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RESUMO

A composicdo volatil de méis brasileiros de oito espécies de abelhas sem
ferrdo, provenientes de regides diferentes do estado do Parana foi analisada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) utilizando como
método de extracdo a técnica por headspace estatico. A extracdo foi realizada em meio
salino, com incubacédo do headspace por 10 min a 60 °C seguido da inje¢cdo no CG-EM.
A analise dos componentes principais (ACP) foi empregada como técnica multivariada
para comparacdo da composi¢do quimica da fracdo volatil de méis de diferentes
espécies de abelhas sem ferrdo e diferentes origens geograficas. Um total de 44
compostos volateis foi identificado com base na comparacdo dos espectros de massas
obtidos com aqueles disponiveis na biblioteca NIST. A identificacdo foi confirmada, em
sua maioria, pelo indice de retencdo de Kovats em relacdo a uma série de n-alcanos (Cg—
Ca0). Monoterpenos, sesquiterpenos, ésteres, alcoois, cetonas e aldeidos foram as
principais classes dos compostos encontradas na fracao volatil dos méis de abelhas sem
ferrdo e os oOxidos de linalol (cis e trans) foram detectados em todas as amostras. Os
resultados da ACP mostraram que o perfil de compostos volateis nos méis de abelhas
sem ferrdo varia de acordo com a regido geografica de origem e pela a espécie de abelha

produtora.

Palavras-chave: mel; abelha sem ferrdo; headspace; composi¢do volatil, analise
multivariada.



ABSTRACT

The volatile composition of Brazilian honeys from eight species of stingless
bees, which occurred in Parana state, was analyzed by gas chromatographic—-mass
spectrometric (GC-MS) using the static headspace technique as extraction method. The
extraction was carried out in saline solution with headspace incubation for 10 min at 60
°C followed by injection in the GC-MS. Principal Component Analysis (PCA) was
performed as a multivariate technique to compare the chemical composition of the
volatile fraction of honeys from different stingless bee species and different geographic
origins. A total of 44 volatile compounds were identified based on comparison of the
obtained spectra with those of the NIST library and were confirmed, when possible, by
using Kovats retention index relative to a series of n-alkanes (Cg—Ca). Monoterpenes,
sesquiterpenes, esters, alcohols, ketones and aldehydes were the major classes of
compounds in the volatile fraction of stingless bees honey and linalool oxides (cis e
trans) occurred in all samples. The results of ACP demonstrated that volatile
compounds in honeys from stingless bees differ according to geographic region and the

species of producer bees.

Keywords: honey; stingless bee; headspace; volatile composition; multivariate analysis.



SUMARIO

1.  INTRODUGAD.......ccerieerrrereiseesessessssessssessssessssssssessssessssessssessssessssessssssssessssassns 1
2. FUNDAMENTEGAO TEORICA......cccouirtreinreiinresisresssnessnessssssssessssessssessssessssesssnens 3
2.1. AABELHAS ..t iet ettt ettt ettt et e e et e et e e e b e et e e bt et e ra et b e et e era e rberaaeraaeraan 3
2.2. PRODUTOS PRODUZIDOS PELAS ABELHAS «.cvuvirvunieitnieiinieeineeetieersnneerseessntersneersneessnneeses 8
2.3. 1= U 11
2.4, COMPOSICAO QUIMICA DOS IMIEIS cevuniiieireieieiieeeeetreeeeetneeeretnneeresnnneersanesesssnnneenns 12
2.5.  ATIVIDADE FARMACOLOGICA DOS MEIS ...ceevviiuuiieeeeeeeeiestnnieseeeesreesnnnaeseeeesessssnnnneeees 15
2.6. METODOS DE EXTRACAO DOS COMPONENTES VOLATEIS DO MEL ...ceevveevviineeeeeereeeeennnen. 19
2.6.1. Extragdo liquido-liQUido (LLE) ..........cccuueeeeeeeeieeeieeesieeeciee e s eeiee e 20
2.6.2. Extragdo em fase SOlAQ (SPE).........cueeeeeeeeeeeeeeieee e eesieeeeseieaa e 21
2.6.3. HEAUSPACE ...ttt e e e ettt e e e e e e e s s sasaeaaaaeeesesnnes 22
2.6.4. Micro-extragdo em fase sOlida (SPME)..........oocccueeeeeccieeeeeiiieeeeeiiieaeeenn 24

2.7. OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRAGAO POR HEADSPACE ESTATICO cuvuvnieerneeeeernneeeeennnnn. 26
2.8. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)............ 28
2.9. INDICES DE RETENCAO EM CROMATOGRAFIA GASOSA «..vveveeeeereeeeeeeeeesseeseeeseeeeseeeeeenenns 29
2.10.  ANALISE EXPLORATORIA DE MEIS c.evvvunrirerrenierrirnnierrerineeresneneersssseersssneerssnseerssnnneenes 30

3. OBJETIVOS ... ieiieiieiteiteireiectnetetastescssssastassasssassassassessssssassassssssassassasssnssnssns 36
3.1. OBIETIVO GERAL .uutttuuieuniitietetueetieettaeertneersneeraneestseraneeransersneesnesrsnesernseranseranns 36
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS .evvuuneeiitieeeeetiieeeettiieeeettneeesettieeesesnneeesesnnneesesnnneesssnneessnnnnnns 36

4. MATERIAIS E METODOS ......oeerueeeerrecnessnessnessnesssesssessssssesssssssssssssssesssssssesssens 37
4.1. ANMOSTRAS DE IMEL.vuuevrunirrunirruneeeseersneersnnerssessssserssersnsessseeesssesssessnsesssnesssnsesnnns 37
4.2. OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRAGAO POR HEADSPACE «..ccvvveeiveirieeeveiiineerenieeerennnnes 39
4.3, EXTRAGAO POR HEADSPACE ESTATICO «.evvvvunieeeinneeeeetnneeereeneeeressnesesssneeesssnnesesssnnneeees 40
4.4.  CONDICOES CROMATOGRAFICAS PARA ANALISE POR CG-EM......eevivirieiiiiiineeeiieeeee, 40
4.5, IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS ...eevvreneeeernieeerernneeereesneeerssneeesssnneeesssnneeenes 41
4.6. ANALISE DOS COMPONENTES PRINCIPAIS ..evvuuiiririieeririiieereriiteereriseerssnnseeresnnseerssnnnes 41

5.  RESULTADOS E DISCUSSAD .....ceevereeererneerssrerisssresessseesssseesssssesssssessssssesssssesssnne 43
5.1. OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRAGAO POR HEADSPACE «..ccvvveeeiveiiieeereiiineererieeerennnnes 43
5.2. COMPOSTOS VOLATEIS EM MEIS DE ABELHAS SEM FERRAOD ...vuuvervrnnneerernneeereennneerennneenns 46
5.3, ANALISE DOS COMPONENTES PRINCIPAIS ...cevvruuuiereeereerernnnieseeeesrsesnnnaeseeeessenssnnnneeeees 55

6.  CONCLUSAD......ccueieeriitriieeiiressnesessesssressssessseesssesssseesssessssessssessssesssssssssssnnes 59
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cooeeueeeeieereeneeresneesssseesesssesssssessssssesesssessonne 60

Y 1] =3 (0 LU 74



ACP
BHA
BHT
BTEX
Bo

CG
CG-EM
CIN

CP

CP1
CP2
FID

Go
DCE
EM
HCA
He
HS-SPME
HMF

LLE
MAPA
Md

NIST
PLS-DA
SPME
Th

LISTA DE ABREVIATURAS

Analise dos componentes principais
Butilhidroxianasil

Butilhidroxitolueno

Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno

Bora

Cromatdgrafo a gas

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
Carbono/Nitrogénio

Componente principal

Primeira componente principal

Segunda componente principal

Detector de ionizagdo em chamas

Guairap6

Detector de captura de elétrons

Espectrometro de massas

Anédlise de agrupamentos hierarquicos

Hélio

Micro-extracdo em fase sélida com headspace
Hidroximetilfurfural

Identificacdo

indice de Kovats

indice de retencio

indice de retencao linear

Jatai

Extracdo liquido-liquido

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Mandacaia

Manduri

National Institute of Standards and Technology
Analise discriminante com método de minimos quadrados parciais
Micro-extracdo em fase sélida

