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RESUMO:

TIPIFICACAO DE MES BRASILEIROS POR MICRO-EXTRACAO EM FASE

SOLIDA COMBINADA COM CROMATOGRAFIA GASOSA (SPME-CG)

O mel € uma das misturas mais complexas de carboidratos produzida pela
natureza. E um alimento energético muito importante pelas suas propriedades nutritivas,
pelo seu aroma e sabor que dependem fortemente das plantas, flores e condig¢des
climdticas presentes na regido geografica onde estd localizada a colméia. Nao existem
metodologias que possibilitem identificacdo ndo subjetiva, rdpida e confidvel da origem
floral do mel. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia que permitisse
a identificacdo da origem floral de méis brasileiros a partir da caracterizacdo quimica de
sua fracdo de voldteis utilizando micro-extragdo em fase sélida através do headspace e
cromatografia gasosa (HS-SPME-CQG). Para o desenvolvimento da metodologia, foram
avaliadas 90 amostras de méis brasileiros de vinte origens florais diferentes e variadas
procedéncias geograficas. Onze destas amostras eram unitdrias e permitiram apenas um
estudo exploratério. Cada tipo de mel apresentou um perfil cromatografico diferente.
Foram identificados potenciais marcadores para os méis de eucalipto (Eucalyptus sp),
laranja (Citrus sp), assa-peixe (Vernonia polianthes), cambara (Lantana montevidensis),
morrdo de candeia (Croton sp) e marmeleiro (Cydonia vulgaris). Os resultados obtidos
mostraram que SPME-CG ¢ qitil na tipificagdo de méis e pode eventualmente ser utilizada

na sua certificacao.
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ABSTRACT:

CHARACTERIZATION OF BRAZILIAN HONEYS BY SOLID PHASE

MICROEXTRACTION GAS CROMATROGRAPHY (SPME-GC)

Honey is one of the most complex mixtures of carbohydrates produced by Nature.
It is a very important energetic food for its nutritional properties and for its aroma and
flavor that depend strongly on the fauna, flowers and on the climatic conditions in the
geographic region where the beehive is located. There are no objective, fast and reliable
methodologies for the identification of the floral source of honeys. The objective of this
work was to develop a methodology to allow identification of the floral source of
Brazilian honeys through characterization of its volatile fraction using headspace solid
phase microextraction and gas chromatography (HS-SPME-GC). To develop the
methodology, 90 samples of Brazilian honeys of twenty different botanical sources and
several geographic locations were employed. Eleven honey types had just one sample,
allowing only exploratory studies. Different chromatographic profiles were obtained for
honeys from different floral sources. Potential chemical markers were identified for the
honeys of eucaliptus (Eucalyptus sp), orange (Citrus sp), assa-peixe (Vernonia
polianthes), lantana (Lantana montevidensis), morrdo of candeia (Croton sp) and quince
(Cydonia vulgaris). The results obtained showed that SPME-GC is useful to identify the

floral origin of honey and may eventually be used for its certification.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

“Entende-se por mel, o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir do
néctar das flores ou das secre¢des procedentes de partes vivas das plantas ou de excre¢des
de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, que as abelhas
recolhem, transformam, combinam com substancias especificas proprias, armazenam e

deixam maturar nos favos da colméia.” [1, 2]



1.1 O MEL

O mel € uma solug@o concentrada de acticares, contendo uma mistura complexa
de outros carboidratos, enzimas, aminodcidos, acidos organicos, minerais, substancias
aromadticas, pigmentos e graos de pdlen [1]. Sua composi¢ao aproximada tipica é 70 % de
monossacarideos (glicose e frutose), 10 % de dissacarideos (incluindo sacarose), de 17 a
20 % de 4gua [3] e menos de 3 % de substancias responsaveis pelo flavor, definido pelo

aroma e sabor do mel.

Segundo a resolucdo 89/99 do Grupo Mercado Comum do Mercosul [1], o mel
pode ser classificado por sua origem floral (unifloral ou multifloral), pelo procedimento
de obtengdo do favo (escorrido, prensado ou centrifugado) e/ou pela sua apresentacao
e/ou processamento (mel, mel em favos, mel com pedacos de favos, mel cristalizado ou
granulado, mel cremoso e mel filtrado). Pela origem pode ser classificado em dois
grandes grupos: mel de origem floral e mel de melato. O mel de origem floral € obtido
dos néctares das flores, e o mel de melato € obtido a partir de secrecdes de partes vivas
das plantas ou de excrec¢des de insetos sugadores [1, 2]. O mel de origem floral, foco
deste trabalho, € subdividido em duas classes: unifloral ou monofloral, para produtos
que procedem primordialmente de flores de uma familia, género ou espécie e possuem
caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e microscopicas préprias; e multifloral ou

polifloral, quando € obtido a partir de diferentes origens florais.



1.2 CENARIO BRASILEIRO

O Brasil produz entre 35 mil a 45 mil toneladas de mel por ano, empregando
aproximadamente 350 mil pessoas e sendo classificado em 11° no ranking mundial de
produtores. Em 2005, as exportagdes somaram 14,5 mil toneladas (equivalentes a 18,94
milhdes de ddlares), sendo que o pais é o 5° maior exportador de mel do mundo [4]. O
mel brasileiro tem boa aceitagdo no mercado exterior, sendo livre de antibiéticos, pois as
abelhas meliferas brasileiras acidentalmente cruzaram com abelhas africanas. Isso
produziu abelhas mais resistentes a infecgdes e, normalmente, nao apresentam
necessidade de tratamentos a base de antibidticos [5]. Além disso, o Brasil apresenta
condig¢des climdticas que permitem a producdo de mel durante todo o ano, e uma ampla
flora apicola, que permite uma variedade de sabor e aroma exoéticos, apreciados
principalmente pelos europeus [6]. Um estudo realizado no final de 2005 pela Agéncia
Norte-Americana para o Desenvolvimento Internacional (USAID) constatou que a
demanda mundial de mel cresce 2,4 % ao ano [7]. Os paises importadores compram
tradicionalmente da Argentina e da China méis que podem conter antibiético e utilizam o
mel brasileiro, que é usualmente livre dessas substancias, para fazer blends para correcao
de méis com eventuais problemas. Entretanto, em 2005, houve um embargo europeu
devido a falta de certificagdo do produto brasileiro, que levou a uma queda significativa

da quantidade exportada (de 21 ton para 14 ton).

Segundo Marchini [8], a producdo de mel no Brasil poderia ser dez vezes
maior, mas para isso seria necessdria uma padronizacdo nacional que atestasse sua

qualidade e permitisse aperfeicoar as técnicas de produgdo. No estudo coordenado por
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ele em colaboracdo da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao
Paulo, muitos méis brasileiros avaliados estdo fora dos padrdes exigidos pela Norma
Brasileira para parametros fisico-quimicos [2]; e embora ndo esteja prevista na
legislacdo brasileira, a identificacdo de minerais e da origem floral do mel seria
fundamental para atestar a qualidade do produto. Estas andlises deveriam fazer parte
de uma futura normatizagao - inclusive para impedir falsificacdes, pois a composicao
e o valor nutritivo de mel dependem fundamentalmente da origem floral. Como a
flora apicola brasileira € muito diversificada e varia de um lugar para outro, seria
fundamental conhecer a composicdo e as qualidades dos produtos obtidos em cada
regido, para caracteriza-los e estabelecer padrdes. A normatizacdo também seria
fundamental para expandir o mercado internacional ao produto brasileiro, levando ao
desenvolvimento da apicultura que se tornou uma atividade rentavel, considerando o

enorme potencial do pais para produ¢do do mel organico [8].

1.3 DETERMINAGAO DA ORIGEM FLORAL DE MEIS

Tradicionalmente, a origem floral de um mel € obtida através da andlise do pélen
presente em amostras do produto [9]. A delimita¢do da origem botanica do mel é um dos
objetivos prioritdrios da industria apicola [10] e é de grande importancia econdmica, pois
alguns tipos de méis sdo mais apreciados por consumidores do que outros e os valores de
mercado para cada tipo também sdao muito diversificados [11, 12]. A técnica cléssica [5,
13-16] utilizada para esta determinagdo € a andlise melissopalinolégica. Esta técnica é

baseada no principio de que flores de diferentes espécies vegetais possuem diferentes



tipos de graos de pdlen, e a origem floral e geogrifica do mel € estabelecida através da
identificacao microscépica e contagem dos graos de pdlen presentes em amostras de mel.
Entretanto, a conveniéncia desta metodologia € discutida por varios pesquisadores [8, 15-
19] que apontam como fator critico a alta dependéncia da experiéncia do analista,
incluindo sua memdria visual e capacidade de discriminacdo de tipos polinicos para
classificacdo de género e espécie [15, 16, 19]. Segundo Guyot et alii, [20] a interpretacao
do termo “predominante” atribuida ao pélen encontrado em méis monoflorais é ambigua:
alguns tipos de pdlens sdo considerados representativos mesmo estando presentes em
quantidades muito baixas. Além disso, outras variagdes podem ocorrer; por exemplo, a
quantidade de pdlen de uma planta pode variar entre as estacdes do ano; abelhas podem
coletar pdlen sem coletar o néctar de plantas (de plantas ndo nectariferas); o mel pode ser
filtrado antes do processo de embalagem; finalmente, grdos de pdlen podem ser

intencionalmente adicionados com intencdo fraudulenta [9].

Outras técnicas usadas sdo baseadas em andlises fisico-quimicas e determinagdes
sensoriais [10]. Entretanto, segundo Guyot et alii [20], parametros fisico-quimicos ou
andlise de pdlen isoladas ndo sdo suficientes para determinar a origem floral de um mel.
Da mesma forma, a andlise sensorial € ainda mais subjetiva do que a melissopalinolégica,
apesar das referéncias de propriedades organolépticas terem sido bem estabelecidas. Isso
foi confirmado por Tzouros e Arvanitoyannis [21], que enfatizaram que andlises
microscopicas ndo sdo adequadas para classificacio de méis, sendo necessario
complementar estas informagdes com determinacdes quimicas ou fisico-quimicas
consistentes. Além disso, ndo existem garantias de que estas classificacdoes definam as

propriedades organolépticas do produto que chega ao consumidor final.
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1.4 O PROBLEMA

O mel brasileiro é exportado na forma de misturas (blends), deixando de ser
apreciado e valorizado por seus tipos diferenciados de floradas de origem, que geram

méis de qualidade superior com boa aceitagdo no mercado externo. Existe a necessidade

do emprego de uma metodologia ndo subjetiva, rapida e confidvel, que possibilite

identificacdo univoca da origem floral do mel, aumentando seu valor agregado com a

particularizacdo dos tipos e de suas caracteristicas, e evitando bloqueios comerciais pela

falta de certificacao.




2. OBIJETIVOS

Geral:

Desenvolver uma metodologia que permita a tipificacdo de méis
brasileiros a partir da caracterizacdo quimica de sua fracdo de volateis
utilizando Micro-extracdo em Fase Solida em headspace (HS-SPME) e

Cromatografia Gasosa (GC).

Especificos:

1. Otimizar a metodologia de SPME para extrac¢do de volateis de méis.

2. Obter perfis cromatograficos de méis brasileiros provenientes de diferentes
floradas.
3. Identificar os principais componentes volateis presentes nas amostras de méis

por Cromatografia Gasosa com Deteccdo por Espectrometria de Massas (GC-MS)

buscando possiveis marcadores da origem floral para os méis brasileiros

estudados.



3. ESTUDOS cOM MEIS

Para o desenvolvimento da metodologia foi necessario compor um conjunto de
amostras cuja variabilidade fosse tanto quanto possivel representativa da produgio
nacional. Os resultados sdo apresentados em diferentes capitulos, sendo o Capitulo 3
reservado para amostras de méis brasileiros que tinham pelo menos 3 amostras
disponiveis. Os méis de eucalipto e de laranjeira sdo apresentados nos Capitulos 4 e 5,
respectivamente, devido a sua importancia em termos de quantidade produzida
(principalmente no estado de Sdo Paulo). Amostras de outros tipos de mel brasileiros,
para os quais eram disponiveis apenas uma amostra, t€ém seus resultados apresentados no

Capitulo 6.
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CaPiTuLO 1

INTRODUCAO

1.1 ABELHAS

As abelhas pertencem a ordem dos Himendpteros, da qual também fazem parte as
formigas e as vespas. Existem abelhas de muitas espécies e nem todas s@o sociais. Ao
contrario do que se pensa, a maioria delas se compde de abelhas solitdrias, que constroem
seu ninho em ocos de arvores ou embaixo da terra. O corpo de uma abelha raramente
ultrapassa 3,75 cm de comprimento e € constituido de trés partes: cabeca, térax e
abdomen, conforme é mostrado na Figura 1.1. No térax encontram-se dois pares de asas e
trés pares de pernas. As fémeas possuem um ovopositor na extremidade do abdomen, que
¢ utilizado para depositar os ovos e contém um ferrdo para defesa contra inimigos. S6 as
abelhas sociais s@o domesticaveis; destas a Apis mellifera é a espécie mais utilizada na
producdo comercial de mel, juntamente com as subespécies carnica (abelha carnica),
remipes (abelha caucésica), ligustica, aurea (variedades de abelhas italianas) e adansonii

(abelha africana) [22].
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FIGURA 1.1. Anatomia interna da abelha [23, 24]. Em destaque o papo ou estomago de
mel, local onde a abelha armazena e processa o mel enquanto transporta o material para
ser regurgitado no interior da colméia.

Segundo Kerr [25], a criacdo das abelhas no Brasil pode ser dividida em cinco
fases distintas: a primeira, anterior a 1840, onde s6 se criavam meliponineos (abelhas
nativas); no Sul, as abelhas mandagaias, mandaguaris, uiuvas, jatais, manduris e
guarupus; no Nordeste, a urucu, a jandaira e a canudo; e no Norte, a urugy, a jandaira, a
urucgui-boca-de-renda, dentre outras. A segunda fase foi iniciada em 1840, com a
introducao no Brasil da Apis mellifera mellifera, que se tornou a nossa abelha "europa"
ou "abelha-do-reino". De 1845 a 1880, com a migracdo de alemades, vdrias colonias de
Apis mellifera mellifera foram trazidas da Alemanha, tendo inicio a apicultura nos
Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Sao Paulo (Limeira, Piracicaba,
Sao Carlos). A terceira fase comecgou ao redor de 1940, com os primeiros movimentos
associativos que levou ao inicio da comercializagdo. A quarta fase vai de 1950 até 1970,
com a introdugdo da abelha africana para fins de cruzamentos e segregacdes de linhagens
que aliassem suas propriedades aquelas das melhores linhagens italianas. Entretanto, um

acidente em sua manipulagdo provocou a enxameagdo de 26 colméias, que iniciaram a

africanizacdo descontrolada da apicultura brasileira. O problema da abelha africana e a
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alianca entre apicultores e cientistas inaugurou uma quinta fase na Apicultura Brasileira,
de 1970 até os dias atuais, onde cientistas, apicultores e governo se unem para resolver

problemas relacionados a apicultura [25].

1.2 MEL DE ORIGEM FLORAL

O mel € uma das mais complexas misturas de carboidratos produzida pela
natureza [26], sendo um alimento energético muito importante pelas suas propriedades
nutritivas, pelo seu aroma e sabor [26, 27]. Os diferentes sabores e aromas encontrados
dependem fortemente das plantas, flores e condicdes climdticas presentes na regido
geografica onde estd localizada a colméia [28]. O mel € produzido pelas abelhas que
coletam o néctar das flores, digerem no seu proprio organismo e depositam nos favos no
interior das colméias, onde ocorre um processo conhecido como maturagdo. O néctar das
flores - um liquido pegajoso - é produzido nas flores por glandulas especificas e

armazenado nas pétalas.

Na maioria dos casos, este néctar contem aldeidos, que pelo ambiente oxidante do
interior da colméia, sd@o convertidos nos méis aos acidos carboxilicos respectivos. O
néctar coletado é armazenado na estrutura conhecida como papo da abelha, que tem
capacidade para até 60 puL de liquidos. As enzimas presentes na saliva das abelhas,
produzidas pela glandula cervical, degradam sacarose em glicose e frutose, e quebram

glicosideos, transformando-os em diversas outras substancias. Uma por¢dao do mel é

transferida para os intestinos e digerido para gerar energia para os longos voos das
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abelhas ou € estocado para a hibernagdo. O conteddo restante no estdmago € regurgitado
nos favos da colméia para alimentacdo das abelhas da colméia e para maturacio [23].
Segundo Evangelista-Rodrigues et alii [29], nem todas as plantas que apresentam flores
sdo visitadas pelas abelhas. Além disso, as abelhas podem preferir determinada fonte em
detrimento de outra, em vista da facilidade de coleta, da qualidade e quantidade de néctar

e da interagdo com competidores [29].

Existem poucos estudos que relacionam os constituintes das flores com seus
respectivos méis ou néctares. Naef et alii [23] realizaram um estudo com flores de Tilia
cordata, visando acompanhar as rotas de transformacdo dos compostos volateis presentes
no néctar até o mel maduro. Foram coletados o liquido do estdbmago destas abelhas na
entrada da colméia, o néctar das flores visitadas e o mel obtido por centrifugagdo apds um
més de maturacdo. No néctar das flores, foram detectados produtos de degradacdo de
acidos graxos (nonanal e decanal), fenilpropandides, isoprendides, alcaléides e uma
complexa mistura de monoterpenos, muitos deles ndo identificados. Os compostos
alifaticos, isoprendides e alcaldides permaneceram inalterados no estdbmago das abelhas;
por outro lado, alguns dlcoois e aldeidos monoterpénicos (trés deles derivados de linalool,
como um isomero do aldeido lildlico (2,6-dimetil-6-hidroxiocta-2,7-dienal), foram
detectados, além de outros compostos ndo identificados. No mel maduro, foram
encontrados intactos monoterpenos, cafeina e teofilina [23]. Foram identificados também
os acidos benzdico e fenilacético, caracteristicos do aroma de mel, os quais junto aos dois
acidos monoterpénicos novos nao identificados foram os componentes majoritirios do

mel estudado.
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Rowland et alii [30] estudaram mel australiano de Eucrypia lucida (nome
popular, Leatherwood), bem como as flores e folhas desta drvore. Concluiram que muitas
das diferengas entre o flavor dos méis sdo provenientes dos componentes de origem
floral, e que uma variacdo na composicao pode ocorrer em detrimento de fatores que
influenciam a produgdo e a concentracdo do néctar, como a quantidade de flores na drea e
o ndmero de dias em que as flores estdo secretando este néctar, além das condigdes
climéticas deste periodo. O terpeno encontrado em maior quantidade nesse mel, otrienol
(3,7-dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol), estd originariamente no néctar; muitas das substancias
detectadas nos extratos metilados do mel também foram encontradas nos extratos de

flores.

