 <LD
Valores expressos como média + desvio padréo (n = 5 para cada regido).
abed | etras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre
as médias de acordo com teste de Tukey (p < 0,05).

F+G — soma dos contetdos de frutose e glicose; F/G — razéo entre os conteddos
de frutose e glicose; LD — limite de detecgdo.

ITIOTTMOOm>

As caracteristicas de cor das amostras estdo apresentadas na
Tabela 5.5. Com base no critério de que méis com valor de L* > 50 séo
considerados claros e com L* < 50 sdo considerados escuros, todas as
amostras podem ser consideradas escuras, pois o valor de L* variou
entre 21,15 e 34,37 (SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010). As
amostras das regiGes B e H apresentaram os menores valores, sendo
entdo as mais escuras. O coeficiente r entre o valor de L* e o contetido
de minerais estimado nas amostras foi de -0,69, e indica que os minerais
contribuem para a intensidade da cor do mel, confirmando o que outros
autores ja haviam reportado (GONZALEZ-MIRET et al., 2005; AL et
al., 2009). Os valores de a* variaram de 2,69 a 5,69, enquanto os valores
de b* estiveram entre -1,62 e 6,67, e sdo semelhantes ao encontrados por
Ajlouni e Sujirapinyokul (2009) e por Saxena, Gautam e Sharma (2010)
em amostras de mel da Austréalia e da India, respectivamente.
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Tabela 5.5 — Parametros referentes a cor das amostras analisadas.

Regido L* a* b*

A 34,37 + 4,10° 4,39 +1,07*° -1,62+0,72°
B 21,15 +0,74° 4,72 +0,31%° 6,09 + 1,02
C 30,56 + 3,43%° 4,97 +1,37*° 2,04 +0,82%°
D 32,56 + 4,29*° 541 +1,13 -1,11 +0,26°
E 32,52 +4,37*° 4,02 +1,47*° 0,34 +0,33"
F 32,36 +2,19*° 2,69 + 1,50 6,07 + 2,56
G 31,31 +5,03*° 5,69 + 1,50 -1,13+0,89°
H 25,40 + 3,59"¢ 4,85 + 0,50*" 6,67 + 1,42

Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 5 para cada regido).
b | etras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas
entre as médias de acordo com teste de Tukey (p < 0,05).

3.6 Compostos bioativos e atividade antioxidante

Os valores encontrados para o conteldo de compostos fenélicos
totais, carotenoides totais e para a avaliacdo da atividade antioxidante
pelos métodos DPPH e FRAP das amostras de mel analisadas podem ser
observados na Tabela 5.6. Em todas as determinagbes foram
encontradas diferencas significativas entre as médias das diferentes
regides (p < 0,05).

Tabela 5.6 — Caracteristicas bioativas encontradas nas amostras.

Regido Fendlicos totais Carotenoides DPPH FRAP
(mg EAG/ totais (mg (mg EAA/ (umol Fe 11/
100 g) EBC/kg) 100 g) 100 g)
A 36,37 +2,01 11,66 +0,95° 9,55+ 1,04°° 90,13 + 21,65°
B 71,69+ 7,70°  9,92+1,12* 16,96 +2,56° 53,03 + 26,89
C 41,03+3,06°0  7,46+3,12*" 1219+1,53" 69,84 +63,38"
D 46,03 + 1,46° 9,75+1,82*" 1250+ 1,79° 22,39 + 16,28"¢
E 4417+251%"  634+109° 938+0,67°° 76,92+9,02°
F 4153+143%"  706+145*° 11,68+ 1,50° 50,44 +6,51°
G 69,32 +1,35°  6,44+319° 19,09+177%° 69,73 +8,59"
H 62,39 +3,91° 11,74+258° 7,48+190° 67,11+ 28,00°

Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 5 para cada regido).

abed | etras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre
as médias de acordo com teste de Tukey (p < 0,05).

EAG - equivalentes a acido galico; EBC — equivalentes a [-caroteno; EAA —
equivalentes a acido ascorbico.
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O teor de compostos fendlicos totais encontrado nas amostras
variou entre 36,37 a 71,69 mg EAG/100 g de mel. Amostras das regides
B e G apresentaram 0s maiores valores, enquanto as amostras das
regides A, C, E e F apresentaram 0s menores teores. A concentragdo e 0
tipo de compostos fendlicos presentes sdo  influenciados
majoritariamente pela origem floral do mel, e esta classe de substancias
parece ser a principal contribuinte para as atividades bioativas do mel
(ANKLAM, 1998; AL-MAMARY; AL-MEERI; AL-HABORI, 2002;
KUCUK et al., 2007). Outros autores encontraram valores de compostos
fenolicos entre 47,0 e 98,0 mg EAG/100 g para méis da india e entre
152 e 52,6 mg EAG/100 g para méis da Malédsia (SAXENA,;
GAUTAM; SHARMA, 2010; KHALIL et al., 2011).

O conteldo dos carotenoides totais avaliado nas amostras
apresentou-se entre 6,34 e 11,74 mg EBC/kg de mel, sendo que as
amostras das regiGes A e H apresentaram os maiores valores. Ferreira et
al. (2009) encontrou resultados semelhantes em méis portugueses, entre
8,64 ¢ 9,49 mg EPC/kg, enquanto Alvarez-Suarez et al. (2011)
encontrou resultados inferiores, variando entre 1,17 e 5,57 mg EBC/kg
para méis cubanos. Alvarez-Suarez et al. (2011) sugere que pelo fato da
composicdo do mel ser altamente complexa e dependente de diversos
fatores, variagfes sazonais e ambientais podem ser responséveis pelas
diferencas detectadas entre os resultados.