Tubuna



TCD
TDN
Tj

tr

Ur

Detector de condutividade térmica
1,1,5-Trimetil-1,2-dihidronaftaleno
Tujumirim

Tempo de retengédo

Urugu



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Principais espécies produtoras de mel criadas no Brasil .............c.cccceeveveenne. 6
Tabela 2. Valores dos parametros fisico-quimicos nos meis de Apis mellifera e
Scaptotrigona DIPUNCIALA ...........cveieieiiic e 13
Tabela 3. Dados das amostras de mel m eStUdO ........cccooereriririiinieee e 38
Tabela 4. Fatores e seus niveis do planejamento fatorial 23 para otimizacao da extracdo
00 g oo 1o ] 7= Lot USSR SSSORSN 40
Tabela 5. Compostos volateis identificados em meis multiflorais brasileiros de abelhas
=T I (1 - T TSRS 47



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Classificacdo das ADEINAS...........cccovveiiiiii i 3
Figura 2. Abelha ApiS MEIlIfera ..o 4
Figura 3. Abelhas pertencentes a subfamilia Meliponineos: (a) Tetragonisca angustula
Lat., (b) Melipona bicolor Lep., (c) Trigona spinipes Fab., (d) Melipona scutellaris Lat.,

(e) Melipona quadrifasciata Lep., (f) Tetragona clavipes Fab., (g) Melipona marginata

Lep., (h) Scaptotrigona bipunctata Lep. e (i) Scaptotrigona xanthotricha Mou. ............ 5
Figura 4. Abelha pertencente a subfamilia Bombinae............ccccocooiviiiiiniiniiiiens 7
Figura 5. Abelha pertencente a subfamilia EUglOSSINGE...........ccoceveiiiiiiniiicicees 7

Figura 6. Colmeias de abelhas Tiuba e Urucu: (1) Geoprépolis depositado nas frestas,

(2) Potes de alimento, (3) Favos de cria, (4) INVOIUCTO. .......cccveiiiiiiicieecceee e 8
Figura 7. Potes de mel da abelha Jatai...........ccoeoiiiiiiiiniiicc e 9
Figura 8. Potes de polen da abelha Jatai...........ccoeeiiiiiiiniicic s 9

Figura 9. Entrada da colmeia da abelha Jatai construido de cerume, o qual € fechado
durante a noite, deixando-se pequenos orificios na parede a fim de permitir o arejamento
11 1 T TSP SPR TSR 9
Figura 10. Alguns compostos volateis de diversas classes quimicas encontrados em
MEIS de APIS MEIHTEIA ......cueeiiii e 14
Figura 11. Exemplos de alguns acidos fendlicos e flavonoides identificados em mel. 17
Figura 12. Principais etapas envolvidas na SPE...........cccocoiiiiiiiiiici s 21
Figura 13. Frasco hermeticamente fechado COM @ amMOStra ..........ccoceevererencncnenennnns 22
Figura 14. Procedimento de extracdo de compostos volateis por headspace estatico. Em
(a) Frasco contendo a amostra com os analitos volateis; (b) saturacdo do headspace apds
aquecimento e agitacdo; (c); coleta dos volateis no headspace do frasco pela seringa; (d)
0s volateis sdo coletados; (d) dessorcao dos volateis na porta de injecdo do CG. ......... 23

Figura 15. Procedimento de extracdo de compostos volateis por Headspace Dinamico

Figura 16. Procedimento basico para micro-extracdo em fase sdlida através do
headspace. Primeira etapa: (A) saturacdo do headspace, (B) exposicdo da fibra de
SPME para extracdo dos analitos, e (C) retracdo da fibra para o interior da agulha.
Segunda etapa: (D) perfuracdo do septo do injetor do cromatografo a gés, (E) exposi¢do
da fibra para dessorcdo dos analitos, e (F) retracdo da fibra para o interior da agulha. . 25

Figura 17. Mapa do estado do Parana dividido em mesorregites.........cccovererererennns 37



Figura 18. Amostras comerciais de méis multiflorais de abelhas sem ferrdo da cidade
de GUAraquUEGaDa-PR. ... 38
Figura 19. Amostras comerciais de méis multiflorais de abelhas sem ferrdo da cidade
de CamMDAIA-PR.......oiiiee bbb 39
Figura 20. Amostras comerciais de méis multiflorais de abelhas sem ferrdo da cidade
de PrudentOPOlIS-PR ..ot 39
Figura 21. Diagrama de Pareto padronizado em p = 0,05 para a area do pico do
composto principal dos cromatogramas obtidos para méis de abelhas sem ferrdo, em
funcdo do meio, temperatura e tempo de extracao por headspace estatico.................... 43
Figura 22. Cromatogramas obtidos na otimizacdo do metodo de extracdo dos
compostos volateis de méis de abelhas sem ferrdo usando headspace estético............. 45
Figura 23. Ampliacdo dos cromatogramas obtidos nos ensaios de otimizacdo do
método de extracdo dos compostos volateis de méis de abelhas sem ferrdo por extracdo
por headspace estatico a 60°C por 10 min, em meio aquoso € salino.............ccccccvevnne. 46
Figura 24. Cromatograma de uma mistura de padrdes de alcanos lineares (Cg—Cao)
injetada na mesma rampa de aquecimento que as amostras foram analisadas............... 47
Figura 25. Estruturas dos compostos identificados nos meis multiflorais de abelhas sem
ferrdo usando extracao por headspace StALICO ........cccvevvereriereie e 51
Figura 26. Cromatogramas representativos do headspace das amostras de méis de
abelhas sem ferrdo: (a) cromatograma do mel da abelha Manduri da cidade de
Guaraquecaba, (b) cromatograma do mel da abelha Bora da cidade de Guaraquecaba e
em (c) cromatograma do mel da abelha Mandacaia da cidade de Prudentdpolis........... 52
Figura 27. Gréfico de escores de CP1 versus CP2 codificado de acordo com a legenda e
A TADEIA 3.ttt nb e r e 55

Figura 28. Grafico de pesos das variaveis estudadas .............cccocveveiieieeneciie s, 56



1. INTRODUCAO

O mel é um produto natural produzido pelas abelhas, composto principalmente
por aglcares e outros componentes minoritarios que combinados as caracteristicas da
origem floral e também da espécie da abelha que o originou, atribui-lhe um alto teor
nutritivo e propriedades medicinais [1]. Para a producdo de mel floral, o néctar das
flores, coletado pelas abelhas, é transformado, armazenado e amadurecido nos favos da
colmeia. Existem também os méis ditos extraflorais cuja origem provém de excrecoes
de plantas e insetos [2].

A abelha Apis mellifera é a principal espécie produtora do mel utilizado para o
consumo humano principalmente por sua domesticacdo remota, por ser nativa dos
principais paises consumidores, pela alta produtividade e rentabilidade [3]. Entretanto,
em regides tropicais e subtropicais, especialmente na América do Sul, existem mais de
400 espécies de abelhas nativas sociais que produzem mel. Essas abelhas s&o
conhecidas como abelhas indigenas, nativas, sem ferrdo ou meliponineos [4,5]. Em
relacdo a quantidade produzida de mel, as abelhas sem ferrdo apresentam menor
produtividade quando comparadas as abelhas Apis mellifera. Por outro lado, essas
abelhas elaboram um mel diferenciado principalmente pela dogura e aroma peculiares,
tais caracteristicas conferem-lhe valor comercial mais elevado aos méis de abelhas sem
ferrdo [5,6].