1.3 METODOS EMPREGADOS PARA CARACTERIZACAO DE MEIS

1.3.1 METODOS GERAIS

Segundo Anklan e Radovic [31], a identificacdo da origem floral de méis € uma
tarefa dificil e ndo existe atualmente um método que gere resultados inequivocos.
Existem muitas fontes florais, e estas sdo influenciadas pelo clima e condicdes de
crescimento, isto aponta para a necessidade da elaboragdo de bancos de dados
empregando amostras auténticas (o que facilitaria as anélises e classifica¢des); admite-se,
porém, que ndo é possivel a obtencao de amostras absolutamente puras para os méis

habitualmente encontrados.
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Anklan [9], lista algumas das diferentes abordagens que podem ser empregadas
para a caracterizagdo de méis, sendo: andlise enzimdtica, que pode ser usada apenas para
verificar situacdes de aquecimento do mel; andlise dos produtos de fermentacdo, que
dependem da quantidade de microrganismos presentes no néctar e geram informagdes
apenas sobre o modo de processamento; determinacdo do teor de minerais; que pode ser
empregada para determinar a origem geogrifica do mel; e determinacdo do perfil de
flavondides (por CLAE) e compostos fendlicos, que pode ser util na determinacdo da
origem floral e geogréfica do mel. A determinacdo de parametros isolados (por exemplo,
o teor em hidroximetilfurfural e de outros residuos) nao gera informagdes sobre sua
origem botanica ou geogréfica; apenas a andlise de alguns perfis composicionais — de
acidos organicos alifaticos, aminodcidos, flavondides e compostos do aroma — pode ser
util para este propdsito, em combinacdo com andlise estatistica multivariada. Moreira e
De Maria [19] sugerem que o perfil de glicideos € um pardmetro complementar a andlise
microscopica do mel para identificacdo do tipo floral. O perfil de oligossacarideos
também pode ser util na determinacdo da origem geografica. Anupama et alii [32]
estudaram méis indianos e determinaram que propriedades sensoriais como cor, aroma e
sabor variam de acordo com condi¢Oes geogrificas e climdticas, assim como com a
origem floral do mel; estes seriam segundo Anupama et alii [32] os melhores parametros
para determinar sua qualidade. Qiu et alii [33] avaliaram méis através de espectroscopia
de absorcao no infravermelho préximo, concluindo que esta técnica pode ser usada para
determinagdo rdpida dos seus principais constituintes. Amostras de méis americanos,
mexicanos e argentinos foram avaliadas por Tewari e Irudayaraj [34], que indicaram a

espectroscopia de absor¢do no infravermelho com transformada de Fourier como um
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método adequado para determinacdo rdpida (aproximadamente 5 min) e simultanea de
sacarose, glicose, frutose e maltose nessas amostras. A determinacdo da cor foi usada
para classificagdao de méis por Castro et alii [35]. Diez et alii [14] avaliaram amostras de
mel e melato espanhdis e afirmam nao ser possivel diferenciar estes dois produtos usando
parametros fisico-quimicos (pH, teor de minerais, condutividade elétrica, teor de acticares
e cor) e andlises polinicas. Bonaga et alii [36] destacam a utilidade das informacgdes
geradas pela determinacdo de hidrocarbonetos em méis para correlaciond-las com
parametros geograficos, botanicos e climdticos. Classificagdo quimiométrica de méis,
obtida a partir de dados de controle de qualidade (acidez total e didstase) e empregando
técnicas de reconhecimento de padrdes [37], se mostrou ttil para extrair informagdes que
podem ser usadas para correlacionar a composi¢cdo quimica de méis e o tipo de
processamento pelo qual as amostras passaram. Méis venezuelanos foram avaliados por
Rodrigues et alii [26], que determinaram teores de cinzas, acidez, pH, atividade de
diastase, teor de HMF, nitrogénio e composicao de carboidratos. Cordella et alii [38]
determinaram o perfil de acicares de méis franceses através de cromatografia de troca
i6nica e métodos quimiométricos, concluindo que o que os perfis cromatogréficos obtidos
sd0 uma ferramenta util para caracterizacdo da origem floral de méis e podem

eventualmente ser utilizados para deteccao de possiveis adulteracdes nos méis estudados.

z

A andlise melissopalinoldgica € utilizada habitualmente para caracterizacdo e
classificagdo de méis [12]. Esta técnica foi introduzida no Brasil em 1961 e até hoje é
empregada para qualificacdo do mel por cooperativas e associagdes de apicultores em
varios estados [39]. Segundo Barth [39], a melissopalinologia € a ci€ncia que relaciona

graos de poélen com abelhas e seus produtos e baseia-se em métodos estabelecidos pela
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International Commission for Bee Botany [40]. Quando as abelhas coletam o néctar das
flores, os graos de pdlen ficam ocasionalmente aderidos em suas patas e abdomem e sdo
levados para a colméia, onde sdo transferidos junto com o néctar, de abelha em abelha,
para as celas de estocagem para secar e originar o mel. Segundo Barth [39] é possivel
determinar a origem floral de um mel a partir do reconhecimento dos graos de pdlen
dominantes onde suas caracteristicas morfolégicas indicam a espécie floral de origem e a
quantidade pode indicar a qualidade do mel. O termo unifloral é usado para descrever
méis produzidos principalmente por uma unica espécie de planta. Geralmente, um mel é
assim caracterizado quando 45 % do pdlen total pertence a uma tunica espécie vegetal.
Entretanto, isso pode ndo ser verdadeiro quando uma Unica espécie transfere para o néctar
quantidades de pdlen diferentes daquelas tipicas [9]. Por exemplo, esse € o caso de
plantas como a alfazema, que tem pequena capacidade de transferéncia de pdlen; o mel
de alfazema ¢é classificado melissopalinologicamente quando contém apenas de 10 — 13
% deste tipo de pélen [19]. Bousetta et alii [10] observam que o mesmo ocorre com méis
citricos e de alecrim, da mesma forma que Bianchi et alii [15] relatam este fato para o

mel de morango. Por outro lado, o mel de castanha requer pelo menos 90 % deste tipo de

polen para ser assim classificado [9].

A Figura 1.2A mostra o esquema bdsico da analise melissopalindgica. A amostra
de mel (normalmente, 10 g) € aquecida, homogeneizada e diluida em 4dgua. Algumas
gotas de amostra diluida sdo transferidas para uma lamina de microscopio e o analista,
com o auxilio de um microscépio, identifica e conta os graos de pdlen de cada espécie
encontrada. A partir destas informacdes o mel € classificado em relacdo a sua origem

floral. A Figura 1.2B é um exemplo de uma microfotografia de lamina preparada para
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andlise de um mel europeu onde foram identificados pdlen de trés espécies diferentes

(Castenea, Rubus e Ericaceae) e a Figura 1.2C de um tipo de mel americano onde foram

identificadas 2 espécies diferentes (Compositae e Haemotohylu) [41, 42].

FIGURA 1.2. (A) Esquema do fluxo da andlise melissopalinolégica. Microfotografias
obtidas de laminas preparadas para andlise de (B) mel europeu (C) mel americano [42].

Ramalho et alii [13] descrevem a andlise de graos de pdlen como util para
caracterizacdo da origem botinica de méis apds avaliarem 256 amostras de méis
brasileiros. Os méis avaliados foram classificados, sendo que 54 amostras foram
atribuidas como eucalipto, 49 amostras como mel de laranjeira e 153 amostras de méis

silvestres. Barth et alii [3] observaram grande divergéncia entre a origem botanica
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informada pelos produtores e aquela determinada pela andlise polinica: de trinta amostras
avaliadas, apenas em duas foi observada concordancia. De Arruda et alii [28] estudaram
méis brasileiros do Ceard, avaliando caracteristicas fisico-quimicas como teor de
acucares totais e redutores, sacarose, umidade, teor de hidroximetilfurfural, proteinas,
cinzas, pH, indice de metanal, condutividade elétrica, cor e viscosidade, assim como a
andlise melissopalinolégica. Os resultados mostraram que, embora as 21 amostras fossem
bastante uniformes com relag@o a origem floral e geogréfica, elas se dividiam claramente
em doze grupos diferentes. Anklan [9] destaca que as andlises melissopalinoldgicas sao
uteis para determinar a origem geogréafica quando se tem plantas que crescem em 4dreas

especificas.

1.3.2 ANALISE DE COMPOSTOS VOLATEIS

Segundo Radovic et alii [17], o perfil de um aroma € uma das principais
caracteristicas de um produto alimentar. Os méis possuem aromas altamente especificos
devido a presencga de constituintes voldteis, na sua maioria derivados do néctar de origem
[10]. Esse grande nimero de compostos voldteis presentes em méis faz com que o perfil
de seu aroma possa ser usado como um fingerprint do produto [17], possibilitando que
este seja usado para determinar sua origem floral [17, 43]. Certos compostos especificos
sdo caracteristicos de méis com origem floral e/ou geogréfica determinada; o uso destes
chamados marcadores ¢ uma possibilidade para a determinacdo de origem a partir da
determina¢do da composi¢cdo de sua fracao volatil [17, 44]. Segundo Anklan [9], uma

andlise cuidadosa da composicdo de volateis pode ser uma ferramenta poderosa para
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caracterizacdo da origem floral e pode auxiliar no entendimento dos fatores que causam
as diferencas de sabores. Bentivega et alii [45] afirmam que mais de 400 compostos ja
foram identificados e descritos em méis de diferentes origens florais, entretanto, ainda é

esperado que um grande nimero de outros compostos seja identificado no futuro.

A Tabela 1.1 relaciona alguns méis e seus respectivos marcadores ja

identificados na literatura.

TABELA 1.1. Compostos identificados e apontados como possiveis marcadores de origem
floral ou geogréfica em méis

AMOSTRA MARCADOR Ref.

Mel de urze (Portugal) acidos cis, trans- e trans, trans-absinico 47

Mel de laranjeira (Espanha) hesperitina 48

Mel de laranjeira (Espanha) antranilato de metila 46

Mel de castanheira (Italia) 3-aminoacetofenona 36

Mel de castanheira (Franca e Itlia) acetofenona, 1-feniletanol, 2-aminacetofenona 20

Mel de castanheira (Franga, Alemanha e Itélia) alcool o-metilbenzilico, 3-hexen-1-ol 17
Mel de lavanda (Franga) acido heptandico 49

Mel de lavanda (Franga) fenilacetaldeido 49

Mel de lavanda (Franga e Portugal) heptanal 17

Mel de limeira (Italia) cis- e trans-oxido de rosa 12

Mel de limeira (Italia) etilmetilfenol, estragol, carvacrol 20

Mel de morango (Itdlia) o-isoforona, B-isoforona e 4-oxoisoforona 15

Mel de acacia (Franca, Alemanha e Itdlia) cis-linalool e heptanal 17
Mel de eucalipto (Itdlia e Espanha) 1-octeno ou 2,3-pentanodiona 17

Mel de rape (Dinamarca, Franca e Alemanha) dissulfeto de dimetila 17
Mel de alecrim (Portugal e Espanha) auséncia de 2-acetilfurano 17
Mel de girassol (Franga e Itdlia) o-pineno ou 3-metil-2-butanol 17

Anklan [9] aponta que os resultados das andlises dos compostos dos aromas de

méis dependem das técnicas de isolamento e dos modos de detec¢do, ressaltando que o
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isolamento dos componentes de uma mistura complexa como o mel para obten¢do de um
extrato representativo é muito dificil. Além disso, o aroma do mel depende dos métodos

de processamento e estocagem, em adi¢do a origem boténica.

Muitas técnicas, quase sempre combinadas a cromatografia, tém sido empregadas
para andlise dos compostos volateis de méis, dentre as quais pode-se citar: extragdo por
solventes [30, 50, 51, 52], extra¢do-destilacdo simultaneas em aparato de Likens-
Nickerson [10, 20, 44, 49, 53], extracdo em fase solida [54] e headspace dinamico [15,
17]. Bianchi et alii [15] caracterizaram amostras de méis de morango, da regido da
Sardenha (Itdlia), através de extracdo por headspace dinamico seguida de GC-MS,
identificando vinte e oito compostos provenientes do aroma deste tipo de mel. Castro-
Viézquez et alii [55] compararam as técnicas de destilacio e extragdo simultineas,
extragdo liquido-liquido e extracdo em fase sdlida na extracdo de diferentes fracdes do
mel, concluindo que a destilacdo e extracdo simultanea possibilita o isolamento de uma
maior quantidade de compostos, sendo mais eficiente para terpenos e ésteres e
apresentando baixa recuperacdo para compostos de alta polaridade e baixa volatilidade.
Para extracdo de furanos e piranos, demonstrou-se ser mais adequado utilizar extracao
liquido-liquido para evitar a formacdo de artefatos. Resultados similares foram obtidos
com a extracdo em fase solida, que apresenta baixa recuperacdo apenas para ésteres .
Todas as técnicas citadas apresentam algumas caracteristicas que podem ser vistas como
desvantagens; dentre elas, pode-se citar a necessidade de grandes quantidades de amostra
(15 g a 50 g) e a utilizacdo de solventes extratores como diclorometano [30], o que
implica em maior risco ocupacional para os analistas e necessidade de tratamento dos

residuos gerados.
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1.4 MICRO-EXTRACAO EM FASE SOLIDA

A micro-extracdo em fase sélida (SPME, do inglés solid phase microextraction)
foi introduzida em 1990 por Arthur e Pawlinszyn [56]. E uma técnica baseada na sorcio
de analitos presentes em matrizes, liquidas, sélidas ou gasosas, por uma fase sorvente
imobilizada sobre uma fibra de silica fundida, através da imersdao na amostra ou pela
exposicao ao vapor em equilibrio com a mesma (headspace). Apds a etapa de extracdo,
que € livre de solventes, € realizada a dessor¢do térmica dos analitos no injetor de um
cromatégrafo a gis [57]. A SPME € considerada, em comparacdo as técnicas
convencionais de extracdo, como rdapida e adequada para extragcdo de compostos
organicos volateis em diferentes matrizes [45, 58]. A Figura 1.3 ilustra como ¢é realizada
a extracdo e dessor¢ao por SPME dos analitos, no injetor aquecido do cromatégrafo a

gas.

1" Etapa: Extracéo 2’ Etapa: Dessorgédo Témica

C—

@ ® © e

FIGURA 1.3 Procedimento bdsico para micro-extracdo em fase sélida através do
headspace. Primeira etapa: (A) saturacdo do headspace, (B) exposicao da fibra de SPME
para extracdo dos analitos, e (C) retracdo da fibra para o interior da agulha hipodérmica.
Segunda etapa: (D) perfuracdo do septo do injetor do cromatégrafo a gas, (E) exposi¢ao
da fibra para dessorcdo dos analitos, e (F) retracdo da fibra para o interior da agulha.
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Em SPME ocorre o equilibrio de sor¢cdo do analito entre o revestimento da fibra, a
matriz em que este se encontra € o headspace em contato com a amostra. A massa de
analito sorvida no equilibrio pode ser descrita pela Equacao 1, vdlida igualmente para

extracOes diretas ou através do headspace [57]:

Kfs’Vam’Vf
Vo +KfY -Vf +K, -V,

-C}  (Equagdo 1)

sendo n € a massa sorvida; Vg, Vam € Vhs 830 0s volumes do recobrimento da fibra, da
amostra e do headspace em equilibrio com a amostra, respectivamente; K¢ e Kpg s@o o
coeficientes de distribui¢do do analito entre o recobrimento e a matriz e entre a matriz € o
headspace, respectivamente; e COS € a concentrac¢do inicial do analito na amostra. Sendo
Vi, Vam , Vs, K € Ky constantes ou pardmetros experimentais fixdveis, atingido o
equilibrio a massa extraida € proporcional a concentracdo na amostra, tornando a técnica

aplicavel a andlises quantitativas.

O tempo de exposicao da fibra a amostra ou ao seu headspace necessirio para
atingir o equilibrio - onde a eficiéncia de extragdo é maximizada — depende de diversas
varidveis, como temperatura e espessura do filme de recobrimento da fibra. Espécies com
valores altos de coeficientes de distribuicdo — i.e., com grande afinidade pelo
recobrimento sortivo — tipicamente apresentam tempos de equilibrio longos, j4 que mais
moléculas do analito precisam difundir através de uma camada estitica de matriz ou
headspace que cerca a fibra. A espessura desta camada estdtica da matriz diminui se a
amostra for vigorosamente agitada. A agitacdo mecanica pode ser substituida por

sonicacdo em banho de ultrassom; uma desvantagem da sonica¢do é o aquecimento da
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amostra gerado por este tipo de agitacdo [59]. Zhang e Pawliszyn [60] sugerem que o
tempo de equilibrio pode ser drasticamente reduzido com a extragdo realizada através do
headspace da amostra (HS-SPME), j4 que a difusdao dos analitos na fase de vapor é
quatro vezes maior do que na fase aquosa, e atingido o equilibrio a quantidade extraida é
necessariamente a mesma, tendo sido a extracdo efetuada por imersdo direta da fibra na
amostra ou por exposicao ao seu headspace. Além disso, a micro-extragdo em fase solida
através do headspace (HS-SPME) amplia o uso da técnica para amostras mais
complexas, que podem conter s6lidos em suspensdo ou compostos de alta massa molar
(particulados, proteinas, células, etc.). Para se obter maior detectabilidade para métodos

baseados em HS-SPME, o headspace da amostra deve ter o menor volume possivel [61].