No presente estudo a atividade antioxidante foi avaliada por
dois diferentes métodos: DPPH e FRAP. O método do DPPH é baseado
no sequestro de radicais livres pelos antioxidantes presentes em uma
amostra, e utilizando uma curva padrdo construida com acido ascérbico
é possivel calcular a atividade antioxidante da amostra em equivalentes
a acido ascorbico. Os resultados do DPPH variaram de 7,48 a 19,09 mg
EAA/100 g de mel, e diferiram significativamente entre amostras de
diferentes regides. Assim como no contetdo de compostos fendlicos, as
amostras das regides B e G apresentaram os maiores valores de DPPH, e
amostras da regido H apresentaram os menores valores. Resultados
similares foram encontrados em méis da Republica Tcheca e da India
(LACHMAN et al., 2010; SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010).
Assim como reportado por outros autores, foi encontrada uma
correlacdo positiva entre o valor de DPPH e o teor de compostos
fendlicos (r = 0,89, Figura 5.3), indicando que os fendlicos contribuem
para a atividade antioxidante do mel (BERETTA et al., 2005;
SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010; BERTONCELJ et al., 2011a).
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Figura 5.3 — Regressdo linear obtida entre o contetdo de compostos fenélicos
totais e atividade antioxidante avaliada pelos métodos DPPH e FRAP.

A anélise de FRAP é importante na determinacdo direta da
presenca de antioxidantes efou redutores em uma amostra. Os valores
médios de FRAP encontrados nas amostras variaram entre 150,44 e
453,03 pumol Fe II/100 g de mel, e foram significativamente diferentes
entre as regides analisadas: novamente, amostras da regido B
apresentaram 0s maiores valores, enquanto amostras das regides A e F
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0s menores valores. Também foi encontrada uma correlagdo positiva
linear entre o valor de FRAP e o conteido de compostos fendlicos
(Figura 2.4), com valor de r de 0,82, novamente confirmando a hipdtese
dos compostos fendlicos contribuirem amplamente para as atividades
biotivas do mel. Do mesmo modo, outros autores encontraram esta forte
correlagdo (BERETTA et al.,, 2005; BERTONCELJ et al., 2007;
LACHMAN et al., 2010).

4 Concluséo

Foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas, presenca de
compostos bioativos e atividade antioxidante de 40 amostras de mel
provenientes de 8 municipios do Estado de Santa Catarina. Os
resultados obtidos quanto a caracterizagdo fisico-quimica mostram que
35 amostras (provenientes de 7 regides) apresentaram composi¢do de
acordo com os critérios de qualidade estabelecido para mel de abelhas,
guanto a umidade, acidez livre, pH, HMF, atividade diastasica, frutose,
glicose e sacarose. Apenas as amostras da regido G apresentaram
valores excessivos de umidade e acidez livre, indicando provavel
colheita prematura das amostras ou sob condicdes climaticas de alta
umidade. Foi estabelecida uma forte correlagdo positiva entre o
contetido de minerais estimado e a condutividade elétrica das amostras.
O contetido de compostos fendlicos totais e de carotenoides totais variou
de forma significativa entre as amostras (p < 0,05). Foi encontrada uma
importante correlacdo entre o contelido de compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante determinada pelos métodos DPPH e FRAP,
sugerindo que estes compostos contribuem grandemente para esta
propriedade funcional do mel. De modo geral, as amostras provenientes
da regido B apresentaram os maiores conteldos de compostos fenolicos
e consequente atividade antioxidante superior as outras amostras.
Estudos mais especificos sobre compostos presentes no mel sdo
requeridos, principalmente para identificar e quantificar compostos
individuais com atividade biol6gica. O presente estudo contribui para
divulgar o mel catarinense como um produto de qualidade e com
importantes propriedades funcionais, valorizando este alimento natural
frente a comunidade cientifica e a populacdo em geral.
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CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo deste trabalho demonstrou que o mel catarinense é
um produto de alta qualidade, com caracteristicas fisico-quimicas dentro
dos padrdes recomendados. Foram percebidas variagOes significativas
na composi¢do do mel de acordo com sua origem geogréafica, sendo que
a determinacdo do contetdo dos principais minerais permitiu a
discriminacdo das amostras entre suas diferentes origens geograficas
através de ferramentas estatisticas.

Embora ndo haja evidéncias para afirmar que o mel é um
alimento de importancia primaria na dieta humana, seu consumo €
recomendado para complementar a dieta como fonte de compostos com
atividade antioxidante, agindo como preventivo de doencas
degenerativas. Estudos mais especificos sdo de extrema importancia
para a identificacdo e quantificacdo individual das substancias
responsaveis pelas propriedades antioxidantes encontradas no mel.

Por fim, a eletroforese capilar demonstra ser uma técnica de
excepcional utilidade para o desenvolvimento de novas metodologias
para o controle de qualidade do mel, com analises rapidas, econdémicas e
extremamente confiaveis.
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