A procura pela conveniéncia, autenticidade, qualidade, seguranca, bem como a
crescente preocupacdo com o meio ambiente e a saude, sdao algumas das principais
exigéncias dos consumidores na aquisi¢do de produtos apicolas [7]. Dessa forma, com o
objetivo de garantir a qualidade do mel, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) através da Instrucdo Normativa n. 11 de Outubro de 2000,
estabelece a identidade e os requisitos minimos de qualidade, como caracteristicas
sensoriais, fisico-quimicas e ainda critérios macro e microbioldgicos, destinado ao mel
usado para o consumo humano direto [2]. A necessidade de garantia de qualidade do
mel também é muito importante para a sua venda em mercados internacionais. Paises
como Estados Unidos, Canada, Alemanha e Espanha exigem como condigédo, que sejam
observados requisitos técnicos de qualidade do mel do respectivo pais importador [8].

Outro fator importante que visa a qualidade do mel € sua rastreabilidade. Para
isso a norma NBR 15654 de 08/01/2009 - Apicultura — Mel — Sistema de


http://www.target.com.br/portal_new/Pesquisa/Resultado.aspx?pp=16&c=40926

rastreabilidade [9], apresenta os principios e especifica 0s requisitos basicos para
planejar e implementar um sistema de rastreabilidade, que garante a qualidade do mel
nas diversas etapas de producdo e consequentemente do produto final, desde o apiario,
durante as etapas de transporte e manipulacdo e posterior processamento (entreposto).
Este sistema permite uma identificacdo, elaboracdo e manutencdo de registros e
facilidade na obtencéo da informacéo sobre o mel produzido [10].

Nos ultimos anos, o mel tem se tornado alvo de varios estudos cientificos e
atualmente se faz mais presente na alimentacdo humana [11]. Além de estudos
envolvendo sua caracterizacdo quimica atraves do perfil de fendlicos e de suas
propriedades antioxidantes, outro fator importante é o perfil de compostos volateis que
contribui significativamente para seu caracteristico sabor e aroma [12]. Os méis
possuem aromas diferentes devido a presenca de compostos volateis especificos que
podem ser considerados como marcadores quimicos ou impressdes digitais do sabor e
aroma [13]. Por exemplo, compostos de linalol tém sido comumente citados como
marcadores quimicos de meéis citricos [14-17], enquanto que, o fenilacetaldeido é
destacado como caracteristico de méis de lavanda [18]. Em sua maioria esses
marcadores quimicos sdo derivados da flora de origem, que por sua vez € influenciada
por fatores geogréaficos e sazonais, dessa forma [12], diferentes perfis de volateis séo
esperados em méis de diferentes regides [19].

O aroma de mel pode envolver dezenas de compostos volateis. Atualmente,
mais de 300 compostos volateis foram identificados em méis de Apis mellifera de
diferentes tipos florais. Entre as moléculas encontradas na composicéo volatil do mel
podemos citar hidrocarbonetos, compostos aromaticos, acidos, terpenos, cetonas,
aldeidos, ésteres e alcoois [20]. Entretanto, novos compostos devem ampliar esse
namero em funcdo da existéncia de diversos méis ainda ndo estudados [21],
principalmente os méis de abelhas sem ferrdo, onde os estudos ainda séo escassos.

O interesse na caracterizacdo de méis brasileiros em termos de composicao
guimica ainda é recente e pouco se tem estudado sobre o mel de abelhas sem ferrdo,
principalmente em relacdo ao perfil de volateis. Esse trabalho teve a finalidade de
avaliar a composi¢do quimica da fracdo volatil de méis de abelhas sem ferrdo
produzidos no Parana, utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CG-EM) e extracdo por headspace estatico.
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2. FUNDAMENTECAO TEORICA
2.1. Abelhas

As abelhas sdo insetos da ordem Hymenoptera, pertencentes a superfamilia
Apoidea, que por sua vez é constituida por diversas familias, entre elas a Apidae € a
familia que possui habitos sociais mais avancados. A familia Apidae possui 4
subfamilias: a dos Apineos, dos Meliponineos, Bombineos e Euglossineos [5]. Essa

classificacdo € mostrada na Figura 1.

Class: B secta_
Ordem G Hymenoptera
Superfamilia —
Familia —

,
LIRS —

Trlgonlnl
Bombineos
Eugossineos

Figura 1. Classificacdo das Abelhas

Subfamilia

Na subfamilia de Apineos, a espécie de abelha mais popular é a Apis mellifera
Lin. (Figura 2). As abelhas europeias da espécie Apis mellifera foram introduzidas no
Brasil em 1840 trazidas da Espanha e Portugal pelo Padre Antonio Carneiro onde as
subespécies Apis mellifera carnica e Apis mellifera mellifera, também introduzidas por
imigrantes alemées em 1945, provavelmente foram as primeiras abelhas a chegar no
pais. Em 1956, com objetivo de melhorar a genética das abelhas, aumentando a
producdo de mel associada a baixa agressividade, as abelhas africanas Apis
mellifera scutellata foram introduzidas no Brasil. Entretanto, no ano seguinte devido a
um acidente durante os experimentos, enxames destas abelhas escaparam e cruzaram



com as abelhas de origem europeia que haviam sido trazidas pelos imigrantes. Com isso

surgiram as populagdes hibridas denominadas abelhas africanizadas [22].

Figura 2. Abelha Apis mellifera
Fonte: Terrain, (2015) [23].

Hoje, as abelhas africanizadas sdo consideradas como as responsaveis pelo
desenvolvimento apicola do pais. A agressividade destas abelhas, ao contrario do que
muitos pensam, é considerada por muitos apicultores como uma forte aliada nesta
atividade. Pois acaba dificultando possiveis roubos e também as abelhas acabam sendo
tolerantes a varios tipos de pragas e doencgas [22].

Quando uma abelha (operaria) se sente ameacada, ela utiliza o ferrdo. Porém, a
ferroada em humanos pode ser fatal para abelha na maioria dos casos, devido a perda
das farpas (parte posterior do abdémen) que fica ligada ao ferrdo. Ja ao picar insetos, a
abelha, muitas vezes, consegue retirar as farpas da vitima e ainda sobreviver. A ferroada
em humanos ndo causa muitos danos, a ndo ser em casos que a pessoa seja alérgica a
apitoxina que é o veneno das abelhas que fica ligado ao ferrdo. Hoje em dia, esse
veneno tem sido usado eventualmente com valor terapéutico possuindo efeitos positivos
na regido em que é injetado [24].

Os Meliponineos sdo as abelhas indigenas sem ferrdo, também conhecidas
como abelhas nativas (Figura 3). Esta subfamilia é dividida em duas tribos: Meliponini,
que é constituida apenas pelo género Melipona e os Trigonini que constituem um grupo
muito diversificado, com dezenas de géneros [5].

Essas abelhas sdo sociais, doceis, de facil manejo, sua criagdo necessita de
pouco investimento, sdo de grande diversidade e ampla distribuicdo geografica. A
maioria das abelhas sem ferrdo se encontram em regides de climas tropicais, temperado
e subtropicais da Terra, dessa forma, elas sdo encontradas em grande parte no territorio

Latino-Americano, também na Africa, sudeste asiatico e norte da Australia [4,5,25].



Sua criagcdo consiste na Meliponicultura, onde a obtencdo do mel é um dos
principais objetivos dessa atividade que foi inicialmente desenvolvida pelos indios [5].
A heranca indigena é destacada pelos nomes populares de muitas espécies como, por
exemplo, Jatai, Urucu, Tidba, Mombuca, Irapud, Tataira, Jandaira, Guarupu, Manduri,

entre outras [4].

Figura 3. Abelhas pertencentes a subfamilia Meliponineos: (a) Tetragonisca angustula
Lat., (b) Melipona bicolor Lep., (c) Trigona spinipes Fab., (d) Melipona scutellaris Lat.,
(e) Melipona quadrifasciata Lep., (f) Tetragona clavipes Fab., (g) Melipona marginata
Lep., (h) Scaptotrigona bipunctata Lep. e (i) Scaptotrigona xanthotricha Mou.