HS-SPME té€m se estabelecido como a melhor alternativa para extracdo e pré-
concentracdo de espécies voldteis associadas a aromas e fragrancias [62]. Dentre os
exemplos que tém sido descritos na literatura, podem-se incluir as caracterizagdes das
fracOes volateis de frutas brasileiras [63,64], de folhas de eucalipto [65] e de plantas
aromdticas [66-69]. Existem algumas aplicacdes de HS-SPME para caracterizacdo de
méis. Dentre elas pode-se destacar a descrita por Guidotti e Vitali [70], que investigaram
a composicdo do headspace de amostras de méis italianos buscando classificar os méis de
diferentes floradas com base nesses dados. Pérez et alii [71] também mostraram que a
composi¢do de volateis podem ser usada para caracterizar a origem floral de méis.
Ampuero et alii [72] estudaram méis da Suica, comparando trés técnicas: headspace
dinamico, HS-SPME e extracdo dindmica em agulha (microtubo preenchido com
polimeros sorventes e conectado a uma seringa onde o headspace da amostra é forcado

através do tubo por movimentos do €mbolo desta seringa, possibilitando a sor¢do dos
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analitos) e concluiram que os melhores resultados, avaliados pela classificagdo dos méis
analisados, foram obtidos com uso de SPME . Piasenzotto et alii [12] utilizaram a SPME
para controle de qualidade de méis italianos, assim como Soria et alii [27, 73] utilizaram
a SPME para andlise dos volateis de seis tipos de espanhdis e diferenciaram méis florais
de méis de melato através de estudos fisico-quimicos e da fragdao de volateis obtida por

SPME.

1.5 ANALISE DE MEIS BRASILEIROS

A maioria dos méis brasileiros (80% a 90%) ¢ multifloral, originados
principalmente de flores nativas, florestas secunddrias e campos de cultivo. No estado de
Sao Paulo, predominam as plantacdes de laranja, eucalipto e café [74]. No Nordeste, os
cajueiros e plantas nativas produzem méis uniflorais [5] correspondentes de 10 a 20 % da
producdo brasileira. O interesse na caracterizacdo de méis brasileiros é recente e os
resultados até o momento sdo escassos [75]. Os procedimentos até agora usados para
caracterizacdo dessas amostras envolvem extracdo dinamica [76, 77], técnicas de
extracdo em coluna [78, 79], extracdo com solventes [77], e andlises mesopalinoldgicas
[13]. Silva et alii [80] avaliaram méis do Estado do Piauf através métodos fisico-quimicos
(determinacdo de umidade, hidroximetilfurfural, acticares redutores, sacarose aparente,
cinzas, acidez livre, sélidos insoldveis em dgua, atividade diastdsica) concluindo que
todos os méis estudados estavam dentre dos padrdes exigidos pela Instru¢do Normativa
do Ministério da Agricultura e do Abastecimento brasileiro. De Arruda et alii [28]

afirmam que as andlises fisico-quimicas sdo de fundamental importancia na sua
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caracterizacdo de méis brasileiros, para criagdo de padroes, segundo fatores climaticos e
floristicos de cada regido. Komatsu et alii [74] avaliaram o teor de acticares e proteina em
méis silvestres, de eucalipto e de laranjeira, concluindo que os teores de agucares
redutores variam de 75% para méis de laranjeira para 72% para méis silvestres e de

eucalipto.

Nao foram encontrados estudos publicados utilizando SPME para anélises de

méis brasileiros.
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CAPITULO 2

ESTUDOS PRELIMINARES -
OTIMIZACAO

Com o objetivo de otimizar a metodologia de extracdo, foram estudados os
seguintes parametros: natureza da fibra extratora, tempo e temperatura de extrago,
condicionamento e massa de amostra. Todas as etapas de otimizacdo foram realizadas
utilizando uma mesma amostra de mel silvestre (multifloral), que apresentava maior

complexidade e era a mais representativa do universo de amostras estudadas.
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2.1 MATERIAIS

2.1.1 REAGENTES: Foi empregada uma mistura de n-alcanos (Cg — Cyy) em heptano
(Merck & Co. Gibbstown, NJ, EUA) para determinacdo dos indices de retencdo dos
compostos. Como condicionadores do meio de extracdo, foram utilizados: NaCl (Synth
Quimica, Diadema, SP, Brasil), Triton X-114 (Roche, Penzberg, Alemanha) e metanol

(Synth Quimica, Diadema, SP, Brasil).

2.1.2 MEIS: Foi empregada uma amostra de mel silvestre fornecida por um produtor do
Estado de Sdo Paulo. A amostra foi armazenada em frasco fechado, em local seco e a

temperatura ambiente.

2.1.3 OUTROS MATERIAIS: Foram utilizadas fibras para SPME (Supelco, Bellefonte, PA,
EUA) com os seguintes recobrimentos: 100 um de polidimetilsiloxano (PDMS); 85 um
de poliacrilato (PA); 65 pum de polidivinilbenzeno/Carbowax (CBW); 65 um de
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) e 75 wum de polidimetilsiloxano/

Carboxen (CBXEN). Para as extracdes, as amostras foram acondicionadas em frascos
(Wheaton, Millville, NJ, EUA) de diferentes volumes (4 mL, 7 mL) selados com septo de

PTFE (Supelco, Bellefont, PA, EUA).

2.1.4 CONDICOES CROMATOGRAFICAS: Foi empregado um Cromatégrafo a Gés
AutoSystem XL (Perkin Elmer, Wellesley, MA, EUA) com detector de ionizagdo em
chama e coluna HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, 5 % fenilmetilsiloxano).

Temperaturas: injetor variada de acordo com especificacio do fabricante para o

recobrimento da fibra empregada = 240 °C (PDMS), 270 °C (PA), 250 °C (CBW), 210 °C
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(PDMS/DVB), 250 °C (CBXEN); detector = 280 °C; coluna = 2 min @ 40 °C — 5 °C
min" até 175 °C — 20 °C min™" até 270 °C — 2 min. O injetor foi operado no modo
splitless. Hélio 5.0 foi utilizado como gas de arraste, na vazdo de 1,0 mL min™. Foram
considerados para as avaliacdes picos com drea igual ou superior a 1 % do somatdrio das

areas de todos picos detectados. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 AVALIACAO DO EFEITO DA FORCA IONICA

Na SPME, a quantidade de analito sorvida pela fibra pode ser afetada pela
composicao da amostra. Para avaliar esta influéncia foram realizadas extragdes através do
headspace de amostras de mel puro, com adi¢do de dgua e com adi¢cdo de solu¢do aquosa

de cloreto de s6dio 36 % m/v.

Na primeira condicdo estudada, foram utilizados 1,50 g de mel silvestre
acondicionado em frascos com fundo conico de 7 mL selados com septo. Esta amostra foi
termostatizada por 5 min a 60 °C, sob agitacdo de 525 rpm. Ap0s este periodo, mantendo-
se a agitacdo e o aquecimento, a fibra de SPME foi exposta ao headspace da amostra por
30 min. A fibra foi entdo retraida e transferida para o injetor de um cromatégrafo a gas
onde os analitos foram dessorvidos por 5 min nas condicdes descritas em 2.1.4. Este
procedimento foi realizado com as fibras recobertas com PDMS e CBXEN. As figuras
2.1 e 2.2 apresentam os resultados obtidos para as fibras de PDMS e CBXEN,

respectivamente.
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FIGURA 2.1 Perfil cromatografico obtido por GC-FID para mel silvestre com amostragem
em headspace e fibra de PDMS.

sinal (mVv)

R
%mhm?unhm

N
[~3
le?\ml\m?ma\mt

. L

rrrryrrrryprrrryrrrrprrr [ rr T e T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 43

tempo (min)

FIGURA 2.2 Perfil cromatografico obtido por GC-FID para mel silvestre com amostragem
em headspace e fibra de CBXEN.

Foi avaliada um segunda condicdo, onde foi preparada uma solugdo contendo
5,00 g de mel e 5,00 mL de dgua destilada. Um volume de 2,00 mL desta solucdo foi
transferido para um frasco com fundo conico de 7 mL selado com septo. Esta amostra foi

termostatizada por 5 min a 60 °C, sob agita¢do magnética a 525 rpm. Ap0és este periodo,
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mantendo-se a agitagdo e o aquecimento, a fibra de SPME foi exposta ao headspace da
amostra por 30 min. A fibra foi entdo retraida e transferida para o injetor de um
cromatégrafo a gas onde os analitos foram dessorvidos por 5 min nas condi¢des descritas
em 2.1.4. As figuras 2.3 e 2.4 apresentam os resultados obtidos para as fibras de PDMS e

CBXEN, respectivamente.

sinal (mV)

250—|

] l] | A}L
s PO S AMWMLJU»MM.AWMM”A.MWM A M.wm»-»--»\"J’}"‘”"’"‘W""L

" 1

IIIIIIIII|!!II[IIII|ll||[|||l]l|4||ll!t|||lt[l
1 15 20 25 30 35 40 oo min 45

FIGURA 2.3 Perfil cromatogréfico obtido por GC-FID para amostragem em headspace de
mel silvestre em solucdo aquosa (50 % m/v) com fibra de PDMS.
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FIGURA 2.4 Perfil cromatografico obtido por GC-FID para amostragem em headspace de
mel silvestre em solucdo aquosa (50 % m/v) com fibra de CBXEN.
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E possivel verificar, comparando os cromatogramas obtidos para o headspace de
mel puro (Figuras 2.1 e 2.2) e mel diluido (Figuras 2.3 e 2.4) que para as duas fibras
estudadas a diluicdo diminui a efici€éncia de extracdo, especialmente dos compostos

menos retidos, que devem corresponder aos compostos com menor massa molar.

Para a terceira condicdo avaliada foi preparada uma solu¢do contendo 5,00 g de
mel e 5,00 mL de solucdo aquosa 36 % m/v de cloreto de sédio. Um volume de 2,00 mL
desta solucdo foi transferido para um frasco com fundo conico de 7 mL selado com septo.
Esta amostra foi termostatizada por 5 min a 60 °C, sob agita¢io magnética a 525 rpm.
Ap6s este periodo, mantendo-se a agitacdo e o aquecimento, a fibra de SPME foi exposta
ao headspace da amostra por 30 min. A fibra foi entdo retraida e transferida para o injetor
de um cromatégrafo a gas onde os analitos foram dessorvidos por 5 min nas condi¢des
descritas em 2.1.4. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 2.5 para fibra de

PDMS e Figura 2.6 para fibra de CBXEN.
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FIGURA 2.5 Perfil cromatografico obtido por GC-FID para amostragem em headspace de
mel silvestre em solugdo salina (50 % m/v) com fibra de PDMS.
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FIGURA 2.6 Perfil cromatografico obtido por GC-FID para amostragem em headspace de
mel silvestre em solucdo salina (50 % m/v) com fibra de CBXEN.

Sendo um eletrdlito forte, o cloreto de sédio aumenta a forca idnica do meio,
permitindo a extracdo de maior quantidade de analitos [59, 61, 81]. Este fendmeno é
atribuido a diminui¢do da solubilidade dos compostos hidrofébicos com consequente
aumento de sua pressdo de vapor e da concentragdo destes compostos disponiveis no
headspace. A partir da comparacdo dos cromatogramas é possivel verificar que obteve-se
um maior nimero de compostos detectados, o que resultou em maior area total, para os
cromatogramas obtidos na presenca de solucdo de cloreto de sédio. Além disso, foi
observada uma maior repetibilidade dos resultados quando utilizada esta condicdo. Sendo

assim, a solucdo salina foi entdo empregada nos ensaios realizados neste trabalho.

38



2.2.2 ESTUDO DO TEMPO DE EXTRAGAO E SELECAO DA FIBRA DE SPME.

Foram estudados os tempos de extracdo de 15 min, 30 min e 45 min para os
diferentes recobrimentos das fibras de SPME. Para cada extra¢do foram utilizados 1,50 g
de mel silvestre acondicionado em frascos com fundo conico de 7 mL selado com septo.
As amostras foram termostatizadas por 10 min a 60 °C, sendo entdo adicionado 1,00 mL
solu¢do aquosa 36 % m/v de cloreto de sédio pré-aquecida a 60°C. A mistura foi agitada
magneticamente por 5 min a 1200 rpm. A velocidade de agitacdo foi aumentada de 525
rpm (item 2.2.1) para 1200 rpm para de melhorar a homogeneizacdo da amostra e facilitar
a passagem dos compostos para o headspace. Ap6s este periodo, a fibra de SPME foi
exposta ao headspace da amostra, mantendo-se a agitacido e o aquecimento, pelos tempos
variando de 15 min a 45 min. A fibra foi entdo retraida e transferida para o injetor de um
cromatografo a gds onde os analitos foram dessorvidos por 5 min nas condi¢des descritas
em 2.1.4. O tempo de exposi¢do da fibra no injetor do cromatdgrafo foi estabelecido em 5
min, pois, através de dados da literatura [58, 82] sabe-se que a dessor¢do ocorre em um
intervalo de tempo muito pequeno, sendo inferior a 1 min para os compostos estudados.
O tempo de 5 min é, portanto, superior ao necessdrio para a dessorcao completa dos
analitos. Para constatar esta informagdo, foram realizadas exposi¢des da fibra no injetor,
entre as andlises, para avaliar o carryover (efeito de memoria) do material sorvente. Este
efeito nao foi observado em nenhum dos testes realizados, concluindo-se que o tempo de

5 min € adequado.

A eficiéncia de extracdo de cada fibra, nos diferentes tempos estudados, é

apresentada na Tabela 2.1. Pode-se observar que as fibras recobertas com CBW, PA e
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PDMS apresentaram eficiéncia de extracdo,

representada pela drea total dos

cromatogramas obtidos, significativamente menor do que as fibras de CBXEN e

PDMS/DVB.

TABELA 2.1 Area total do cromatograma obtido com diferentes fibras de SPME nos
tempos de de extracdo estudados

Recobrimento 15 min 30 min 45 min
CBW 1,0 1,2 1,3
PA 0,7 0,8 1,0
PDMS 0,3 0,3 0,4
CBXEN 3,5 4,7 7.4
PDMS/DVB 3,7 4,9 6,3

Nota: valores de drea x10°

As fibras de CBXEN e PDMS/DVB apresentam eficiéncia superior as outras

estudadas, pois atuam principalmente pelo mecanismo de adsor¢do, um mecanismo mais

genérico; praticamente todos os analitos sdo potencialmente adsorviveis. Este tipo de

recobrimento é mais adequado para amostras complexas que possuem grande variedade

de compostos de diferentes naturezas quimicas.
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FIGURA 2.7. Perfis de extragdo obtidos para as diferentes fibras estudadas.
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Para todas as fibras testadas, a eficiéncia da extracdo, medida pela 4rea total do
cromatograma obtido, aumenta com tempo de extracdo (Tabela 2.1). A Figura 2.7 mostra
que este aumento na eficiéncia de extracdo € mais significativo para as fibras CBXEN e
PDMS/DVB. Nos estudos futuros manteve-se a possibilidade de 15 min ou 30 min de
extracdo, uma vez que 45 min seria invidvel na pratica, ja que a andlise completa levaria

em torno de duas horas por amostra.

Optou-se pelo uso da fibra recoberta com PDMS/DVB por ser adequada e
apresentar maior durabilidade. Verzera et alii [83], em seus estudos com méis, também
determinaram PDMS/DVB como mais adequado para extra¢des dos volateis deste tipo de
matriz, pois ele atua atua com um misto dos mecanismos de particdo e adsorcdo,
permitindo a extragdo de compostos polares e ndo polares. A durabilidade da fibra foi
constatada experimentalmente no decorrer deste trabalho, onde uma unica fibra de

PDMS/DVB foi utilizada para mais de 250 extragdes.

2.2.3 OTIMIZACAO DA EXTRAGAO POR SPME

Foram otimizadas varidveis potencialmente relevantes para o condicionamento da
matriz e para a extracdo por SPME, através de ensaios arranjados segundo um
planejamento fatorial 2 completo. O planejamento fatorial é de grande utilidade em
investigacdes preliminares, quando se deseja conhecer a influéncia de determinados
fatores sobre uma resposta. Para realizd-lo € necessdrio definir os fatores de interesse e os
niveis - normalmente dois - em que cada fator serd variado. Os experimentos, para todas
as possiveis combinacdes dos niveis dos fatores, devem ser realizados em duplicata para

permitir uma estimativa do erro experimental associado a determina¢do de uma resposta
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individual. A estimativa deste erro é importante na decisdo da significincia estatistica dos
fatores sobre as respostas [84]. As varidveis definidas para este estudo foram: o tempo de
extracdo (A); a adi¢do de 5 % de metanol (B); a adicdo de 1 % de tensoativo ndo idnico
(C), que potencialmente pode minimizar a viscosidade do meio e a tensdo superficial da
matriz, facilitando a transferéncia da amostra para o headspace; e a temperatura da

extracao (D). Os niveis estudados para cada fator sdo apresentados na Tabela 2.2.