Fontes: Grupo Abena [26], IB/USP [27,28], Centro de Produgdes Técnicas [29],
Instituto Ra-Bugio [30], American Insects [31], Wildthings [32] (2015).

Existem cerca de 400 espécies de Meliponineos, 90% sdo responsaveis pela
polinizagdo dos vegetais nativos e a maioria produz mel de boa qualidade. Mesmo que
sua producdo seja em menor quantidade quando comparado a Apis mellifera , as abelhas
sem ferrdo fornecem um mel de qualidade diferenciada, principalmente na docgura e
aroma peculiar, o que resulta num preco comercial mais elevado [3,5]. Dessa forma seu
mel possui muitos apreciadores e existem regides do planeta onde o mel de abelhas sem
ferrdo é mais apreciado que o mel das Apis mellifera, ndo somente pelo seu paladar, mas
principalmente porque pode ser obtido em certas regides em melhores condicdes de
producéo, por exemplo, em trépicos Umidos ou encharcados, principalmente em terras
baixas e em florestas de neblina. Nessas condicGes as abelhas europeias, assim como, as

africanizadas geralmente fracassam na producédo de seu mel [5].



Os Meliponineos ocorrem em todo Brasil, e as espécies Guaraipd, Mandacaia,

Manduri e a Jatai, s@o as principais produtoras criadas na regido Sul, como relacionado

na Tabela 1 [4].

Tabela 1. Principais espécies produtoras de mel criadas no Brasil

Regido Nome cientifico Nome popular Estados
Melipona fasciculata Smi. Tiuba PA/ITO/AM
Norte Melipona seminigra Fri. Urugu-Boca-de-Renda  AM/PA
Scaptotrigona sp.® Canudo AC/AM/AP/PA/
RO/RR/TO
Melipona asilvai Mou. Munduri AL/BA/CE/PB
PE/PI/RN/SE
Melipona fasciculata Smi. Tidba MA/PI/AL
Nordeste Melipona quadrifasciata Lep. Mandacaia AL/BA/CE/PB
PE/PI/RN/SE
Melipona scutellaris Lat. Urugu AL/BA/CE/PB
PE/RN/SE
Melipona subnitida Duc. Jandaira AL/BA/CE/MA
PB/PE/PI/RN/SE
Melipona rufiventris Lep. Urugu-Amarela GO, MS, MT
Centro-oeste  Melipona seminigra Fri. Urucu-Boca-de-Renda MT
Scaptotrigona sp.® Canudo GO, MS, MT
Tetragonisca angustula Lat.  Jatai GO, MS, MT
Melipona bicolor Lep. Guairapd ES, MG, RJ, SP
Sudeste Melipona quadrifasciata Lep. Mandacaia ES, MG, RJ, SP
Melipona rufiventris Lep. Urugu-amarela MG, SP, ES
Tetragonisca angustula Lat.  Jatai ES, MG, RJ, SP
Melipona bicolor Lep. Guairapd PR, RS, SC
Sul Melipona quadrifasciata Lep. Mandacaia PR, RS, SC
Melipona marginata Lep. Manduri PR, RS, SC
Tetragonisca angustula Lat.  Jatai PR, RS, SC

% Espécies da tribo Trigonini.
Fonte: Villas-Boas, 2012 [4].



Outras abelhas, pertencentes a familia dos Apideos, sdo os Bombineos,
conhecidas como mamangabas, elas apresentam a caracteristica de terem corpos
grandes e cobertos de pelos (Figura 4). No Brasil, as abelhas dos Bombineos s&o negras,
e frequentemente apresentam areas amarelas no corpo. Quando sociais, vivem em
colmeias que podem ser pequenas ou grandes, onde para esta Ultima o ninho envolve
centenas de abelhas. Por fim temos os Euglossineos (Figura 5), conhecidos também

como abelhas das orquideas, que sdo abelhas grandes com cores metélicas, as vezes

verdes, vindceas ou arroxeadas [5].

Figura 4. Abelha pertencente a Figura 5. Abelha pertencente a
subfamilia Bombinae subfamilia Euglossinae
Fonte: Wikipedia, (2015) [33]. Fonte: Bugs and Beyond in Belize,

(2015) [34].

Entre essas 4 subfamilias, somente os Meliponineos ndo tém ferrdo. Com
algumas excecdes, a caracteristica comum dos Apideos é ter nas tibias das patas
traseiras das abelhas operarias uma concavidade chamada corbicula, onde elas carregam
polen das flores e outras substancias para suas colmeias. As rainhas e 0s machos dos
Apineos e dos Meliponineos ndo possuem corbicula. Outra caracteristica desta familia é
que a colmeia, células de cria e depdsitos de alimento sdo construidos pelas abelhas com
cera ou cerume [5].

O principal papel das abelhas na natureza € como polinizadoras, pois em
numerosos casos as plantas necessitam de um agente que ajude a fecundar as flores.
Entdo como as abelhas dependem essencialmente de néctar (fonte de energia) e também
do polen (fonte proteica) como alimentos, elas acabam visitando diversas plantas no
dia-a-dia para suprir suas necessidades tornando-se os principais agentes polinizadores
da natureza [5,35].



As abelhas normalmente séo criadas para producgé@o de mel, porém elas também
produzem diversos produtos em suas colmeias de grande importancia comercial [36].

Estes produtos s&o abordados no topico a seguir.

2.2. Produtos produzidos pelas abelhas

As colmeias sdo construidas pelas abelhas com diversas matérias-primas que
podem ser extraidas da natureza, por exemplo, o barro e a prépolis. Outros materiais de
construcdo sao produzidos e processados pelas abelhas dentro da colmeia, como a cera,
0 cerume e o geopropolis [5].

A colmeia de abelhas sem ferrdo é formada por duas estruturas principais: o

ninho e potes de alimento, além de estruturas auxiliares como o involucro, o batume, a

entrada e o tunel de ingresso [4] (Figura 6).

. k2

Figura 6. Colmeias de abel_has Tidba e Urucu: (1) Geopropolis depositado nas frestas,
(2) Potes de alimento, (3) Favos de cria, (4) Involucro.
Fonte: Villas- Bbas (2012) [4].

A maior parte da colmeia é formada de cerume e suas caracteristicas variam
conforme a espécie de abelha. O cerume é uma mistura de cera branca, pura com
propolis. A cor do cerume dos meliponineos pode variar de amarelo bem claro, a uma
cor quase negra, essa coloracéo depende da quantidade e qualidade da propolis utilizada
na mistura. Ele é usado no ninho quando construido em forma de cachos que é quando
as células de criacdo ficam esparsas e conectadas entre si por pequenos pilares de
cerume. Os potes de alimentos também sdo construidos com cerume, eles normalmente
tém forma oval, o tamanho varia conforme a espécie de abelha e os potes sdo divididos

em dois tipos: potes de mel (Figura 7) e potes de polen (Figura 8) [5].
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Figra 7. Potes de mel da abelha Jatai Figura 8. Potes de pdlen da abelha Jatai
Fonte: Meliponario Montesco [37]. Fonte: Meliponério do Sertdo [38]

O cerume também é usado na construcao dos invélucros que é uma espécie de
manta de aguecimento que envolve o ninho para manter sua temperatura. O cerume nos
involucros também auxilia na passagem das abelhas ao redor do ninho [5].

A entrada das colmeias de abelhas sem ferrdo possui formas diversificadas
especificas de cada espécie de abelha (Figura 9). Ela pode ser construida de barro, cera,
cerume ou geopropolis. Apos a entrada, as abelhas passam por um tubo de ingresso até
o interior da colmeia geralmente ligado através do invoélucro [4].

Figura 9. Entrada da colmeia da abelha Jatai construido de cerume, o qual é fechado
durante a noite, deixando-se pequenos orificios na parede a fim de permitir o arejamento
interno.

Fonte: Meliponério da Serra [39].

A cera é um produto produzido pelas abelhas nas colmeias. Ela é secretada
pelas abelhas jovens através de glandulas existentes no dorso do abdome. Essa secrecéo
entdo resulta em uma pequena placa de cera branca que sdo armazenadas em depdsitos
nos ninhos de alguns meliponineos. Outras espécies como a Mirim preguica (Friesella
schrottky Fri.) usam, com frequéncia, a cera branca na entrada do seu ninho sem

misturar com propolis [5]. As abelhas também utilizam a cera na construcdo dos favos e
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no fechamento das células de criacdo. A cera é utilizada comercialmente para producao
de velas, produtos cosméticos e também em tecelagens [40].

A propolis por sua vez, vem da natureza, e é constituida por resinas vegetais
coletadas pelas abelhas nas plantas e trazidas para as colmeias. A propolis pode ser
trabalhada pela abelha em sua forma pura, ou mista que é quando ela é misturada com
um pouco de cera. Geralmente, a propolis mais utilizada hoje em dia no comércio é
retirada dos ninhos de Apis mellifera, porém os meliponineos também coletam
quantidades importantes de propolis. As vezes essas resinas sdo misturadas a cera,
constituindo o cerume, como foi mencionado anteriormente, e também os meliponineos
costumam mistura-la com terra ou barro formando o geopropolis [5].

A Propolis além de ser usada para construir a entrada do ninho de muitas
espécies, é usada principalmente para construcdo de batumes que sdo massas preparadas
pelas abelhas para vedar frestas da colmeia e para delimitar cavidades [4]. Em certas
espécies a propolis constitui a maior parte ou a totalidade dos batumes da colmeia que é
0 caso da tribo trigonini onde seus batumes costumam ser constituidos com uma grande
quantidade de resina e pouca cera. Enquanto que o batume da tribo meliponini é
constituido com geoprépolis [4,5].

Os meliponineos costumam também usar a propolis como um método de
defesa muito eficiente contra moscas, parasitas, formigas, etc., essas abelhas retiram
pelotinhas de seus depositos viscosos de propolis para colocar sobre a cabeca e outras
partes do corpo desses inimigos. Outro fato interessante é que a propolis armazenada
pelas abelhas das espécies Jatai e Mirin (Plebeia spp) é extremamente viscosa, muito
mais do que as armazenadas por outras espécies de meliponineos [5].

Atualmente a prépolis é usada no comércio em produtos cosméticos e em
medicamentos pelos seus efeitos cicatrizantes, considerada um antibio6tico natural [40].
A prépolis também € conhecida por suas diversas propriedades farmacoldgicas tais
como antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatoria, antitumoral, antiviral, antifungica,
entre outras [41].

A geoproépolis € uma mistura da prépolis com barro, usada para construcdo de
batumes nas colmeias, como mencionado anteriormente. Sua coloragdo, assim como o
cerume, também varia conforme a quantidade e qualidade da propolis e também com o
barro ou terra utilizado [4]. Esse material é principalmente usado pelas abelhas da tribo

meliponini [5].
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Estudos sobre composi¢cdo quimica e acdo farmacologica de geoprépolis séo
escassos. Bankova et al. [42] identificaram, em geoprdpolis brasileira de abelhas
Melipona compressipes, Melipona quadrifasciata e Tetragona clavipes, mais de
cinguenta compostos, principalmente fenois e terpenos que atribuem efeitos terapéuticos
a geoproépolis. Resultados obtidos por Liberio et al. [43] indicaram que a geoprépolis
produzida pela espécie Melipona fasciculata pode apresentar atividade antimicrobiana
contra S. mutans e C. albicans. Também foi observado um aumento de citocinas anti-
inflamatdrias em ratos, mostrando que a geopropolis tem o potencial de ser utilizada
para o controle ou prevencdo de doencas da cavidade oral, especialmente carie e

candidiase, bem como para o tratamento de processos inflamatérios.

2.3. Mel

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Mel (Instrucédo
Normativa n° 11 de 20/10/00) estabelecido pelo MAPA “entende-se por mel, o produto
alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir do néctar das flores ou das
secrecdes procedentes de partes vivas das plantas ou de excrec@es de insetos sugadores
de plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, que as abelhas recolhem,
transformam, combinam com substancias especificas proprias, armazenam e deixam
madurar nos favos da colmeia” [2]. Apesar da Legislacdo Brasileira s6 atender as
caracteristicas do mel de Apis mellifera, ndo contemplando o mel das abelhas nativas do
pais, varios estudos tem sido realizados com diferentes tipos de méis de abelhas sem
ferrdo, colaborando dessa forma com sua padronizagdo para uma futura Legislacdo
Brasileira [44-48].

Durante a elaboracdo do mel, o néctar sofre duas modificacdes, uma delas
fisica, pela desidratacdo, e a outra quimica, pela inversdo de agclcar composto em acucar
simples [1]. As abelhas chegam a colmeia trazendo o néctar, e normalmente entregam a
outras abelhas que o desidratam. Neste processo, essas abelhas expdem e retraem uma
goticula de néctar na ponta da lingua durante certo tempo, com isso o0 néctar vai ficando
mais denso com a evaporagdo da dgua. Além desta desidratacdo, grande quantidade de
sacarose € invertida em frutose e glucose com a acdo de enzimas. Também ocorre a
producdo de perdxido de oxigénio e substancias antibioticas e antimicrobianas. Dessa

forma, o néctar vai se transformando em mel [5].
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Quanto a sua origem, o mel pode adquirir a denominacdo de mel floral, quando
obtido a partir do néctar das plantas. O néctar é constituido principalmente por &gua e
sacarose resultando em um liquido agucarado, também pode conter outros agulcares, sais
minerais, substancias antibidticas etc. A abelha também pode colher a seiva das plantas
ou excrecOes adocicadas de outros insetos sugadores dessas seivas, neste caso, 0 mel
produzido com esse tipo de matéria prima é chamado mel extrafloral ou melato [2,5].

O mel de flores pode ser classificado como: unifloral ou monofloral, quando a
maior parte do néctar é coletada de uma Unica espécie de planta; multifloral ou
polifloral, quando mais de uma espécie botanica contribui com o néctar [2].

Os méis multiflorais s&o mais encontrados, enquanto que os monoflorais séo
mais raros e apresentam aromas caracteristicos que indicam a origem floral. Porém na
pratica ndo € possivel produzir um mel 100% monofloral, dessa forma, como ndo sao
faceis de produzir o seu prec¢o €, na maioria dos casos, superior ao multifloral [15,20].

O mel foi praticamente a Unica fonte de substancias agucaradas durante boa
parte da existéncia humana, e até hoje ele esta presente na alimentacdo humana como
adocante natural, principalmente por suas propriedades bioativas [5,11], que sé&o
mostradas no topico 2.5.

Atualmente o Brasil é o 8° maior exportador de mel do mundo [49], e isso s
tende a aumentar, pois o pais apresenta condi¢des climaticas favoraveis para producao
de mel durante o ano todo, além de uma extensa flora diferenciada, o que permite uma
variedade de méis com propriedades Unicas e sabores e aromas diferenciados [50].

As propriedades fisico-quimicas do mel séo influenciadas pelo néctar e pdlen
da origem floral, cor, aroma, teor de umidade, bem como teor de proteinas e agucares.
Dessa forma, a qualidade desse produto natural é avaliada principalmente por suas
caracteristicas sensoriais, quimicas e fisicas [51]. No tdépico a seguir é abordada a

composi¢do quimica dos méis.
2.4. Composicdo Quimica dos Méis

A composicdo do mel é varidvel e depende de fatores como a origem
geografica, origem floral, o clima, solo, condi¢cdes meteorologicas na época da colheita,

especie de abelha produtora, estado fisioldgico da colonia, estado de maturacdo do mel,

dentre outros fatores [1,19].
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O mel € constituido essencialmente por agua e agucares. Possui também em
sua composicao pequenas quantidades de outras substancias como, minerais, proteinas,
aminoéacidos, vitaminas, acidos organicos, flavonoides, acidos fendlicos, enzimas e uma
extensa variedade de compostos organicos, que contribuem para sua cor, odor e sabor
[2,52]

A Tabela 2. mostra a comparagédo realizada por Oliveira e Santos [48] dos
pardmetros fisico-quimicos de méis de Apis mellifera com méis de meliponineos da

espécie Scaptotrigona bipunctata, criadas no estado do Ceara.