TABELA 2.2 Fatores e niveis empregados no planejamento fatorial 2°*

Fatores Nivel 1 (-) | Nivel 2 (+)
A | tempo de extragdo 15 min 30 min
B | metanol (5 %) ausente presente
C | tensoativo (1 %) ausente presente
D | temperatura 30 °C 60 °C

Os ensaios foram realizados em duplicata. Para cada extragdo foram utilizados
1,50 g de mel silvestre acondicionado em frascos com fundo conico de 7 mL selados com
septo. Estas amostras foram termostatizadas por 10 min a temperatura D. Foi entdo
adicionado 1,00 mL de solucdo aquosa 36 % m/v de NaCl ou 1,00 mL de solu¢do aquosa
36 % m/v de NaCl contendo 5 % m/v de metanol (B) ou 1,00 mL de solucdo aquosa 36 %
m/v de NaCl contendo 1 % m/v de tensoativo (C) ou 1,00 mL de solu¢do aquosa 36 %
m/v de NaCl contendo 5 % m/v de metanol e 1 % m/v de tensoativo, todas pré-aquecidas
a temperatura D. A mistura foi agitada magneticamente por 5 min a 1200 rpm. Apds este
periodo, a fibra de SPME foi exposta ao headspace da amostra, mantendo-se o

aquecimento e a agitacdo, pelo tempo de extracdo (A). A fibra foi entdo retraida e
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transferida para o injetor de um cromatdgrafo a gas onde os analitos foram dessorvidos

por 5 min nas condi¢des descritas em 2.1.4.

As condicdes dos ensaios realizados e as respostas obtidas em termos de média da
area total das duplicatas (realizadas em ordem aleatdria) estdo apresentadas na Tabela
2.3.

TABELA 2.3 Condicdes de extracdo previstas no planejamento fatorial 2* completo e dreas
totais dos cromatogramas obtidos

Ensaio A (min) B (%) C (%) D (°C) | Area (10%
1 15 0 0 30 0,66
2 30 0 0 30 0,94
3 15 5 0 30 0,67
4 30 5 0 30 1,08
5 15 0 1 30 0,55
6 30 0 1 30 0,72
7 15 5 1 30 0,50
8 30 5 1 30 0,83
9 15 0 0 60 1,96
10 30 0 0 60 2,35
11 15 5 0 60 1,90
12 30 5 0 60 2,40
13 15 0 1 60 1,97
14 30 0 1 60 2,22
15 15 5 1 60 1,61
16 30 5 1 60 1,94

Através da inspecdo da Tabela 2.3, pode-se notar que a temperatura de extracao
influencia fortemente a eficiéncia de extracdo. Entretanto, ji foi relatado que o
aquecimento excessivo do mel gera produtos das reacdes de Maillard [SO]. Assim como,
Visser et alii [85] discutem que ocorre a formagdo de artefatos em amostras de méis
mantidas em temperaturas superiores a 40 °C e Bonvehi e Coll [44] sugerem a formagio

de novos compostos e uma variagdo significativa na quantidade de compostos extraidos
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com aquecimentos superiores a 50 °C. Por este motivo, foi avaliado o perfil de extracdo
do mel em diferentes temperaturas e ndo foi observado nenhum novo pico nos
cromatogramas quando as amostras eram aquecidas de 25 °C a 60 °C. Sendo assim,

escolheu-se a temperatura de 60 °C.

O tempo de extragdo se mostra uma varidvel com efeito positivo, sendo que a drea
média dos cromatogramas obtidos a 60 °C aumenta de 1,96 x 10° com 15 min de extragdo
para 2,35 x 10° com 30 min. Os modificadores do meio parecem ndo ter um efeito
pronunciado sobre a efici€ncia de extracdo. Estas observagdes exploratorias puderam ser
confirmadas com os valores dos efeitos principais e suas interagdes calculados a partir

dos dados do planejamento fatorial, apresentados na Tabela 2.4.

TABELA 2.4 Efeitos (x 10®) calculados para o planejamento fatorial 2*

Média= | 1,39
Efeitos Principais (A) tempo = 0,33
(B) metanol = - 0,06
(C) tensoativo = - 0,20
(D) temperatura = 1,30
Interacdes AB = 0,06
AC = - 0,06
AD = 0,03
BC = - 0,09
BD = -0,11
CD = - 0,02
ABC = 0,00
ABD = -0,01
ACD = -0,01
BCD = -0,07
ABCD = -0,01
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Através da Tabela 2.4, observa-se que incrementos na temperatura € no tempo de
extracdo aumentam a quantidade de analitos extraidos, sendo que o efeito para
temperatura € cerca de quatro vezes maior do que o obtido para o tempo, 0 que mostra a
importincia desta varidvel no processo estudado. A presenca do tensoativo, no meio
extrator, também gera um efeito significativo e negativo, o que indica a inconveniéncia
de utilizacdo deste reagente. Nenhuma das interagdes entre os fatores apresenta efeito
significativo. Optou-se pelo tempo de 15 min por ser adequado e possibilitar uma reducao

considerdvel no tempo total da anélise.

As condicdes de extra¢do que maximizam o nimero e a quantidade de compostos
voléteis extraidos do mel analisado sdo: temperatura de extragdo = 60 °C; tempo de

extragdo = 15 min e ndo adi¢do de tensoativo ou metanol.

2.2.4 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA MASSA DE AMOSTRA UTILIZADA

Para minimizar o consumo de amostra, que eventualmente pode ser disponivel em
pequenas quantidades, foi avaliado um processo miniaturizado em substituicdo ao
otimizado acima. Para isso, 0,5 g de mel foi acondicionado em um frasco de 4 mL com
septo e foi termostatizado por 5 minutos a 60 °C. Adicionou-se através de uma seringa,
0,10 mL de solugdo aquosa 36 % m/v de cloreto de sédio pré-aquecida a 60 °C. A mistura
foi agitada magneticamente por 5 min a 1200 rpm. Apds este periodo, mantendo-se o
aquecimento e a agitacdo, a fibra de SPME foi exposta ao headspace da amostra por 15
min. A fibra foi entdo retraida e transferida para o injetor de um cromatégrafo a gas onde

os analitos foram dessorvidos por 5 minutos nas condi¢des descritas em 2.1.4. Na Tabela
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2.5, estdo relacionadas as dreas obtidas para os principais compostos detectados,

apontados na Figura 2.8.

TABELA 2.5 Valores de drea para alguns picos identificados na amostra de mel silvestre

Pico Composto R m=05g m=15g¢g

1 benzaldeido 961 0,04* 0,03
2 fenilacetaldeido 1043 0,11 0,10
3 2-metil-2-(3-metil-2-oxobutil)-1-cicloexanona 1063 0,70 0,80
4 cis-6xido de linalool 1074 0,20 0,20
5 1isomero do aldeido lilalico 1131 0,05 0,05
6 isdmero do aldeido lilalico 1143 0,10 0,16

Area Total 2,7 3,4

Notas: picos 1-6 referentes a Figura 2.8; RI = indice de retengo; a) valores de drea x10°.

Com base nos dados da Tabela 2.5 € possivel verificar que uma redu¢do da massa
de amostra de 1,5 g para 0,5 g implica na reducdo de apenas 20 % na drea total do

cromatograma, afetando os picos mais intensos de modo pouco significativo.

area (%)
100

25 2
Y SO Do, U rL. l,l\/u .

108 215 323 431 538 646 7.53 861 9.69 1076 1184 12.91 13.99 1507 1614 17.22 1829 19.37 20.45 2052 22.60 23.68 24.75 2583
tempo (min)

FIGURA 2.8 Cromatograma de ions totais tipico para mel silvestre. Picos identificados na
Tabela 2.5.
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Os resultados mostraram pouca ou nenhuma variagdo no perfil cromatografico
conforme previamente relatado na literatura [59]. Assim, a miniaturizagdo foi

considerada como adequada.

2.3 CONCLUSOES PARCIAIS

As condig¢des de extragdo consideradas adequadas apds a otimizagdo e que foram

adotadas para os estudos subsequentes sdo:

® massa de amostra=0,5 g;

e fibra de SPME recoberta com PDMS/DVB;

e uso de solucdo salina NaCl (36 % m/v), na razao de 1 %;
® n3o adicdo de tensoativo e metanol;

e temperatura de extracdo = 60 °C,

® tempo de extragdo = 15 min.
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CAPITULO 3

Caracterizacao de Méis
Brasileiros

Neste capitulo, sdo apresentados os resultados para seis variedades de méis
brasileiros — aqueles que tinham pelo menos trés amostras disponiveis. As amostras
foram obtidas diretamente de produtores durante o Congresso Brasileiro de Apicultura
(RN, 2004) e de outras fontes ndo comerciais. A identifica¢do da florada foi atestada pelo

préprio produtor, sendo assumida como verdadeira.
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3.1 Materiais

3.1.1 REAGENTES: Foi empregada uma mistura de n-alcanos (Cg — Cy) em heptano
(Merck & Co. Gibbstown, NJ, EUA) para determinacdo dos indices de retencdo dos
compostos. Como condicionador do meio de extragdo, foi utilizado: o NaCl (Synth

Quimica, Diadema, SP, Brasil).

3.1.2 MEIS: foram empregadas amostras de méis de diferentes floradas e regides
brasileiras (relacionadas na Tabela 3.1), fornecidas por diferentes produtores. As
amostras foram armazenadas em frascos fechados, em local seco e a temperatura

ambiente.

TABELA 3.1 Relacdo das amostras de méis brasileiros classificadas pela florada

Origem Floral n° amostras

Angico-de-bezerro / Quipé (Pitadenia moniliformis) 5
Aroeira / Fruto de Sabid (Schimus terenthifolius) 3
Assa-peixe (Vernonia polianthes less) 4
Cambara (Lantana montevidensis) 3
Marmeleiro (Cydonia vulgaris) 7
Morrao de candeia (Croton sp) 3
Multiflorais 24
Eucalipto (Eucayptus tereticornis, Eucaliptus robusta) 14
Laranjeira (Citrus airantum)

Sem Identificacdo 6

3.1.3 OUTROS MATERIAIS: Foi utilizada fibra para SPME (Supelco, Bellefonte, PA,
EUA) recoberta com 65 um de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB)
previamente condicionadas segundo orientagcdo do fabricante. Para as extracdes as

amostras foram acondicionadas em frascos (Wheaton, Millville, NJ, EUA) de 4 mL

selados com septo de PTFE (Supelco, Bellefont, PA, EUA).
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3.1.4 CONDIGOES CROMATOGRAFICAS: Para separagdo e identificagdo dos compostos
extraidos dos méis foi utilizado um Cromatégrafo a Gas com Detector Espectrométrico
de Massas por Trapeamento de fons (GC-MYS) Saturn IV 2100D (Varian, Walnut Creek,
CA,EUA) e coluna Varian - ChromPack CP-SIL8 CB (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum, 5 %
fenilmetilsiloxano). Temperaturas: injetor = 210 °C; detector = 230 °C; coluna = 2 min @
40 °C — 3 °C min™ até 175 °C — 20 °C min™ até 270 °C — 2 min. O injetor foi operado
no modo splitless. Hélio com pureza 5.0 foi utilizado como géds de arraste, na vazao de
1,0 mL min™. Parimetros do detector de massas: temperatura da interface = 170°C; faixa
de massas (m/z) varrida: 40 a 500; fonte de ions = 70 eV. Valores de areas relativas
(porcentagem da composicao total de voléteis) obtidas diretamente dos cromatogramas de
fons totais. Os indices de retencdao (RI, do inglés, retention index) [86] foram
determinados pela injecdo de uma série de normal alcanos (Cs a Cyp) em uma andlise com
temperatura programada segundo os mesmos parametros utilizados para as amostras. Os
valores calculados foram comparados, quando possivel, com os relatados na literatura
[87]. Nao houve a possibilidade de comparacdo com padrdes pela indisponibilidade

destes. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas.

3.1.5 SOFTWARE PARA PROCESSAMENTO DOS CROMATOGRAMAS (GC-MS):

Os cromatogramas de ions totais foram processados com o software AMDIS 1.01
(Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System; NIST,
Gaithersburg, MD - USA) usando as bases de dados NIST 1.6 e Wiley 275.1 para
pesquisa e comparagdo de espectros de massas comparando, quando possivel, com os

relatados na literatura [87].
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de méis estudadas eram provenientes de diferentes origens
geograficas. A Tabela 3.2 relaciona as regides brasileiras e o nimero de amostras

avaliadas de cada uma delas.

TABELA 3.2 Relacdo das amostras de méis brasileiros classificadas pela regido de origem

Regido / Estado n’ amostras
NORTE (AM) 1
NORDESTE (BA, CE, MA,)) 20
SE (ES, MG, RJ, SP) 32
SUL (RS, SC) 3
CO (DF, MT, MS) 14
Desconhecidas 18

Apés extracdo e separagdo cromatografica, verificou-se que cada tipo de mel
apresenta um perfil cromatografico diferente. Entretanto, também foi determinado que
estes perfis ndo sdo uniformes para amostras classificadas como do mesmo tipo. Por
defini¢do, um mel pode ser considerado monofloral quando contem a partir de 45% do
poélen de uma mesma planta. Sendo assim, 55% da composi¢do polinica deste mel pode
variar ¢ 0 mesmo ainda receberd a mesma classificacio melissopalinoldgica, o que
resultard em diferentes perfis composicionais. Além disso, segundo a Embrapa [88], os
apicultores se baseiam frequentemente em informagdes empiricas ndo validadas por
dados cientificos, o que acarreta dificuldades na padronizagdo dos nomes comumente
utilizados para a designagdao de uma mesma planta. Assim, méis podem ser classificados

como os mesmos tendo caracteristicas organolépticas diferentes.

A seguir, serdo apresentados os resultados para cada uma das variedades de mel

referidas neste capitulo.
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3.2.1 MEL DE ANGICO-DE-BEZERRO (Piptadenia moniliformis)

O angico é o nome comum das arvores do género Piptadenia, da familia
Leguminosiae. Trata-se de uma arvore que pode atingir até 20 metros de altura, que tem
crescimento rdpido e € encontrada em quase todo o Brasil. Na Figura 3.1 sdo
apresentados cromatogramas obtidos para amostras de mel de angico-de-bezerro. Na
Figura 3.1 é possivel verificar através de inspecdo visual que as amostras A, B e C (lado
esquerdo da Figura) apresentam semelhangas, principalmente para os picos de maior
intensidade, enquanto que para os méis D e E verifica-se um perfil diferenciado. Em
termos de procedéncia geografica, as amostras A, B, e C sdo, respectivamente, de trés
diferentes localidades da Bahia, e as amostras D e E sdo provenientes do Piaui e do Rio
de Janeiro. Os compostos identificados nestas amostras estdo apresentados na Tabela 3.3.
A Figura 3.2 apresenta o espectro de massas do composto ndo identificado com indice de

retengdo igual a 1083 e massa molar igual a 124, que foi encontrado nestas € em outras

amostras de mel estudadas neste trabalho.
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TABELA 3.3 Compostos identificados nas amostras de mel de angico-de-bezerro

Composto RI | A" | B C D E
furfural 830 nd nd nd nd X
benzaldeido 961 X X X X X
limoneno 1031 X nd nd nd nd
fenilacetaldeido 1043 X X nd X X
cis-6xido de linalool 1074 | X* | X* | X* | X* | X*
ni.? 1083 | nd nd nd X X
trans-6xido de linalool 1088 X X X X* X
terpenodiol 1 1099 | X* | X* | X* X X
aldeido lilalico (isomero) 1131 X nd nd nd nd
aldeido lilalico (isomero) 1143 X nd nd nd nd
mentol 1165 | nd nd nd nd X
naftaleno 1179 | nd nd nd nd X
dimetilbenzaldeido 1201 | nd nd nd X X
2,4-bis(t-butil)-fenol 2201 | nd nd nd X nd

Notas: a) n.i. = composto ndo identificado; b) A, B, C, D e E correspondem aos cromatogramas da Figura
3.1; RI = indice de retencdo; nd = composto ndo detectado; *compostos majoritdrios.
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FIGURA 3.2 Espectro de massas para o composto ndo identificado (RI = 1083).

Os compostos encontrados nas cinco amostras desta variedade de mel sdo:
benzaldeido, isdmeros cis e trans do 6xido de linalool e terpenodiol I. O ultimo deles,
denominado aqui de terpenodiol-I [3,7-dimetil-1,5-octadieno-3,7-diol)-terpenodiol], foi

identificado pelo espectro de massas que € apresentado na Figura 3.3. Este composto,
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derivado do linalool, foi identificado por Wilkins et alii [S1] em amostras de mel de

Carduus nutans provenientes da Nova Zelandia e por Rapp et alii [89] em aromas de

vinho da uva Morio-Muskat.
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FIGURA 3.3 Espectro de massas do composto identificado como 3,7-dimetil-1,5-
octadieno-3,7-diol (terpenodiol-I) (RI = 1099).

Os compostos encontrados no mel de angico-de-bezerro também foram
encontrados em outros tipos de méis avaliados. Ndo foram encontrados na literatura
dados relativos a composicao de volateis deste tipo de mel; além disso, ndo foi possivel
definir qualquer relacdo entre as dreas dos picos principais da amostra que pudesse ser

definida como caracteristica deste mel.
3.2.2 MEL DE AROEIRA (Schimus terenthifolius)

A aroeira € uma planta silvestre, encontrada em grande parte de territdrio

brasileiro. Suas flores sao pequenas e de coloracdo amarelo-clara e surgem no periodo de
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setembro a janeiro. O mel oriundo da florada da aroeira tem coloragdo escura e sabor
caracteristico forte. A Tabela 3.4 apresenta os compostos identificados para as amostras

de mel de aroeira cujos cromatogramas de {ons totais, sdo apresentados na Figura 3.4.
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FIGURA 3.4 Cromatogramas de ions totais para mel de aroeira (amostras A, B e C).