Tabela 2. Valores dos parametros fisico-quimicos nos méis de Apis mellifera e
Scaptotrigona bipunctata

Parametros Mel de Abelhas Mel de Abelhas sem

Fisico-Quimicos africanizadas ferréo
HMF (mg/Kg) 49,93 4,85
Sélidos Insollveis (%) 0,73 0,27
Acucares Redutores (%) 72,02 60,01
Sacarose Aparente (%) 1,88 4,65
Cinzas (%) 0,36 0,83
Acidez Livre (mEg/Kg) 45,64 38,57
Umidade (%) 19,07 24,71
pH 3,50 3,97

Fonte: Oliveira e Santos (2011) [48].

Os pesquisadores atribuiram o baixo teor de Hidroximetilfurfural (HMF) no
mel da abelha sem ferrdo Scaptotrigona bipunctata, ao fato dos méis terem sido
colhidos prematuramente [48]. Entretanto, podemos observar que alguns dos parametros
fisico-quimicos apresentados podem diferenciar os méis, principalmente a umidade que
é bastante elevada para o mel de abelhas sem ferrdo, tornando-se menos denso quando
comparada ao mel das abelhas africanizadas [53].

Os méis de abelhas sem ferrdo possuem menor teor de agucares, onde 0s
principais agucares encontrados séo frutose e glicose. O gosto desses meis & mais doce e
um dos fatores responsaveis por essa caracteristica é a predominancia de frutose nesses
méis juntamente com sua alta capacidade de absorver dgua [1]. Em relacdo a quantidade

de sacarose, as abelhas sem ferrdo possuem teor maior do que o mel de abelhas
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africanizadas, entretanto, o teor elevado desse acucar significa na maioria das vezes uma
colheita prematura do mel [48].

As propriedades medicinais dos méis ocorrem principalmente pela presenca de
compostos fendlicos, acidos fenolicos e flavonoides, que séo considerados como alguns
dos responsaveis pela capacidade antioxidante do mel [54]. Muitos estudos
demonstraram que o mel serve como uma fonte de antioxidantes naturais, 0s quais Sao
eficazes na prevencdo de diversas doencas [55]. O mel também apresenta propriedade
antibacteriana associada principalmente a enzima glicose-oxidase, que ataca
microrganismos pela catalise da oxidacdo da glicose com producdo de perdxido de
hidrogénio [56].

O aroma é um dos atributos mais apreciados pelos consumidores de mel, essa
caracteristica deve-se a presenca de compostos volateis, em sua maioria derivados do
néctar de origem [12,20]. Dessa forma, a origem floral de um mel pode ser determinada
pela concentracdo de certos compostos volateis chamados de marcadores quimicos ou
impressdo digital do aroma [13,57], como no caso de compostos de Linalol que tém
sido comumente citados como marcadores quimicos de méis citricos [14-17], enquanto
que, o fenilacetaldeido é destacado como caracteristico de méis de lavanda [18].

O perfil de compostos volateis é uma forma de mostrar os compostos
representativos desse aroma e também atestar a autenticidade de méis monoflorais.
Entre as moléculas encontradas na composicdo volatil em mel de diferentes origens
botanicas podemos citar hidrocarbonetos, componentes aromaticos, acidos, diacidos,

terpenos, cetonas, aldeidos, ésteres e alcoois (Figura 10) [20].
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Figura 10. Alguns compostos volateis de diversas classes quimicas encontrados em
méis de Apis mellifera
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Os compostos volateis podem ser originados das seguintes fontes:

1- Das plantas ou flores: terpenos, derivados do Linalol entre outros s&o
encontrados tanto nas flores como no mel;

2- Das abelhas: &cidos volateis como &cido acético e butirico podem ser
produzidos durante o metabolismo da abelha;

3- Dos constituintes das plantas convertidos pela abelha: enzimas da classe
redutase, oriundas das abelhas, poderiam catalisar reacOes de reducdo onde, por
exemplo, o fenilacetaldeido poderia ser convertido em alcool feniletilico;

4- Pela acdo de microrganismos durante a maturagdo do mel: a presenca de
leveduras contaminantes é responsavel pelo alto teor de etanol e isobutanol, bem como
de aldeidos ramificados;

5- Durante o processamento pds-colheita: a presenca de aldeidos ramificados,
como isobutanal e 2-metil-butanal, produzidos durante a reagéo de Strecker e compostos
heterociclicos contendo oxigénio, como 2-metil-furano e furfural, oriundos da
caramelizacdo de acucares, sdo exemplos de artefatos produzidos com armazenamento
em temperaturas inadequadas [20].

Diversos estudos apontam constituintes do aroma de méis como marcadores
florais. Entre os estudos brasileiros podemos citar o de Bastos et al. [58], onde o
nonanal e o nonanol foram relatados como constituintes do aroma de méis de Eucalipto
e fenilacetaldeido e benzaldeido para méis de Laranja. Moreira e de Maria [59]
relataram o benzaldeido, &cido-2,3-metilbutandico, benzonitrila, 2-feniletanol, 1-fenil-
1,2-propanodiona, &cido benzdico e &cido fenilacético como importantes contribuintes
do aroma e sabor do mel de Cambara. Adicionalmente, Moreira et al. [60] identificaram
furfuril mercaptana, alcool benzilico, d-octalactona, y- decalactona, eugenol, acido
benzdico, acido isovalérico, 2-feniletanol e 2-metoxifenol como contribuintes para o
aroma caracteristico dos méis de cajueiro e acido isovalérico, y-decalactona, acido

benzoico e vanilina para méis de marmeleiro.

2.5. Atividade farmacoldgica dos méis

Ha milhares de anos o mel tem sido utilizado em tratamentos de doengas

respiratorias, infec¢bes gastrointestinais, queimaduras e feridas [54]. Alem do
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conhecimento popular, estudos indicam que alguns méis atuam com beneficios
especificos de acordo com sua florada, por exemplo:

— Mel de eucalipto: ajuda a combater a bronquite, a tosse e asma.

— Mel de laranja: regulador do intestino, tranquilizante natural.

— Mel de Assa Peixe: tonico e depurativo do sangue, calmante.

— Mel silvestre: recomendado para o sistema nervoso, vias respiratorias e pele; é

também calmante, laxante, desintoxicante [61]

Dessa forma, tém se comprovado a acgdo terapéutica do mel, existindo
principalmente o interesse em avaliar a sua capacidade antioxidante [11,62-65]. Para
méis de abelhas sem ferrdo também tém sido reportadas diversas substancias bioativas,
como é&cidos fendlicos e flavonoides em geral, sendo entre os mais comuns o acido
gélico, cindmico, vanilico, cumérico e quercitina [66—68].

Um antioxidante impede a oxidacdo de outras substancias quimicas. Eles sdo
“um conjunto heterogéneo de substancias formadas por vitaminas, minerais, pigmentos
naturais e outros compostos vegetais e, ainda, enzimas, que bloqueiam o efeito danoso
dos radicais livres” [69]. O organismo humano gera radicais livres de oxigénio no curso
normal do metabolismo. O excesso e os efeitos adversos desses radicais sobre o
funcionamento fisioldgico normal nos seres humanos sdo minimizados pela acdo dos
antioxidantes. E essencial que haja equilibrio entre a producéo de radicais livres e as
defesas antioxidantes para um funcionamento normal do organismo [7,70,71].

Os antioxidantes podem ser sintéticos, como o butilhidroxianasil (BHA) e o
butilhidroxitolueno (BHT), bastante utilizados na indUstria, ou podem ser naturais,
substancia bioativas como organosulfurados, fendlicos e terpenos presentes em diversos
alimentos [69]. Os antioxidantes também podem ser classificados em enziméticos
(glucose oxidase e a catalase) e ndo enzimaticos (compostos fendlicos, flavonoides,
acido ascorbico, acidos organicos, aminoacidos, proteinas, produtos da reacdo de
Maillard, entre outros) [72].