TABELA 3.4 Compostos identificados nas amostras de mel de aroeira

Composto RI® A B C

1-pentanol 768 X nd nd
3-metil-1-butanol 779 X nd nd

furfural 830 nd X nd
5-metil-2-furfural 961 nd X nd
benzaldeido 962 nd X X*
fenilacetaldeido 1043 nd X X*
2-metil-2-(3-metil-2-oxobutil)-1-cicloexanona 1063 X* nd X*
cis-6xido de linalool 1074 X* | X* X

nit* 1083 nd | X* nd

trans-6xido de linalool 1088 nd X* nd
linalool 1098 nd nd X

terpenodiol I 1099 nd nd X

alcool feniletitilico 1110 X nd nd
dimetilbenzaldeido 1201 X X X
2-feniletil éster do acido acético 1248 X nd nd
p-anisaldeido 1252 nd nd | X*
1,5,5-trimetilbiciclo[2.2.1] heptan-2-ol 1271 X nd nd
2,4-bis-(1,1-dimetiletil)-fenol 2201 X X nd

Notas: a) n.i. = composto ndo identificado; b) A, B, C correspondem aos cromatogramas da Figura 3.4; RI
= indice de retencio; nd = composto néo detectado; * compostos majoritarios.

Nas amostras A e C, provenientes do Mato Grosso do Sul, um dos principais
componentes identificado tentativamente (somente por comparacdo do espectro de
massas) foi a 2-metil-2-(3-metil-2-oxobutil)-1-ciclohexanona. Esta cetona ciclica, cujo
espectro de massas € apresentado na Figura 3.5, também aparece como componente

importante em outros tipos de mel.
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FIGURA 3.5 Espectro de massas do composto identificado como 2-metil-2-(3-metil-2-
oxobutil)-1-ciclohexanona (RI = 1063).

A literatura cita o alcool feniletilico como tendo sido detectado no mel de tomilho

[12] e na composicdo dos voléteis emitidos por abelhas-rainha [90]. Este composto é um

semioquimico muito comum e pode ser encontrado como componente do feromonio

sexual de diferentes insetos e como feromdnio de alarme em formigas africanas.

Nao foram encontrados na literatura dados relativos a composicao de volateis

deste tipo de mel; além disso, nao foi possivel definir qualquer relacdo entre as areas dos

picos principais da amostra que pudesse ser definida como caracteristica deste mel.
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3.2.3 MEL DE AsSSA-PEIXE (Vernonia polianthes less)

O assa-peixe € um arbusto tipicamente brasileiro que cresce espontaneamente e
distribui-se geograficamente do Parand a Bahia e na regido Centro-Oeste. Em areas
antrépicas de Minas Gerais, a espécie Vernonia scorpidides é frequente, apresentando-se
florida todo o ano e representando o maior pontecial néctar polinifero destas areas. Essa
espécie apresenta-se tanto como pdlen dominante (acima de 45%), quanto como
acessorio (de 10 a 15%) nos méis produzidos nesta regido. Das amostras desta variedade
de mel analisadas, aquela identificada pela letra D estavam disponiveis dados de
avaliagdo melissopalinoldgica. Estes apontaram que 64,9 % do pdlen presente neste mel é
realmente de assa-peixe, devendo ele ser classificado como monofloral. As outras

amostras ndo foram avaliadas quanto ao teor de pdlen.

area (%)
100

oxido de -
linalool o
(isémeros) )

75 safranal

N

Jos SO

fenilacetaldeido isoforona 2-butil-1,3,3-
trimetilcicloexeno

25 benzaldeido

128 256 3.83 511 639 7.67 894 1022 11.50 12.78 14.06 1533 16.61 17.89 19.17 20.44 21.72 23.00 24.28 25.55 26.83 28.11 29.39 30.67
tempo (min)

FIGURA 3.6 Cromatograma de fons totais tipico para mel de assa-peixe (amostra C).
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Os compostos identificados neste tipo de mel estdo listados na Tabela 3.5.
Segundo Matos et alii [78], a unica referéncia localizada na literatura sobre mel de assa-
peixe, ele apresenta predominantemente aldeidos, conforme pdde ser comprovado pelas
amostras analisadas. O dlcool feniletilico € considerado um poderoso odorante do mel de
assa-peixe, mas este foi detectado apenas na amostra D. A 2,3-butadiona, considerada
como um dos compostos ativos tipicos no odor deste mel, ndo foi detectada em nenhuma
das amostras avaliadas, assim como isdmeros do dcido metilbutandico, que, de acordo

com o trabalho citado, parecem ser responsaveis pelo off-flavor deste tipo de mel.

TABELA 3.5 Compostos identificados nas amostras de mel de assa-peixe

Compostos RI A B C D

2- furanometanol 875 X nd nd nd
benzaldeido 956 X nd X X*
octanal 1001 nd nd nd X

alcool benzilico 1032 nd X nd X*
fenilacetaldeido 1043 X X X X*
cis-6xido de linalool 1074 X X* | X* X
trans-6xido de linalool 1088 X nd X* X
terpenodiol I 1099 X X* X nd
nonanal 1102 nd nd nd X*

alcool fenil etilico 1110 nd nd nd X
o-isoforona 1118 X nd X X
safranal 1192 X nd X* nd
hidroximetilfurfural 1195 X nd nd nd
dimetilbenzaldeido 1201 nd nd X nd
cinelorona 1204 nd nd X nd
2-butil-1,3,3-trimetilciclohexeno 1237 nd nd X nd

Notas: RI = indice de retencdo; nd = composto ndo detectado, * compostos majoritdrios.

Na amostra A foi verificado um pico para hidroximetilfurfural (HMF) com darea
significativamente maior aos outros compostos. O HMF € um composto que resulta da

quebra de agucares simples, como glicose e frutose e por isso € considerado um indicador
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da negativo na qualidade do mel, sendo possivelmente gerado pelo aquecimento
excessivo da amostra [43]. Entretanto, alguns autores [91] afirmam que HMF também
ocorre naturalmente em méis, principalmente em regides de climas quentes. A isoforona
foi detectada em trés das quatro amostras estudadas de mel de assa-peixe, podendo ser
apontada como um possivel marcador para méis de assa-peixe, uma vez que, 0s outros
compostos identificados, como dlcool feniletilico (associado a notas de odor floral), foi
detectado em outras variedades de méis [78], ndo podendo ser considerado um

diferenciador.

3.2.4 MeL DE CAMBARA (Lantana montevidensis)

O cambard €é um arbusto florifero de efeito ornamental comumente encontrado no
bioma da Mata Atlantica. As inflorescéncias sdo compostas, formando mini-buqués das
mais variadas cores, como laranja, rosa, vermelho, amarelo e branco. O mel de cambara,
caracterizado pela presenca de 15% a 45% de polen especifico desta espécie, sendo
classificado um mel monofloral, € muito apreciado pelo seu aroma agradavel e sabor
delicado e caracteristico [77, 82]. A Tabela 3.6 lista os compostos detectados e
identificados nas amostras de mel de cambard analisadas, cujo cromatograma tipico €

apresentado na Figura 3.7.

63



Tabela 3.6 Compostos identificados nas amostras de mel de cambara

Compostos RI A B C
furfural 830 X nd X

acido 2-metil butandico 908 nd nd nd
benzaldeido 956 X* X X
fenilacetaldeido 1043 X X* X
cis-0xido de linalool 1074 X* X X*
trans-6xido de linalool 1088 X X X
alcool feniletilico 1110 X X X
benzonitrila 1125 X X* X
isdmero do aldeido lilalico 1131 nd nd X
isdmero do aldeido lilalico 1143 nd nd X
safranal 1197 nd nd X
dimetilbenzaldeido 1201 X X X
fenietilamina 1241 X nd nd
o-fenil-anisol 1263 X X nd
2,4-bis(1,1-dimetiletil)-fenol 2201 X nd X

Notas: RI = indice de reten¢@o; nd = composto ndo detectado; * composto majoritério.
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tempo (min)

FIGURA 3.7 Cromatograma de fons totais tipico para mel de cambara (amostra A).

E possivel verificar que a composi¢cao das amostras A e B, ambas provenientes do
Estado de Espirito Santo, é muito similar. A amostra C, do Rio de Janeiro, apresenta
alguns compostos diferentes da amostras anteriores mas em quantidade inferiores,
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provavelmente provenientes de plantas presentes na regido onde esté localizada a colméia
e ausentes daquelas onde as amostras A e B foram produzidas. Os compostos
benzaldeido, fenilacetaldeido, os isOmeros cis e trans de 6xido de linalool, alcool
feniletilico, benzonitrila e dimetilbenzaldeido foram encontrados em todas as amostras

estudadas desta variedade.

Recentemente, o aroma do mel de cambard foi estudado por Moreira e de Maria
[77]. O acido fenilacético, o benzaldeido e a benzonitrila foram ali identificados como
sendo seus os componentes principais. Essas trés substiancias sdo provavelmente de
origem vegetal e poderiam estar presentes no néctar ou serem resultado de
transformagdes bioquimicas durante a producdo do mel. O &cido fenilacético geralmente
ndo é encontrado no aroma de flores e pode ter sido formado a partir do fenilacetaldeido,
um componente comum, devido ao ambiente oxidante dos favos, que favorece a
transformacdo dos aldeidos em seus respectivos dcidos [23]. Segundo Stefanello et alii
[92] os constituintes majoritdrios do dleo essencial de cambard variam de acordo com o
periodo de floracdo, sendo que esta variacdo pode acarretar uma variabilidade quimica
nos méis obtidos em diferentes periodos do ano. Os componentes principais no inicio da
floragdo, detectados por Stefanello et alii [92], sao eugenol e (E)-nerolidol e, no final da
floragdo, fenilacetaldeido, composto indicado como responsdvel tanto pela atragdo de
borboletas como de abelhas produtoras de mel. Moreira e de Maria [77] confirmaram que
benzaldeido, benzonitrila e dlcool feniletilico sio compostos ativos no aroma do mel de
cambard brasileiro sendo predominantes no headspace desta variedade de mel e

responsaveis pelo seu aroma caracteristico.
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Os compostos identificados no mel de cambara ndo diferem muito dos de outras
amostras analisadas, exceto pela presenca de benzonitrila, que ndo foi detectada ou
identificada em nenhum outro tipo de amostra avaliada neste trabalho. Esta informacao,
aliada ao fato de benzonitrila ser considerado caracteristico do néctar da flor de cambard
ser composto ativo no odor deste tipo de mel, sugere que ela pode ser usado como

marcador para este tipo de mel.

3.2.5 MEL DE MARMELEIRO (Cydonia vulgaris)

O marmeleiro € um arbusto de porte altivo e floradas breves que ocorrem com as
primeiras chuvas na caatinga hipoxeréfila (dreas com solo menos seco que a caatinga
tradicional), que cobre grande parte do semi-drido nordestino. Esta espécie ndo deve ser
confundida com Pyrus cydonia, homonimo da qual se extraem frutos para fazer doces
[93]. O mel obtido do néctar das floras de Cydonia vulgaris ¢ um mel denso, claro, e é
considerado raro e valioso, sendo cobicado no mercado pelas condi¢des de producao
ambientalmente limpas e pelo seu sabor especial — o Gnico que se conhece com sabor de

cravo-da-india [93].

Das amostras avaliadas, trés (A, C e E) s@o provenientes do Rio Grande do Norte,
um delas de Sdo Paulo (B) e um do Piaui (D). A Figura 3.8 mostra um cromatograma de
fons totais tipico para mel de marmeleiro. Os compostos identificados estdo listados na

Tabela 3.7.
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FIGURA 3.8 Cromatograma de {ons totais tipico para mel de marmeleiro (amostra C).

TABELA 3.7 Compostos identificados nas amostras de mel de marmeleiro

Compostos RI A B C D E
1-pentanol 768 nd nd X nd nd
2-metil-1-butanol 782 nd nd X nd nd
limoneno 1031 nd nd X nd nd
eucaliptol 1033 nd X nd nd nd
fenilacetaldeido 1043 X* X X X X
2-metil-2-(3-metil-2-oxobutil)-1-ciclohexanona 1063 nd X* | X* nd X*
cis-6xido de linalool 1074 X* nd nd X* | X*
n.i.* 1082 X*E | X* | X* | X* nd
terpenodiol I 1099 X nd | X* | nd | X*

ni.* 1108 nd | X* | nd | X* | nd

isdmero do aldeido lilalico 1143 nd nd X nd nd
oxido de nerol 1153 nd X X X nd
isdmero do aldeido lilalico 1172 nd nd X nd nd
hidroximetilfurfural 1195 nd X nd nd nd
acetato de 2-feniletila 1248 nd nd X nd X
isoeugenol-metiléter 1402 X nd nd nd nd

Notas: a) n.i. = composto ndo identificado; RI = indice de reten¢do; nd = composto nao detectado;
*compostos majoritarios.
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Apesar do esperado odor de cravo-da-india, o eugenol - componente caracteristico
deste aroma - ndo foi detectado por Moreira et alii [79] que determinaram como
compostos responsdveis pelo aroma do mel de marmeleiro o 4acido isovalérico, o dcido
benzodico, a y-decalactona e a vanilina. Nenhum destes compostos foi encontrado nas
amostras estudadas. Nestas amostras, somente a designada pela letra A apresentou um
isdmero do eugenol, o isoeugenol-metiléter que, segundo Frauendorfer e Schieberle [94],
possui odor relacionado a fumaca. A Figura 3.9 mostra o espectro de massas do composto
nao identificado com indice de retenc@o 1108. Este composto foi detectado apenas no mel
de marmeleiro, sendo um dos componentes majoritirios nas amostras B e D. Nao foi
detectado nas amostras A, C e E, todas provenientes do Rio Grande do Norte, nem foi
listado na referéncia acima citada. Assim, é um possivel marcador de origem geografica

para este mel.

abundancia
\
100 %

FIGURA 3.9 Espectro de massas para o composto nao identificado (RI = 1108).
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3.2.6 MEL DE MORRAO DE CANDEIA (Croton sp)

Trés amostras de mel de morrido-de-candeia foram avaliadas, sendo duas delas
provenientes do Rio de Janeiro (A e B) e uma de Minas Gerais (C). A Figura 3.10 mostra
os cromatogramas obtidos para este tipo de mel. Os compostos detectados e identificados

estdo apresentados na Tabela 3.8.
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FIGURA 3.10 Cromatograma de ions totais para mel de morrao de candeia
(amostras A, B e C).
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TABELA 3.8 Compostos identificados nas amostras de mel de morrdo de candeia

Compostos RI A’ B C
benzaldeido 961 nd nd X

limoneno 1031 X X nd
fenilacetaldeido 1043 nd X X
2-metil-2-(3-metil-2-oxobutil)-1-ciclohexanona 1063 nd nd X*
cis-6xido de linalool 1074 X*F | X* | X*
orcinol 1081 X* | X* X

terpenediol I 1099 X* | X* | X*

oxido de nerol 1153 X X X

mentol 1165 X nd nd
2,6-dimetil-3,7-octadieno-2,6-diol 1182 X nd nd
hidroximetilfurfural 1195 nd X nd
acetato de 2-feniletila 1248 X nd nd

Notas: a) A, B e C correspondem aos cromatogramas da Figura 3.10; RI = indice de retencéo;
nd = composto nao detectado; * compostos majoritrios.

De acordo com a Tabela 3.8 € possivel verificar que todas as amostras de mel de
morrdo-de-candeia apresentam quantidades significativas de 6xido de linalool (isdmero
cis) e de terpenediol 1. O 3,5-hidroxitolueno (orcinol) foi detectado apenas nas amostras
A e B, que possuem perfil cromatografico bastante similares, guardando a propor¢ao
entre os trés principais compostos detectados, conforme pode ser observado pela
comparacdo das Figuras 3.10 A e B. A amostra C do mel morrdo de candeia apresentou
majoritariamente cetonas [2-metil-2-(3-metil-2-oxobutil)ciclohexanona] e dalcoois. A
cetona, 2-metil-2-(3-metil-2-oxobutil)ciclohexanona, também foi observada em
quantidade significativa no mel de assa-peixe. Matos et alii [78] avaliaram mel de morrao
de candeia brasileiro (Espirito Santo) apds extragao em fase sdlida e identificaram 51
compostos nesta variedade de mel, sendo que 24 destes também foram encontrados no

mel de assa-peixe.
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3. 3 CONCLUSOES PARCIAIS

Nesta etapa do trabalho, foram analisados seis tipos de méis brasileiros. Para os
méis de angico-de-bezerro e aroeira nao foram localizadas na literatura informagdes
sobre a composi¢ao de sua fracdo volétil. Foi constatado que algumas variedades de méis
apresentam perfis cromatograficos caracteristicos, enquanto para outras hd grande
variacdo entre amostras. Esta variacdo pode supostamente ser associada a origem
geografica do mel e a época em que a ele foi produzido, pois a composi¢do do néctar das

flores varia de acordo com o periodo da florada.