Nos ultimos anos, os antioxidantes tém sido alvo de muitos estudos focados
principalmente nos efeitos benéficos nas fontes naturais, evidenciando a funcéo que eles
desempenham na prevengdo de diversas doencas associadas ao envelhecimento,
diminuindo o risco de doencas cardiovasculares e o aparecimento de cancer [55]. Os
antioxidantes também atuam, como conservantes alimentares em reagdes de oxidagédo

responsaveis pela degradacéo de alimentos [54].
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O mel apresenta compostos que Ihe conferem propriedades antioxidantes, tais
como os compostos fendlicos e os flavondides. A quantidade destes componentes varia
muito de acordo com a origem boténica e geografica do mel, o processamento,
manipulacdo e o armazenamento do mel também podem influenciar nesta quantidade
[64,73]. Algumas destas substancias ja foram identificadas no mel, como por exemplo,
os é&cidos cinamico, cafeico, fertlico e para-cumarico, a quercetina, a crisina e 0
canferol (Figura 11) [66,74,75].

WCOOH Hoj@A\/c O0H CH OU\\/COOH s COOH
HO HO HO/O/\/

Acido cinfmico Acido cafeico Acido fertlico Acido para-cumérico

OH
HO. 0

OH O
Quercetina Canferol Crisina

Figura 11. Exemplos de alguns acidos fenolicos e flavonoides identificados em mel
Fonte: Pereira (2010) [50].

Alguns estudos verificaram também uma forte correlacdo entre a atividade
antioxidante e a cor do mel, onde os méis de cor escura apresentam um teor maior em
compostos fendlicos e, consequentemente uma atividade antioxidante mais elevada
[76,77].

A existéncia dessa propriedade antioxidante em méis pode contribuir na sua
valorizacdo econdmica pelo seu uso tradicional como adogante e ainda favorecer sua
utilizagcdo como conservante alimentar, minimizando reacdes oxidativas deteriorantes
em alimentos [78,79]

Muitos estudos tem levantado também a capacidade antibacteriana do mel
contra bactérias resistentes a antibidticos, bactérias patogénicas e contra bactérias
responsaveis pela deterioracdo de alimentos [54,77,80,81].

A maior substancia antibacteriana do mel é o peroxido de hidrogénio que é
produzido pela enzima glucose-oxidase [82,83]. A glucose-oxidase € uma enzima
expelida pelas abelhas que transforma o néctar em mel, que na presenca de agua e

oxigénio converte a glucose em acido glucénico e peréxido de hidrogénio. Dessa forma,
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a acidez e o peroxido de hidrogénio resultante inibem o crescimento e a sobrevivéncia

dos microrganismos no mel durante o processo de amadurecimento [5,83]. Por outro

lado, a enzima catalase, responsavel por destruir o peroxido de hidrogénio ndao vem das

abelhas e sim das plantas, portanto o nivel de peréxido de hidrogénio e,

consequentemente, a propriedade antimicrobiana num mel sdo essencialmente

determinados pela quantidade de catalase derivada da planta de origem do mel [83].

A reacdo enzimética de oxidacdo de glucose e algumas de suas propriedades
fisicas sdo consideradas como fatores principais do mel que contribuem para sua
atividade antibacteriana. Porém também temos outros fatores como: pressdo osmética
alta, baixa atividade de agua, acidez, baixa quantidade de proteinas, elevado teor de
acucares redutores, relacdo carbono/nitrogénio alta e também a influéncia de agentes
quimicos como pinocembrina, lisozima, terpenos, acidos fendlicos, alcool benzilico e
substancias volateis [84].

A aplicagdo do mel como agente antibacteriano pode ser tanto externa (pele,
feridas e infec¢fes) quanto interna (doencas na garganta ou estdbmago) [83]. Em relacéo
a aplicacdo em feridas e infecges o mel apresenta excelentes bioatividades mostradas a
sequir:

— A viscosidade do mel proporciona uma barreira protetora na ferida, prevenindo
contaminacdo cruzada e também fornecendo uma interface entre a ferida e o
curativo;

— A osmolaridade do mel puxa o fluido dos tecidos, fornecendo um ambiente imido
para cicatrizacao de feridas;

— A preferéncia bacteriana do aclcar em vez de proteina (aminoacidos) produz acido
lactico no lugar de compostos de mau odor;

— O ndmero de células inflamatdrias pode ser reduzido em feridas tratadas com mel,
mostrando seu poder anti-inflamatério;

— As propriedades antissépticas do mel sdo eficazes contra uma variedade de
micraébios;

— A cicatrizacdo das feridas € estimulada com o mel junto com outras medicacfes
[85].

Um trabalho muito importante sobre a agdo antibacteriana dos méis de
meliponineos foi realizado por Cortopassi-Laurino e Gelli [86], que examinaram 14
amostras de méis de meliponineos das espécies Bor4, Jatai, Jandaira, Mandacaia, Mirins

e Urucu do Brasil. O resultado foi uma atividade antibacteriana que variou de mediana a
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quase maxima, ou seja, foi de 2,50 a 4,96 em uma escala de 1 a 5. Mostrando um
resultado claramente superior, em termos de média de atividade antibacteriana, ao
obtido em 20 amostras de Apis mellifera scutellata.

Outra funcionalidade do mel em tratamentos clinicos &€ como repositor de
glicose na reidratacédo, auxiliando no aumento da absorcéo de sodio e agua, dessa forma
ele pode auxiliar no tratamento de gastroenterites e diarreias infantis, por exemplo, que
sdo geralmente tratadas com reidratacdo. Dessa forma, junto a atividade antibacteriana,
0 mel pode promover e reparar danos a mucosa intestinal, incitando o crescimento de

novos tecidos e funcionando como um agente anti-inflamatorio [87].

2.6. Métodos de Extracao dos componentes volateis do mel

O desenvolvimento e aplicagdo de metodologias para a determinacdo da
composicdo quimica de volateis, principalmente em uma matriz complexa como a do
mel, ndo é uma tarefa facil [20,57,88,89], uma vez que os compostos volateis possuem
caracteristicas quimicas diferentes e estdo presentes em quantidades pequenas. Outro
fator importante é que a técnica aplicada deve ser capaz de isolar os compostos volateis
enquanto limita a formacdo de compostos indesejaveis causados, principalmente, pelo
aquecimento [12,90,91].

Normalmente, as técnicas empregadas para analise dos compostos volateis
envolvem a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) ou com
outras deteccBes, como espectrometria de absorcdo no infravermelho [92]. O perfil
quimico obtido através do CG-EM pode ser considerado como uma “impressao digital”
do mel, pois a natureza e a quantidade relativa dos compostos volateis sdo
caracteristicas distintas de cada mel devido as diferentes fontes florais, bem como
diferentes regibes geograficas e espécies de abelhas [13].

Em uma matriz complexa como a do mel onde a concentracdo dos compostos
volateis € muito baixa, é recomendado primeiramente que se faca uma extracdo desses
compostos, isolando e pré-concentrando, dessa forma, o analito de interesse. Isso é
importante principalmente porque os agucares podem interferir na analise devido a sua
alta concentracédo [93].