Para os méis angico-de-bezerro e aroeira ndo foram detectados compostos que
possam ser usados como possiveis marcadores. Para o mel de assa-peixe, os dados
obtidos sugerem que a isoforona é um potencial marcador, pois este composto foi
detectado apenas nesta variedade de mel. No mel de cambara foi detectada a presenca de
benzonitrila, composto que é caracteristico do néctar desta planta e considerado como
odor ativo deste tipo de mel. A benzonitrila ndo foi identificada em outro tipo de mel,
sendo um marcador potencial para esta variedade. O mel de marmeleiro ndo apresentou
um composto especifico que possa ser considerado marcador; entretanto, das amostras
avaliadas, € possivel diferenciar aquelas provenientes do Rio Grande do Norte das demais
pela presenca de um composto ndo identificado de indice de retencdo 1108 -
possivelmente um terpenol. No mel de morrao-de-candeia foi detectada a presenga de
orcinol (3,5-diidroxitolueno) em todas as trés amostras avaliadas, aparecendo como um

dos compostos de maior drea relativa em duas delas. Este composto ndo foi identificado

em outros tipos de mel, podendo ser um potencial marcador para esta variedade.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACAO DE MEIS
DE EUCALIPTO

No Brasil, especialmente no Estado de Sdo Paulo, os méis monoflorais de
eucalipto e laranjeira representam a maior por¢do da produgdo nacional, devido ao
intenso esforco para o reflorestamento e o desenvolvimento da industria de citricos [95].
O mel de eucalipto tem coloragdo caracteristica amarelo-ouro com reflexos alaranjados,
cristaliza com granulacdo compacta, fina ou mediana, e € reconhecido por seu aroma

intenso e persistente que recorda a madeira molhada.
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A arvore de eucalipto pertence a familia Myrtaceae e pode receber diferentes
nomes populares: calipe, eucalipto-prateado, eucalipto-cheiroso, eucalipto-saligna,
eucalipto-robusta, entre outros. Vdrias espécies de eucalipto podem ser encontradas,
dentre as quais se destacam E. grandis, E. robusta, E. saligna, E. citriodora e E.
urophylla. Esta espécie foi introduzida no Brasil em 1910, sendo que o primeiro Cédigo
Florestal Brasileiro (1934) incentivava o plantio de florestas homogéneas em detrimento
das heterogéneas primitivas, derrubadas em grande parte para o plantio de eucaliptos.
Inicialmente usada para a produgdo do carvdo que movia as locomotivas a vapor, hoje é
amplamente utilizado para producdo de pasta de papel e celulose, na construcdo civil, em
produtos medicinais, lenha para padarias e similares, méveis, entre outros. Suas floradas
oferecem bom pasto para abelhas, produzindo mel de excelente qualidade. Sua grande
utilidade para o homem, associada ao crescimento rdpido (3 m / ano iniciais) faz do
eucalipto uma das arvores mais plantadas do Brasil. A espécie mais plantada, Eucalyptus
grandis, cobria em 1998 uma drea de 3 milhdes de hectares, equivalente a drea do estado

de Alagoas, segundo dados da ESALQ/USP [96].

4.1 MATERIAIS

4.1.1 REAGENTES: os mesmos descritos no capitulo anterior (p. 51).

4.1.2 MEIS: foram empregadas onze diferentes amostras de méis de eucalipto de
diferentes produtores, sendo que para oito delas foram fornecidos os resultados das

andlises melissopalinoldgicas. As amostras foram armazenadas em temperatura ambiente.
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4.1.3 OUTROS MATERIAIS: 0S mesmos descritos no capitulo anterior (p. 51).

4.1.4 CONDICOES CROMATOGRAFICAS: mesmas descritas no capitulo anterior (p. 52).

4.1.5 SOFTWARE: 0 mesmo descrito no capitulo anterior (p. 52).

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 AMOSTRAS COM INFORMACOES DE ANALISE MELISSOPALINOLOGICA

Das onze amostras de mel de eucalipto avaliadas, para oito foram fornecidas pelos
préprios apicultores andlises melissopalinoldgicas, realizadas segundo procedimento
convencional [66]. Na Tabela 4.1, sdo apresentados os resultados destas andlises em
porcentagem de graos de podlen contados; a Figura 4.1 mostra microfotografias dos
principais tipos de pdlen encontrados nestas amostras. Todas as oito amostras estudadas
podem ser classificadas com monoflorais, tendo o eucalipto como espécie dominante (45
% ou mais de pdlen de flores de eucalipto). A amostra (A) possui aproximadamente 53 %
de graos de pdlen identificados como de eucalipto e 15 % de pdlen das espécies Vernonia
e Astronium, sendo a porcentagem de outros tipos de pélens igual a 10,7%. A amostra (B)
tem eucalipto como pdlen principal 54 % e 17,9 % de pdlen de Cecropia, uma espécie
ndo nectarifera. A amostra (C) apresenta além de 55,4% de pdlen de eucalipto,
aproximadamente 15 % das espécies Astronium e Baccharis. A amostra (D) é a que
apresenta a maior variagdo na composicdo polinica, sendo que nenhuma das espécies
classificadas na Tabela 4.1 como “outros” ultrapassa 5 % de frequéncia. As amostras que
contem mais de 80 % de grios identificados como de eucalipto, apresentam como

esperado, maior uniformidade, com destaque para as amostras (E) e (F) que possuem
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respectivamente 4,6 % de polen de Baccharis e 6,1 % de pdlen de Astronium. Sendo

assim, todas as amostras classificadas como monoflorais de eucalipto, possuem

composi¢do polinica bastante variada, apesar de terem o eucalipto como pdlen

dominante, podendo-se esperar uma composicao de voldteis também diferenciada.

TABELA 4.1 Resultados da Andlise Melissopalinoldgica para amostras de mel de eucalipto

ESPECIE
Amostra | Eucaliptus | Vernonia | Astronium | Baccharis | Cecropia | Serjanea Outros ”
A 532° 14,9 14,8 4,3 o 2,1 10,7
B 54,0 1,6 ---- 0,8 17,9 8,9 16,8
C 55,4 2,9 15,2 14,5 — 5,1 6,9
D 58,3 1,7 — — — — 40,0
E 84,4 -—-- 0,7 4,6 0,2 1,3 8,8
F 86,4 -—-- 6,1 -—-- — 1,4 6,1
G 93,7 -—-- -—-- 2,3 — — 4,0
H 97,8 -—-- 1,1 1,1 — — —

Notas: a) porcentagem de graos de pdlen encontrados de cada espécie; b) inclui Antigonun,
Commelinaceae, Croton, Cyperaceae, Datura, Elephantopus, Eupatoriun, Fabaceae, Gramineae, Hyptis,
Ipomea, Lauraceae, Melastomataceae, Mimosa, Myrcia, Persea, Piptadenia, Protiun, Rellia, Schinus,

Schrankia.

FIGURA 4.1 Microfotografias de graos de pélen das espécies encontradas nos méis de
eucalipto. (1) Eucaliptus; (2) Vernonia; (3) Astronium; (4) Baccharis; (5) Cecropia; (6)
Serjanea [97].
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Os compostos detectados e identificados nas amostras de mel relacionadas na
Tabela 4.1 estdo apresentados na Tabela 4.2. Com base nos dados da Tabela 4.2, é
possivel verificar que os isdmeros cis- e trans- do 6xido de linalool estdo presentes em
todas as amostras como componentes majoritdrios. Estes compostos ja foram detectados
em méis de eucalipto australianos [50] e espanhdis [11], sendo que os méis australianos
também apresentaram furfural e os méis espanhdis apresentaram quantidades
significativas de benzaldeido e fenilacetaldeido. Um composto ndo identificado de massa
molar 124 (RI = 1083) foi detectado em todas as amostras, sendo que para os méis com
mais de 80 % de pdlen de eucalipto a concentragcdo deste composto € inferior a dos outros
méis. Este isomero ndo identificado (RI = 1083) também foi detectado por D’ Arcy et alii
[50] em méis de eucalipto australiano dos gé€neros E. Leucoxylon e E. Melliodora.
Nonanal, 1-nonanol, acido nonandico, acido dodecandico e dacido hexadecandico,
detectados em méis de eucalipto italianos [70], ndo foram detectados nas amostras aqui
avaliadas. Fuente et alii [11] sugerem que os compostos acetoina, 2,3-butanodiona e cis-
6xido de linalool sejam usados como discriminantes para o mel de eucalipto espanhol.
Destes compostos, apenas o cis-0xido de linalool foi encontrado nas amostras estudadas
de mel de eucalipto italiano [70], australiano [11], grego [98] e nestas amostras de mel
brasileiro. Entretanto, o cis-6xido de linalool foi encontrado em praticamente todas as
amostras estudadas neste trabalho independente da florada, ndo sendo util como
marcador. Em méis de eucalipto gregos [98], avaliados por SPME e extracdo assistida
por ultrassom, foram detectados apenas dlcool benzilico, fenilacetaldeido, p-tolualdeido,

alcool feniletilico, acido benzoico e acido fenilacético.
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TABELA 4.2 Compostos identificados nas amostras de mel de eucalipto com informagdes
de Andlise Melissopalinoldgica

Composto RI A° | B C | D | E F | G | H
furfural 830 nd nd 1,1 nd 2,4 1,2 | 6,1 9,3
benzaldeido 961 39 1,6 | 6,0 | 16,0 | nd nd nd nd
cimeno 1022 nd nd 1,1 1,1 nd nd nd nd
limoneno 1031 24 | 20 | 20 | 2,4 2,0 1,4 nd nd
cis-6xido de linalool 1074 194 |1 30,2|21,9 | 153|193 | 12,6 | 13,1 | 13,2
n.i? 1083 89 | 112|116 | 3,8 | 54 | 2,0 | 22 | 21
trans-6xido de linalool 1088 16,3 | 34,2 | 14,3 | 16,7 | 15,0 | 33,3 | 29,2 | 38,0
fenchol 1112 nd nd nd 1,2 1.4 1,9 1,2 1,2
isoforona 1118 nd nd nd nd nd 1,7 nd 1,5
I-pinocarveol 1139 6,1 26 | 57 | 24 | 70 1,7 | 2,6 | 2,0
pinocanfona 1160 1,4 1,2 | 35 | 29 nd 3,2 nd nd
borneol 1165 2,2 nd 4,5 nd nd nd nd nd
o-terpineol 1189 1,8 nd nd nd 4,8 nd nd nd
compostos identificados® 624|846 | 71,7 | 61,8 | 57,3 | 59,0 | 83,4 | 67,3

Notas: a) n.i. = composto ndo identificado; b) A a H correspondem as amostras; c) valores de drea relativa
percentual; d) somatério das dreas relativas dos compostos identificados; RI = indice de retengdo;
nd = composto ndo detectado.

4.2.2 AMOSTRAS SEM INFORMACOES DE ANALISE MELISSOPALINOLOGICA

Foram avaliadas outras trés amostras de méis de eucalipto, assim classificadas
pelo produtor mas sem dados de andlise melissopalinolégica. Uma delas foi declarada
com “eucalipto puro”, outra como heterofloral com presenca predominante de eucalipto e
a outra como uma mistura de eucalipto e amor-agarradinho (Antigonon leptopus). Os
cromatogramas obtidos sdo apresentados na Figura 4.2. Observando esta figura é
possivel verificar que os perfis cromatograficos obtidos sdo similares para as
amostras de “eucalipto puro” e heterofloral com presenca predominante de eucalipto. A
amostra que supostamente contém mistura do pdlen da planta amor-agarradinho
apresentou um perfil diferenciado, sendo alterado inclusive o pico do composto mais

abundante. A Tabela 4.3 relaciona os compostos identificados para estas amostras.
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FIGURA 4.2 Cromatogramas de ions totais para mel de (PUR) eucalipto puro,
(HET) heterofloral com predominancia de eucalipto e (ANT) eucalipto com
Antigonon leptopus.

Com base nos dados da Tabela 4.3, é possivel verificar que os isomeros cis e
trans do 6xido de linalool estdo presentes em todas as amostras, mas como componentes

majoritarios apenas para a amostra de mel heterofloral. Na amostra de mel de eucalipto
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puro, apenas o isdmero cis aparece em quantidade significativamente maior. O furfural
foi identificado em todas as amostras, assim como dimetilbenzaldeido, o 2,4-bis(1,1-
dimetiletil)fenol, e um composto nao identificado com indice de retencdo 1083 e massa
molar 124 que apresentou menor porcentagem no mel puro, como observado para os méis
com porcentagem de pdlen de eucalipto superior a 80% (Tabela 4.2). Da mesma forma,
como ja havia sido observado para as amostras que continham mais de 80 % de pdlen de
eucalipto (Tabela 4.2), o benzaldeido ndo foi detectado no mel considerado puro.
Linalool e o-terpineol ndo foram detectados na amostra heterofloral. O naftaleno foi
encontrado apenas nestas trés amostras, € apenas a amostra contendo Antigonon
leptopus, apresentou safranal e eucarvona. Estes compostos foram identificados
tentativamente apenas por comparacdo com os espectros de massa € ndo eram
esperados em amostras de mel. Neste caso, pode-se afirmar que ndo sao
caracteristicos de mel de eucalipto, sendo provavelmente provenientes do

Antigonon leptopus ou de outras fontes florais visitadas pelas abelhas.
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TABELA 4.3 Compostos identificados nas amostras de mel de eucalipto sem informagdes
de Andlise Melissopalinoldgica

Composto RI PUR" | HET | ANT
furfural 830 2,8° 4.1 3,3
benzaldeido 961 nd 2.4 2,7
benzenoacetaldeido 1043 2,3 2,8 nd
cis-0xido de linalool 1074 22,1 49,0 13,5
nit? 1083 0,8 2,1 1,1
trans-6xido de linalool 1088 3.7 11,9 3,0
linalool 1096 2.5 nd 1,4
isoforona 1118 nd nd 7.4
epoxilinalool 1153 3,6 1,1 nd
naftaleno 1179 1,9 1,1 4,1
o-terpineol 1189 1,2 nd 0,6
safranal 1197 nd 1,5 22,9
dimetilbenzaldeido 1201 2,2 1,9 2,1
eucarvona 1208 nd nd 5,6
p-anisaldeido 1252 nd 3,0 nd
2,4-bis(1,1-dimetiletil)fenol 2201 1,1 0,4 1,1
dibutilftalato 3453 0,8 0,5 0,8
compostos identificados® 44,7 81,7 69,4

Notas: a) n.i. = composto ndo identificado; b) PUR = mel puro de eucalipto, HET = mel de eucalipto
heterofloral e ANT = mel de eucalipto e Antigonon, apresentados na Figura 4.2; ¢) valores de drea relativa
percentual; d) somatério das dreas relativas dos compostos identificados; RI = indice de retencédo; nd =
composto ndo detectado.

Zini et alii [65] estudaram por SPME-CG compostos organicos volateis emitidos
por espécies de eucalipto in situ. Dentre os compostos encontrados para a espécie E.
dunnii, temos os listados na Tabela 4.4 acrescidos de isopreno, hexenal, 3-hexen-1-ol e B-
ocimeno. Para E. citriodora, tem-se a presenca de isdmeros oxido rosa, citronelal,

citronelol e acetato de citronelila.
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TABELA 4.4 Compostos detectados em folhas de eucalipto [65] e nos diferentes
méis de eucalipto estudados.

Composto RI Folha Mel®
pineno 939 X nd
canfeno 953 X nd

felandreno 1005 X nd
cimeno 1022 X C,D

limoneno 1031 X G, H
1,8-cineol 1033 X nd
linalool 1096 X PUR, ANT
fenchol 1112 X D,E,F,G,H
l-pinocarveol 1139 X A,B,C,D,E,F,G,H
pinocanfona 1160 X E,G,H
borneol 1165 X A, C
terpineol 1189 X A, E, PUR, ANT
verbenona 1204 X nd
carveol 1217 X nd
cis-cariofileno 1409 X nd
trans-cariofileno 1418 X nd
aloaromandendreno 1461 X nd
espatulenol 1576 X nd
globulol 1583 X nd

Notas: a) A-H = amostras descritas na Tabela 4.1, PUR = mel puro de eucalipto, ANT = mel de eucalipto e
A. leptopus ; RI = indice de retenc¢do; nd = composto ndo detectado,

A Tabela 4.4 apresenta os resultados obtidos, indicando, dos compostos
detectados, aqueles encontrados nas folhas de eucalipto [65]. O 1-pinocarveol foi o tnico
composto encontrado tanto nas folhas como em oito amostras de mel de eucalipto (todas
as que possuiam andlise de pdlen). Limoneno e pinocanfona foram encontrados apenas
nas amostras com teor de pélen superior a 90 %. O fenchol foi detectado em amostras
com teor de pélen maior ou igual a 58 %. O linalool foi encontrado apenas nas amostras
de mel de eucalipto “puro” e com A. leptopus. O borneol foi detectado em amostras
contendo até 55 % de poélen de eucalipto e o «a-terpineol em amostras com

composi¢do de pdlen variado.
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4.3 CONCLUSOES PARCIAIS

L-pinocarveol, fenchol e pinocanfona, sdo compostos provenientes do eucalipto
que se apresentam aparentemente, sem modificagdes quimicas na grande maioria das
amostras de mel de eucalipto estudadas. Estes compostos ndo foram detectados nas
amostras de mel de outras origens florais estudadas neste trabalho. Assim, se mostram
como um possiveis marcadores para méis de eucalipto. Outros compostos detectados,
como limoneno, isdmeros do 6xido de linalool, benzaldeido e furfural, ndo devem ser

empregados com esta finalidade, pois foram encontrados em méis de outras procedéncias.
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CAPITULO 5

Caracterizacao de Méis
de Laranjeira

O Brasil € o maior produtor mundial de frutas citricas, sendo responsavel por
aproximadamente 27 % da produc¢do mundial. O Estado de Sdo Paulo responde por 80 %
do total produzido no pais, com 13,8 milhdes de toneladas [99]. Isso favoreceu o
desenvolvimento da atividade apicola em SP, com destaque para a producdo do mel de
laranjeira - um mel dourado, com aroma que remete as laranjeiras em flor, encorpado e

com paladar especifico, preferido por grande parte dos consumidores [100].
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5.1 Materiais

5.1.1 Reagentes: os mesmos descritos no Capitulo 3 (p. 51).

5.1.2 MEIS: foram empregadas trés amostras de méis de laranjeira fornecidas por
diferentes produtores. As amostras foram armazenadas em frascos fechados, em local

seco e a temperatura ambiente.

5.1.3 OUTROS MATERIAIS: os mesmos descritos no Capitulo 3 (p. 51).

5.1.4 CONDICOES CROMATOGRAFICAS: as mesmas descritas no Capitulo 3 (p. 52).

5.1.5 SOFTWARE: 0 mesmo descrito no Capitulo 3 (p. 52).

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 AVALIAGCAO DE AMOSTRAS DE MEIS DE LARANJEIRA

Méis de laranjeira apresentam normalmente uma representatividade de pdlen
abaixo do normal, sendo que um mel pode ser considerado desta procedéncia com uma
porcentagem de pdlen entre 5 e 15 % [101]. Por este motivo, segundo Anklan [9] a
andlise de pdlen nao é adequada para classificar este tipo de mel. Este fato poderia causar
uma grande varia¢do nos perfis cromatograficos deste tipo de amostra; entretanto, iSso
nao foi verificado como pode ser observado na Figura 5.1. A classificacdo do mel destas
amostras foi feita pelo produtor, que justificaram essa qualificacdo pela grande
disponibilidade de pasto apicola citrico na regidao de entorno da colméia.
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FIGURA 5.1 Cromatogramas de ions totais para mel de laranjeira: (A) amostra 1;
(B) amostra 2; (C) amostra 3.
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A Tabela 5.1 relaciona os compostos detectados e identificados nestas trés
amostras de méis de laranjeira. Cinco diferentes aldeidos, incluindo trés isdmeros do

aldéido lildlico [102] foram os responsaveis por 45 % da area total do cromatograma.

TABELA 5.1 Compostos identificados nas amostras de mel de de laranjeira

Composto RI A" | B C
limoneno 1031 nd 2,0 nd
fenilacetaldeido 1043 | 24° | 2,0 | 1,1
cis - 6xido de linalool 1074 | 26,7 | 2,3 7,6
n.i? 1082 | nd | 7.5 nd
linalool 1098 | 9,1 6,3 nd
alcool feniletilico 1110 | 5,6 | 13,0 | nd
isdmero do aldeido lildlico 1131 | 84 | 11,5| 5,3
isdmero do aldeido lildlico 1143 | 15,7 | 18,3 | 9,7
mentona 1154 nd 4,6 nd
isdmero do aldeido lildlico 1172 | 7,6 | 8,8 | 4.8
ment-1-en-9-al 1176 nd 5,4 nd
ment-1-en-9-ol 1291 nd 57 | 45
antranilato de metila 1337 | 49 | 64 | 52
dibutilftalato 3453 | nd 53 nd
compostos identificados® 80,4 | 99,1 | 38,2

Notas: a) n.i. = composto ndo identificado; b) A, B e C correspondem aos cromatogramas da Figura 5.1;
c) valores de drea relativa percentual; d) somatério das dreas relativas dos compostos identificados; RI =
indice de retencdo; nd = composto ndo detectado.

A presenca dos aldeidos lildlicos neste tipo de mel € relatada em outros trabalhos
que avaliaram mel citrico [11, 12, 27, 71], em mel de avela (Rhus succedanea) e em mel
de tomilho (Thymus vulgaris) por Piasenzotto et alii [12], que afirmam que o
limonenodiol seria um marcador adequado para este mel. De acordo com Wilkins et alii
[51] os aldeidos lildlicos sdo produzidos a partir do acetato de linalila, que pode sofrer
oxidagdo, gerando (E)-2,6-dimetil-6-acetoxi-2,7-octadienal; este pode se isomerizar,
resultando os aldeidos lildlicos - que podem ser reduzidos resultando os dlcoois lildlicos
correspondentes. Segundo Pérez et alii [71], a presenca dos isdmeros do aldeido lildlico,
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responsaveis por um odor floral, parece ser uma caracterisitica dos méis de laranjeira.
Extratos de flores de quatro espécies citricas foram avaliados por Alissandrakis et alii
[103], tendo sido demonstrado que compostos precursores do aroma do mel sdo

encontrados em plantas de correspondente origem botanica.

O antranilato de metila foi encontrado neste trabalho apenas em amostras de mel
de laranjeira. Este composto ja havia sido detectado em méis de laranjeira espanhéis [27]
e € considerado um marcador para este tipo de mel por Ferreres et alii [104] e White e
Bryant [105], pois ndo € encontrado em outros méis de outras origens florais [43, 104,
105, 106]. Entretanto, em pelo menos um trabalho com mel de laranjeira [107] este

composto nao foi detectado.

Oxido de cis-linalool e met-1-en-9-al detectados nas amostras de mel de laranjeira
foram anteriormente encontrados em outros méis de laranjeira brasileiros por Bastos et
alii [76]. Nestas amostras, linalool ndo é o composto predominante — ao contrario do
relatado por Alissandrakis et alii [103], que detectaram limoneno, eucaliptol e a-terpineol
em méis de limao e relatam que 80 % da composi¢do dos méis citricos de procedéncia
grega consiste em compostos derivados de linalool. Isto era esperado, ji que andlises
realizadas nas flores mostraram que linalool € seu componente principal. Feger et alii
[108] analisaram o 6leo extraido da casca de laranja do tipo murcote e determinaram a
presenca de o-pineno, limoneno e linalool e auséncia de outros compostos caracteristicos
nos 6leos de laranja de outras espécies mais comuns, como € o caso do y-terpineno,

antranilato de metila e timol.
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Segundo, Ferreres et alii [104], o mel de laranjeira apresenta os flavondides
hesperetina e apigenina, detectaveis por cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo
que a hesperetina é sugerida como marcador para mel citrico espanhol, pois este
composto ndo foi detectado em nenhum outro tipo de mel e seu derivado glicosado
hesperidina é encontrado no néctar da laranja [9]. A apigenina foi detectada, utilizando
CLAE, em pequena quantidade em amostras de méis de laranjeira brasileiros por Park et
alii [109], onde foram encontrados pelo menos quatorze ésteres derivados de diferentes
acidos carboxilicos. O dibutilftalato, detectado nestas e em outras amostras de méis aqui
avaliadas, também foi encontrado por Alissandrakis et alii [103] em méis espanhdis e
provavelmente se origina da embalagens onde o mel foi acondicionado (dibutilftalato é

um plastificante extensivamente usado).

5.2.2 RECLASSIFICAGAO DE UMA AMOSTRA DE OUTRA VARIEDADE DE MEL

Na Figura 5.2 sdo apresentados um cromatograma tipico obtido para amostra C do
mel de laranjeira, um para mel de marmeleiro (Figura 3.8, p.62) e o cromatograma obtido
de uma amostra de mel proveniente da regido de Amparo (SP), classificada pelo produtor
como mel de marmeleiro. E notével a grande semelhanca entre o perfil cromatografico
desta amostra (Figura 5.2B) e o perfil do mel de laranjeira (Figura 5.2A); por outro lado,

0 mesmo nao ocorre quando esta amostra ¢ comparada ao mel de marmeleiro (Figura

5.2C).
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FIGURA 5.2 Cromatogramas de fons totais (A) mel de laranjeira (Figura 5.1C, p. 81), (B)
suposto mel de marmeleiro, (C) mel de marmeleiro (Figura 3.8, p. 62). Destaque para os
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grupos de compostos caracteristicos do mel de laranjeira (linha continua) e do mel de
marmeleiro (linha pontilhada).

E possivel notar que o do mel supostamente de marmeleiro apresenta um perfil
cromatografico mais complexo do que o esperado para esta variedade de mel. Além
disso, apresenta um grupo de picos (destacados na Figura 5.2) caracteristicos do mel de
laranjeira, correspondentes aos isomeros do aldeido lildlico e ao antranilato de metila.
Com base nestas informagdes é possivel inferir que a amostra classificada pelo produtor
como mel de marmeleiro (a dnica das amostras estudadas desta variedade proveniente do
estado de Sao Paulo) apresenta compostos caracteristicos do mel de laranjeira, sendo
supostamente um mel heterofloral com caracteristicas predominantemente citricas. Esse
fato nao € dificil de ser explicado, se for levado em consideracdo que a regidao onde estd

localizada a colméia produtora desta amostra que apresenta grandes dreas agricolas

dedicadas a citricultura, o que facilitaria o acesso destas abelhas a este tipo de néctar.

5.3 CONCLUSOES PARCIAIS

O mel de laranjeira apresenta composicdo de volateis e consequente perfil
cromatografico caracteristico. Dentre os compostos identificados, os isomeros do
aldeido lilalico podem, em conjunto com o antranilato de metila, ser usados como
marcadores para este tipo de mel. Estes compostos também foram encontrados em uma
amostra classificada pelo produtor, aparentemente de forma errdnea, como de mel de
marmeleiro. Isso possibilitou que esta amostra fosse reclassificada, como mel heterofloral

com predominancia de laranjeira.
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CAPITULO 6

Caracterizacao de
Outros Meis Brasileiros

Neste capitulo sdo apresentados os resultados para méis brasileiros dos quais
apenas uma amostra foi disponibilizada. Ainda ndo foram relatadas informacdes sobre a
composi¢ao de voldteis destas variedades de méis na literatura. Desta forma, apresenta-se
um estudo inicial sem cardter conclusivo, que poderd ser ampliado em trabalhos

posteriores.
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6.1 Materiais

6.1.1 Reagentes: os mesmos descritos no Capitulo 3 (p. 51).

6.1.2 MEIS: Foram empregadas amostras de méis de diferentes floradas (Tabela 6.1)
fornecidas por diferentes produtores (apenas uma amostra por variedade de mel). As
amostras foram armazenadas em frascos fechados, em local seco e a temperatura

ambiente.

TABELA 6.1 Relacao das amostras de méis brasileiros classificadas pela florada

Origem Floral
Camboata (Cupania oblongifolia)
Canudo-de-pito (Senna bicapsularis)
Capixingui(Croton floribundus)
Cip6-cabeludo (Mikania hirsutissima)
Cipé-uva (Serjanea sp.)
Espinheiro(Strychnos nigricans)
Jitirana (Ipomoea glabra)
Palmeira (Archontophoenix cunningamiana)
Tataré (Chloroleucon tortum)

6.1.3 OUTROS MATERIAIS: os mesmos descritos no Capitulo 3 (p. 51).

6.1.4 CONDICOES CROMATOGRAFICAS: as mesmas descritas no Capitulo 3 (p. 52).

6.1.5 SOFTWARE: 0 mesmo descrito no Capitulo 3 (p. 52).
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6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2.1 MEL DE CAMBOATA OU CUPANIA (CUPANIA OBLONGIFOLIA)

Camboata ¢ uma arvore nativa do Brasil e ocorre nos estados de Espirito Santo,
Sdo Paulo, Bahia, Minas Gerais e do Rio de Janeiro. E também conhecida pelo nome
vulgar de cajueiro-do-campo. Floresce em junho com flores pequenas e esverdeadas
dispostas em espigas pendentes que sdo atrativas para abelhas. A amostra deste mel
estudada € proveniente de Dourados, Mato Grosso do Sul. A Figura 6.1 mostra o
cromatograma obtido cujos compostos tentativamente identificados estio relacionados na

Tabela 6.2.

area (%)
100

o—ciclocitral B— ciclocitral

101 381 572 7.62 953 1143 1334 1524 17.15 19.05 2096 22.86 2477 26.67 28.58 30.48
tempo (min)

FIGURA 6.1 Cromatograma de fons totais para mel de camboata.
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TABELA 6.2 Compostos identificados na amostra de mel de camboata

Composto RI
2,2-dimetilexano 720
furfural 830
5-metil-2-furfural 961
benzaldeido 962
cis-6xido de linalool 1074
orcinol 1081
nit? 1083
linalool 1098
terpenodiol I 1099
a-ciclocitral(isdbmero) 1103
a-isoforona 1118
aldeido lildlico (isomero) 1143
safranal 1197
dimetilbenzaldeido 1201
isdmero de ciclocitral 1204
eugenol 1356

Notas: a) n.i. = composto ndo identificado; RI = indice de retengao.

O principal componente desta amostra de mel de camboatd € o terpenodiol I.
Também foram detectados como compostos importantes para esta amostra, o cis-6xido de
linalool, um composto ndo identificado com indice de retencdo 1083 e dois isdmeros do
ciclocitral. Estes compostos foram encontrados em muitos dos méis brasileiros estudados,
assim como componentes minoritdrios como o safranal (anteriormente encontrado no mel
de eucalipto, cambard e assa-peixe), a isoforona e o eugenol (um carotendide), detectados
em méis de eucalipto e marmeleiro. Entrentanto, os isdmeros do ciclocitral foram
encontrados apenas neste tipo de mel. Estes compostos sdo obtidos da combinacido de
geranial e neral (ambos aldeidos de isdmeros do geraniol) e dependo da sua concentracdo,
podem ter odor relacionado com “grama fresca”, “amadeirado” ou “tabaco” [110]. O

citral é encontrado como componente principal em frutas [111] e no 6leo de melissa
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[112]. Estes estudos preliminares indicam que o ciclocitral pode ser um potencial

marcador para este tipo de mel.

6.2.2 MEL DE CANUDO-DE-PITO (SENNA BICAPSULARIS)

Canudo-de-pito é uma arvore de crescimento rapido, que atinge um porte de 3
metros de altura, para 2 metros de didmetro da copa arredondada. Pode ser encontrada em
diversos continentes ao redor do mundo. Sua floracio no hemisfério sul decorre entre
janeiro a junho e origina flores de cor amarela. O mel de canudo-de-pito faz parte dos
méis produzidos em Sdo Joaquim, SC, e apresentam uma producdo média anual de 100
toneladas, sendo considerado um dos melhores do Brasil. A amostra deste mel avaliada é
proveniente dessa cidade. A Figura 6.2 apresenta o cromatograma obtido para esta

amostra e os compostos tentativamente identificados estdo apresentados na Tabela 6.3.

area (%)

J
I e X

2-butiltetraidrofurano /k

©

- benzenoacetato de etila

(e}

GH

MLMM -
T [ 2 JL....LIA

127 2.;74 5.‘81 5.&18 6.2!5 7.'62 8.&38 10:15 11:42 12:69 13.‘96 15:23 16.50 17.77 19.04 20.31 21.58 22.85 24.11 2538 26.65 27.92 29.19 30.46
tempo (min)

FIGURA 6.2 Cromatograma de fons totais para mel de canudo-de-pito.
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TABELA 6.3 Compostos identificados na amostra de mel de canudo-de-pito

Compostos IR
2-butiltetraidrofurano 760

furfural 830
2-metilbutanoato de etila 843
3-metilbutanoato de etila 851
2,2-dimetil-1-butanol 874

acido 2-metilexandico 880
5-metil-2-furfural 962
ni? 1060
5-metil-resorcinol 1067
cis-6xido de linalool 1074
terpenodiol I 1099
a-isoforona 1118
5,5-dimetil-3-0x0-1-cicloexeno-1-carboxaldeido 1140
2-hdroxi-3,5,5-trimetil-cicloex-2-enona 1141
aletrolona 1150
4,5-dietil-2,3-dihidro-2,3-dimetilfurano 1161
dimetilbenzaldeido 1201
eucarvona 1208
benzenoacetato de etila 1244
o-etilidenobenzenacetaldeido 1258
2,4,6-trimetilfenol 1375
9-(3,3-dimetiloxiran-2-il)-2,7-dimetilnona-2,6-dien-1-ol 1388
2,4-bis(1,1-dimetiletil)-fenol 2201
dibutilftalato 3453

Notas: a) n.i. = composto ndo identificado; IR = indice de retengao.

O mel de canudo-de-pito apresentou quantidades similares de dlcoois e furanos,
sendo o pico mais intenso obtido atribuido ao 2-butiltetraidrofurano. A presenca de
derivados de furano em méis é normalmente atribuida a processos de aquecimento ou
estocagem das amostras. Entretanto, esta amostra também apresentou estes compostos
quando o processo de extrac¢do foi realizado a 30 °C. Isso permite que se conclua que este
composto pode ser caracteristico deste tipo de mel ou proveniente do processamento
realizado, antes da andlise, pelo apicultor. Este tipo de mel também apresentou, em
quantidades significativas, cetonas, ésteres e aldeidos e foi o tnico onde se detectou o
composto 2,4,6-trimetilfenol, podendo este ser um possivel marcador para o mel de

canudo-de-pito.

101



6.2.3 MEL DE CAPIXINGUI (CROTON FLORIBUNDUS)

O capixingui é uma arvore que floresce nos meses de outubro a dezembro. Como
arvore pioneira € tolerante a dreas abertas, de crescimento rapido, € ttil para plantios em
reflorestamentos de areas degradadas de preservacdo permanentes. O mel produzido a
partir do néctar de suas flores tem coloragdo ambar claro, com sabor agradavel e
caracteristico. A Figura 6.3 apresenta o cromatograma obtido para uma amostra deste mel
proveniente de Caconde, SP. Os compostos tentativamente identificados estao

apresentados na Tabela 6.4.

area (%)

o 2-(3-metil-2-oxobutil)-1-cicloexanona

75

n.i.

50

terpenodiol | Q

1,1,6-trimetil-1,2-diidronaftaleno

L)

126 251 3.77 502 6.28 7.53 8.79 10.04 11.30 12.55 13.81 15.06 16.32 17.57 18.83 20.08 21.34 22.59 23.85 2510 26.36 27.61 28.87 30.12
tempo (min)

Figura 6.3 Cromatograma de fons totais para mel de capixingui.
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TABELA 6.4 Compostos identificados na amostra de mel de capixingui

Composto RI
1,3-ciclopentadiona 927
benzaldeido 961
8-hidroxilinalool 986
fenilacetaldeido 1043
2-(3-metil-2-oxobutil)-1-cicloexanona 1063
ni? 1083
terpenodiol | 1099
isomero do aldeido lildlico 1131
epoxilinalool 1153
hidroximetilfurfural 1195
1,1,6-trimetil-1,2-diidronaftaleno 1286

Notas: a) n.i. = composto ndo identificado; RI = indice de retengao.

A amostra de mel de capixingui, apresentou como componente principal a 2-(3-
metil-2-oxobutil)-1-ciclohexanona, seguida dos derivados do linalool, terpenodiol I,
epoxilinalool e o composto ndo identificado com indice de retengdo 1083. Esta cetona
ciclica, 2-(3-metil-2-oxobutil)-1-ciclohexanona, foi identificada neste mel e também,
como o principal componente, nas amostras de méis de palmeira, aroeira e marmeleiro. A
principal diferenca observada para este tipo de mel é a presenga do 1,1,6-trimetil-1,2-

diidro-naftaleno, um composto detectado em aromas de vinhos [113, 114].
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6.2.4 MEL DE CIPO-CABELUDO (MIKANIA HIRSUTISSIMA)

Cip6-cabeludo é um arbusto pequeno que produz pequenas flores brancas. Faz
parte do género Mikania e é encontrado em vérias partes do Brasil. O seu 6leo essencial
contém cumarina, sesquiterpenos, flavondides, saponinas e derivados do dcido carendico
[115, 116]. A amostra de mel de cipé-cabeludo estudada era proveniente de Pirai, RJ. O

cromatograma obtido € apresentado na Figura 6.4 e os compostos detectados e

identificados estao relacionados na Tabela 6.5.

area (%)
100
terpenodiol |

75

benzenacetaldeido

? cis-oxido de linalool
O

oxabiciclo[3.1.0]
hexan-3-ona
126 252 379 505 631 757 883 10.09 11.36 12.62 13.88 15.14 16.40 17.67 18.93 20.19 21.45 22.71 23.97 2524 26.50 27.76 29.02 30.28
tempo (min)

FIGURA 6.4 Cromatograma de fons totais para mel de cipd-cabeludo.

50

benzaldeido
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TABELA 6.5 Compostos identificados na amostra de mel de cip6-cabeludo

Composto RI

oxabiciclo[3.1.0]hexan-3-ona 932

benzaldeido 961
fenilacetaldeido 1043
cis-6xido de linalool 1074
ni® 1083
terpenodiol I 1099
epoxilinalool 1153
hidroximetilfurfural 1195

Notas: a) n.i. = composto ndo identificado; RI = indice de retengao.
Esta amostra de mel de cip6-cabeludo foi, das amostras estudadas neste trabalho,
a que apresentou um menor nimero de compostos volateis detectados e identificados.
Além disso foi a dnica em que foi detectada oxabiciclo[3.1.0]hexan-3-ona. O cis-6xido
de linalool e o terpenodiol I foram detectados mais uma vez como componentes
principais, seguidos pelo benzaldeido. Os resultados obtidos sugerem que a oxabiciclo

[3.1.0] hexan-3-ona pode ser um possivel marcador para este tipo de mel.
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6.2.5 MEL DE CIPO-UVA (SERJANIA SP.)

O cip6-uva (diversas espécies, Serjania sp.) ¢ uma das importantes plantas
apicolas do cerrado brasileiro. A amostra de mel de cipé-uva avaliada é proveniente de
Dourados — MS. O cromatograma obtido é apresentado na Figura 6.5 e a Tabela 6.6

relaciona os compostos identificados nesta amostra.

area (%)
100

7 N

2,2-dimetilexano

{iﬁm
3

epoxilinalool

benzonitrila
i d_ b Y | \] el ) A
1.28 256 3.84 512 640 7.68 896 1024 11.52 12.80 14.08 1536 16.64 17.92 19.20 20.48 21.76 23.04 24.32 25.60 26.88 28.16 29.44 30.72

tempo (min)

FIGURA 6.5 Cromatograma de {ons totais para mel de cipé-uva.
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TABELA 6.6 Compostos identificados na amostra de mel de cip6-uva

Composto RI
2,2-dimetilexano 720
benzaldeido 961
salicilaldeido 1041
cis-6xido de linalool 1074
orcinol 1081
ni. 1083
terpenodiol I 1099
benzonitrila 1125
isdmero do aldeido lilalico 1131
isdmero do aldeido lilalico 1143
epoxilinalool 1153
isdmero do aldeido lilalico 1172
3,5-dimetilbenzaldeido 1201
etillinalool 1311

Notas: a) n.i. = composto ndo identificado; RI = indice de retengao.

Esta amostra de mel de cip6-uva apresentou como componentes principais os cis-
6xido de linalool, terpenodiol I, o composto ndo identificado com indice de retencao
1083 e epoxilinalool. Também foi encontrado o 2,2-dimetilexano (primeiro pico no
cromatograma — Figura 6.5) como um componente importante - detectado apenas no mel
de camboatd em pequena concentracdo. Este composto pode portanto ser um potencial
marcador para o mel de cipé-uva. Nesta amostra, foram detectados também os isémeros
do aldeido lilalico, caracteristicos do mel de laranjeira. Entretanto, ndo foi detectado o
antranilato de metila. Sendo assim, a presenca dos aldeidos ndo compromete a afirmagao
de que os isomeros do aldeido lildlico em conjunto com o antranilato de metila sdo

marcadores para méis de laranjeira .
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6.2.6 MEL DE ESPINHEIRO (STRYCHNOS NIGRICANS)

O espinheiro é uma planta comum no Nordeste brasileiro, sendo encontrada
principalmente nos estados da Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte. A amostra de mel
de espinheiro avaliada é proveniente do municipio de Sobradinho — BA. O cromatograma

da amostra avaliada é apresentado na Figura 6.6 e os compostos identificados estdo

relacionados na Tabela 6.7.

area (%) benzenacetaldeido
100
75 .
alcool
feniletilico
Fe
Oy @
o % _OH
cicloexanoato i Ideid
de cicloexila pranizaldeido
25 /o
alcool p-anisilico
b bea ln llLL o L LIJJ-\U

acido
homoanisico

A

o

128 255 383 510 638 7.65 893 1020 1148 12.75 14.03 1531 16.58 17.86 19.13 20.41 21.68 22.96 24.23 2551 26.78 28.06 29.34 30.61

tempo (min)

FIGURA 6.6 Cromatograma de ions totais para mel de espinheiro.
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TABELA 6.7 Compostos identificados na amostra de mel de espinheiro

Composto RI
benzaldeido 961
alcool benzilico 1032
fenilacetaldeido 1043
cis-6xido de linalool 1074
ni*? 1083
alcool feniletilico 1110
cicloexanoato de ciclexila 1149
hidroximetilfurfural 1195
benzenopropanol 1234
p-anisaldeido 1252
a-ctilenobenzenacetaldeido 1254
alcool p-anisilico 1279
acido homoanisico 1290
2-feniletil-1,3-dioxolano 1315
2,4-bis(1,1-dimetiletil) fenol 2201

Notas: a) n.i. = composto ndo identificado; RI = indice de retengao.

O fenilacetaldeido foi encontrado como composto predominante na amostra de
mel de espinheiro avaliada. Outros compostos presentes em quantidades significativas
sdo o dlcool feniletilico e o cicloexanoato de cicloexila. Presentes em menores
quantidades estao o anisaldeido e dois de seus derivados - o dlcool p-anisilico e o acido
homoanisico - que ndo foram encontrados em nenhuma outra amostra de mel brasileiro
avaliadas neste trabalho. Esta amostra também apresenta como diferencial a auséncia do
terpenodiol I, composto importante e presente em grande parte das amostras avaliadas.
Desta forma, a presenca do alcool p-anisilico e do acido homoanisico ¢ a auséncia do

terpenodiol I se mostram fatores importantes para a diferenciagao do mel de espinheiro.
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6.2.7 MEL DE JITIRANA (IPOMOEA GLABRA)

A jitirana € uma espécie abundante na regido nordestina. Segundo Guim et alii
[117] € uma espécie indesejavel que dificulta o acesso dos animais a vegetacao rasteira.
Possui flores brancas e azuis, abundantes durante a época chuvosa nas encostas secas e
pedregosas das serras. A amostra de mel de jitirana avaliada é proveniente do municipio
de Barra da Corda, MA. A Figura 6.7 mostra o cromatograma obtido para esta amostra

cujos compostos identificados estdo apresentados na Tabela 6.8.

area (%)
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~~g~-NH2
2-etoxietilamina
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o OH
AW =

OH O

3,4-diidroxi-3,4-dimetil-2,5-
hexanodiona

cariofileno
cubebeno

copaeno

W
126 253 379 505 6.32 7.58 884 10.10 11.37 12.63 13.39 1516 16.42 17.68 18.95 2021 21.47 22.74 24.00 2526 26.52 27.79 29.05 30.31
tempo (min)

FIGURA 6.7 Cromatograma de {ons totais para mel de jitirana.
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TABELA 6.8 Compostos identificados na amostra de mel de jitirana

Composto RI
2-etoxietilamina 815
3,4-diidroxi-3,4-dimetil-2,5-hexanodiona 843
2-metil-1-butanol 872
2,4,5-trimetil-1,3-dioxolano 879
3-metil-1-butanol 881
2-heptanol 969
cis-6xido de linalool 1074
n.i? 1083
terpenodiol | 1099
acetato de octila 1124
acetato de benzila 1153
fenilbutanol 1156
p-etilguaiacol 1263
a-cubebeno 1351
Ol-copaeno 1376
a-cariofileno 1418
B-patchuleno 1456
B-guaieno 1500
acetato de dodecila 1611

Notas: a) n.i. = composto ndo identificado; RI = indice de retengao.

Esta amostra de mel de jitirana apresenta um perfil cromatogréafico diferenciado
das outras apresentadas, tendo sido identificados um grande nimero de compostos
diferentes de outros méis. Varios destes foram espécies volateis de massa molar baixa e
apresentando tempo de retencdo menores do que o cis-6xido de linalool. Foram
identificados como componentes principais, a espécie ndo identificada com indice de
retencdo 1083, cis-6xido de linalool e 2-etoxietilamina. Além disso, foram encontrados
diversos sesquiterpenos, como o-cubebeno, a-cariofileno e B-patchuleno que podem ser

considerados como caracteristicos deste tipo de mel.
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6.2.8 MEL DE PALMEIRA (ARCHONTOPHOENIX CUNNINGHAMIANA)

A Archontophoenix cunninghamiana € uma espécie de palmeira exdtica, natural
da Austrdlia e que atinge de 8 a 10 m de altura e possui inflorescéncia arroxeada,
ramificada. O amostra de mel de palmeira avaliada € proveniente do Estado do Rio de
Janeiro. O cromatograma de ions totais obtido para esta amostra é apresentado na Figura

6.8. Os compostos identificados estao relacionados na Tabela 6.9.

(@]
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100 o

2-metil-2-(3-metil-2-
oxobutil)-1-cicloexanona
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) I
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1,5-dimetil-biciclo[2.1.0]
pent-5-il metil cetona

. L I.L.LL lL -

128 256 384 512 640 7.68 896 1024 11.52 12.79 14.07 1535 16.63 1791 19.19 20.47 21.75 23.03 24.31 2559 26.87 28.15 2943 30.71
tempo (min)

FIGURA 6.8 Cromatograma de {ons totais para mel de palmeira.
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TABELA 6.9 Compostos identificados na amostra de mel de palmeira

Composto RI

furfural 830

benzaldeido 961
6-metil-5-hetpen-2-ona 985
limoneno 1031
fenilacetaldeido 1043
2-metil-2-(3-metil-2-oxobutil)-1-cicloexanona 1063
orcinol ou 5-metil-2-pirazimetanol 1082
nit 1083
terpenodiol | 1099
2-feniletanol 1110
aldéido lilalico 1131
1,5-dimetil-biciclo[2.1.0]pent-5-il metil cetona 1137
aldeido lilalico 1143
epoxilinalool 1153
mentol 1165
naftaleno 1179
terpineol 1189
dimetilbenzaldeido 1201
p-anisaldeido 1252
etillinalool 1311

Notas: a) n.i. = composto ndo identificado; RI = indice de retengao.

Na amostra de mel de palmeira foram identificados como componentes principais
duas cetonas, a 2-metil-2-(3-metil-2-oxobutil)-1-cicloexanona (previamente identificada
em outros tipos de méis apresentados neste trabalho) e a 1,5-dimetil-biciclo[2.1.0]pent-

S-ilmetilcetona. Estes compostos podem ser potenciais marcadores para este tipo de mel.
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6.2.9 MEL DE TATARE (CHLOROLEUCON TORTUM)

O Chloroleucon tortum € uma arvore nativa brasileira bastante peculiar e por isso
usada com frequéncia em paisagismo. Apresenta galhos retorcidos, com muitos espinhos,
e um tronco esbranquicado. E também conhecida com os nomes vulgares de jacaré e
jurema. A amostra de mel de tataré avaliada € proveniente do Estado do Rio de Janeiro.
A Figura 6.9 apresenta o cromatograma obtido para esta amostra. A Tabela 6.10,

relaciona os compostos identificados.
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[6\ e Oy 0
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75 2,3-dietilpirazina

n.i.
acido a-(hidroxietil)
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3-nitropropandico
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tempo (min)

FIGURA 6.9 Cromatograma de ions totais para mel de tataré.
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TABELA 6.10 Compostos identificados na amostra de mel de tataré

Composto RI
2-etoxietilamina 815
2,2-dimetil-1-propanol 839
2,4,5-trimetil-1,3-dioxolano 879
4,5-dimetil-1-hexeno 883
dcido 3-nitropropandico 915
benzaldeido 961
fenilacetaldeido 1043
n.i.* (nitrogenado) 1055
cis-6xido de linalool 1074
2,3-dietilpirazina 1082
trans-6xido de linalool 1088
2-feniletanol 1110
benzoato de etila 1153
acetato de fenila 1170
dcido o-(1-hidroxietil) benzenopropandico 1427
2,4-bis(1,1-dimetiletil) fenol 2201

Notas: a) n.i. = composto ndo identificado; RI = indice de retengao.

A Figura 6.9 apresenta um perfil cromatografico complexo, com grande
quantidade de picos de intensidade significativa identificados na Tabela 6.10. Dentre os
compostos identificados estdo compostos nitrogenados como 2-etoxietilamina, acido 3-
nitropropandico, 2,3-dietilpirazina. Apenas o primeiro destes — 2-etoxietilamina — foi
identificado no mel de jitirana (item 6.2.7). Um composto ndo identificado com indice de
retencdo 1055 e cujo espectro de massas € apresentado na Figura 6.10, também parece ser

um composto nitrogenado.
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abundancia

|
100 % o

217 229 267 281
200 210 220 230 240 250 260 270 280
m/z

FIGURA 6.10 Espectro de massas para o composto nao identificado (RI =1055).

O acido a-(1-hidroxietil)benzenopropanéico nio foi identificado em outros
tipos de méis, sendo um dos principais componentes desta amostra. Desta forma, o mel
de tataré pode ser tentativamente diferenciado dos outros méis estudados pela presenca de

desse composto.
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6.3 Conclusoes Parciais

Os estudos apresentados neste capitulo ndo tem cardter conclusivo, uma vez que
foi avaliada apenas uma amostra para cada tipo de mel. Entretanto, sdo os primeiros
dados relatados sobre a composi¢do de volateis destes méis exdticos brasileiros. Foi
possivel verificar perfis cromatograficos diferenciados para os méis estudados; alguns
compostos ou grupos de compostos foram identificados em apenas um tipo de mel,

sugerindo assim, sua importancia como possivel marcador de origem floral.
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4. CONCLUSOES

Foi possivel desenvolver e otimizar uma metodologia para extracdo de compostos
volateis de méis através de HS-SPME. Os compostos extraidos puderam ser separados
por cromatografia gasosa e identificados através da espectrometria de massas. Cada tipo
de mel brasileiro estudado, de vinte origens florais diferentes e variadas procedéncias
geograficas apresentou um perfil cromatogréfico diferente. Foi constatado que alguns
tipos de méis apresentam grande variacdo entre suas amostras. Este fato pode ser
associado a origem geografica do mel e a época em que foi produzido, pois dados da
literatura comprovam que a composi¢do do néctar das flores (matéria-prima do mel) varia
de acordo com o periodo da florada.

Para os méis de eucalipto (Eucalyptus sp), laranja (Citrus sp), assa-peixe
(Vernonia polianthes), cambara (Lantana montevidensis), morrao de candeia (Croton sp)
e marmeleiro (Cydonia vulgaris) foram identificados potenciais marcadores, sendo eles
pinocarveol, fenchol e pinocanfona para mel de eucalipto, os isomeros do aldeido
lildlico e antranilato de metila para mel de laranjeira, isoforona para mel de assa-peixe,
benzonitrila para mel de cambard e orcinol para mel de morrdo de candeia. Para o mel

de marmeleiro, foi detectado um composto ndo identificado, com indice de retencdo
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1108, que aparentemente ¢ um marcador geogrifico para esta variedade, pois ndo foi
detectado nas amostras deste tipo de mel provenientes do Rio Grande do Norte.

Os isdmeros cis e trans do 6xido de linalool, um composto ndo identificado com
indice de retenc@o 1083 e o terpenodiol I, foram identificado em praticamente todas as
amostras avaliadas, podendo ser considerados compostos comuns para amostras de mel.
Outros compostos comuns encontrados foram, benzaldeido, &4lcool feniletilico e
fenilacetaldeido.

Onze amostras de méis eram unitdrias e permitiram apenas estudos exploratorios,
mas que apontaram para uma possivel identificacdo de compostos marcadores o que
permitiria a tipificacdo destas variedades. Nao foram encontrados dados na literatura
sobre a composi¢do de voléteis para estes tipos de méis, o que torna interessante a
continuacdo deste trabalho.

Enfim, os resultados obtidos mostraram que a metodologia empregando HS-
SPME-GC-MS foi util para uma andlise inicial das amostras, e ainda serd util em
situacdes onde houver interesse em identificar os principais componentes de novos tipos
de méis possibilitando a identificacdo da origem de alguns tipos e podendo ser
eventualmente empregada na sua certificacdo. Entretanto, apds desenvolvida a
metodologia e para fins de andlises de rotina, existe a possibilidade da criacio de um
banco de dados que permita que compostos conhecidos sejam identificados apenas
através de seus indices de reten¢do. Isso viabiliza a substituicdo do modo de detec¢do de
espectrometria de massas (GC-MS) pela ionizacdo em chama (GC-FID) uma técnica

mais robusta e que exige menor investimento em termos de equipamentos € manutengao.
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