Existem muitas técnicas de isolamento de componentes volateis, que podem

ser aplicados ao mel e a composicao da fracao volatil obtida depende do procedimento
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utilizado [12]. Dentre as técnicas utilizadas para isolamento e concentragcdo da fracao
volatil em méis temos técnicas tradicionais como: extracdo liquido-liquido (LLE),
extracdo em fase solida (SPE), e outros métodos baseados em destilagdo analitica, como
a hidrodestilacdo e a extracdo e destilacdo simultdnea que utiliza a aparelhagem de
Likens-Nickerson [88]. Essas técnicas tradicionais tem um problema em comum que é 0
uso de solventes organicos. Grandes quantidades de solventes organicos utilizados em
separagdes analiticas tornaram-se uma importante preocupacdo ambiental, além de que
amostras aquosas podem ser contaminadas com esses solventes e a concentracdo por
evaporacdo dos extratos polui o ar com vapores organicos, e ainda, um descarte
adequado de solventes organicos usados tornou-se problematico e caro [94]. Dessa
forma, hoje em dia existem técnicas mais modernas de extracdo que usam pouco ou
nenhum solvente organico que € o caso das extracdes por headspace e a micro extracao
em fase solida (SPME). Nas secbes seguintes, sdo abordadas algumas técnicas de

extracdo dos compostos volateis usadas para o0 mel.

2.6.1. Extracéo liquido-liquido (LLE)

A LLE é um meio tradicional de extracdo de compostos baseada na
solubilidade relativa dos analitos presentes na amostra em um solvente puro ou mistura
deles. Nesta técnica dois solventes imisciveis, um organico e outro aquoso Sao
colocados juntamente com a amostra a se analisar. Idealmente, o analito de interesse ou
¢ muito hidrofilico ou muito hidrofébico, e consequentemente com agitacdo €
transferido para uma das fases. Posteriormente a camada em que o analito encontra-se é
recolhida [95].

Uma vantagem deste método é que todos os compostos volateis (de baixa,
média e alta volatilidade) podem ser analisados, mas o método pode necessitar da
evaporacdo do solvente, o que, em alguns casos, resulta na perda ou degradagdo de
alguns compostos volateis e formacdo de outros [91]. E ainda temos como
desvantagens: formacdo de emulsdes, fase separada pobre, consumo de solvente
elevado, bem como, o dificil manuseio [96].

Apesar da sua simplicidade, A LLE vem sendo substituida nos ultimos anos
por outras técnicas [88]. Dessa forma é dificil encontrar estudos recentes que utilizam

esta extracdo para determinacdo dos volateis em méis [97-100].
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2.6.2. Extracdo em fase solida (SPE)

Segundo a definicdo de Lancas [101] “A Extracdo em Fase Solida é uma
técnica de separagdo liquido-solido, baseada nos mecanismos de separagdo da
cromatografia liquida de baixa pressdo também conhecida como cromatografia liquida
classica”. Nesta técnica usa-se um cartucho de extracdo o qual contém a fase sélida
(fase estacionaria).

Em geral, o procedimento de extracdo em fase solida contém quatro etapas
(Figura 12):

1. Condicionamento: ativamento do cartucho por solvatacdo. Usa-se um solvente
adequado para ajustar as for¢as do solvente de eluicdo com o solvente da amostra;

2. Adicdo da Amostra: a amostra, contendo o analito de interesse, é colocada no topo
do cartucho e aspirada com pequeno vacuo ou pressionada levemente com uma
seringa, de forma que a amostra possa penetrar no cartucho.

3. Lavagem: a limpeza da coluna é realizada para retirar os interferentes menos
retidos que o analito, nessa etapa deve-se utilizar um solvente que tenha forca
suficiente para arrastar os interferentes, e ndo os analitos.

4. Eluicdo do analito: pode ser realizado em uma ou varios etapas, normalmente usa-
se um solvente com caracteristicas similares ao solvente no qual a amostra esta
dissolvida [94,101-104].

Adicao

Condicionamento  da amostra Lavagem Eluicao
o
®
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[
2] ¥

Analito @ Interferentes m

Figura 12. Principais etapas envolvidas na SPE
Fonte: Gilson (2015) traduzido [104]
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A SPE apresenta algumas vantagens em relacdo LLE como: maior
recuperacdo do analito, concentragcdo mais efetiva, uso de menor volume de solvente
orgénico, ndao ha formacdo emulsdo, menor tempo de preparacdo da amostra, facil
operacdo e incorporacdo mais simples para um processo automatizado [105]. Apesar de
todas as vantagens mencionadas acima, a SPE € demorada, os custos dos cartuchos
podem ser relativamente caros, pois sao fabricados para uma Unica utilizacdo, e as vezes
tém fraca reprodutibilidade de lote para lote. E ainda, exige uma quantidade
relativamente grande de solvente organico, mesmo sendo uma quantidade menor que a
LLE [96].

2.6.3. Headspace

O termo “headspace” ¢é usado para denominar a fase gasosa acima da fase
solida ou liquida, armazenada em um recipiente hermeticamente fechado [20], como

mostra a Figura 13.

"
|

Headspace

Analitos ~L } Amostra

Figura 13. Frasco hermeticamente fechado com a amostra
Fonte: Kubota (2007). [106]

A técnica de extracdo por headspace envolve a particdo dos analitos numa fase
gasosa, ou seja, a transferéncia de componentes volateis de uma matriz para a fase
gasosa. A extracdo por headspace ndo usa solventes organicos e o sistema € totalmente
automatizado. Esta técnica pode ser executada em sua configuragdo estatica ou
dindmica [57,107].

No modo estatico (Figura 14), a amostra é armazenada e selada em um frasco
hermético e os analitos volateis sdo coletados no headspace do frasco por meio de uma
seringa ap6s um tempo de volatilizagdo, agitacdo, e aquecimento controlado.
Posteriormente 0s analitos retirados sdo analisados diretamente no cromatdgrafo a gas
(CG) [89,107,108].
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Figura 14. Procedimento de extracdo de compostos volateis por headspace estatico. Em
(a) Frasco contendo a amostra com os analitos volateis; (b) saturacdo do headspace apds
aquecimento e agitacdo; (c); coleta dos volateis no headspace do frasco pela seringa; (d)
0s volateis sdo coletados; (d) dessorcao dos volateis na porta de injecdo do CG.

A técnica de headspace estatico apresenta elevada detectabilidade e
sensibilidade para compostos altamente volateis, porém apresenta detectabilidade
limitada para compostos volateis presentes na amostra em baixas concentra¢fes. Outra
desvantagem ¢ a necessidade de grandes volumes de injecdo [107].

No procedimento dindmico, conhecido também como (purge-and-trap) (Figura
15), um fluxo de gas inerte é passado pela amostra e os analitos volateis sdo retidos
numa armadilha de coleta (trap), que pode ser criogénica ou adsorvente. O trap é
aquecido e os volateis sdo dessorvidos na porta de injecdo do CG [89,107]. As
principais vantagens dessa técnica sdo: elevada sensibilidade e detectabilidade para o
fracionamento de compostos altamente volateis, auséncia de tempos de aquecimento
prolongados e a reprodutibilidade associada a um sistema totalmente automatizado [57].
Porém como a instrumentacdo requer monitoramento de vérias etapas, valvulas, zonas
de aquecimento e assim por diante, essa técnica é mais complexa do que em modo
estatico, além do seu custo ser mais elevado. O modo dindmico também requer um
pouco mais de tempo para a andlise, para purgar, secar e transferir o trap. Entretanto,
como ndo existe um tempo de equilibrio, esse processamento pode ser feito enquanto o

CG ainda até analisando a amostra anterior [109].
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Figura 15. Procedimento de extracdo de compostos volateis por Headspace Dindmico
Fonte: Gerstel (2015) traduzido e com modificacdes [110].

No geral, o0 método de extracdo por headspace busca reduzir a formacdo de
compostos indesejados e evitar a destruicdo da fracdo volatil causada muitas vezes pelas
técnicas tradicionais de extracdo [88,90]. Dessa forma, o sistema headspace tem sido
utilizado por varios autores para determinacdo de compostos volateis em mel
[13,58,97,111].

2.6.4. Micro-extracao em fase sélida (SPME)

A micro-extracdo em fase sélida (SPME) utiliza uma fibra de silica fundida e
revestida com um polimero adsorvente que pode ser mergulhada diretamente na amostra
ou no headspace do frasco para extracdo dos analitos, que dessa forma, ficam
concentrados na fibra. Apos a extracdo, a fibra é transferida ao injetor de um CG para
dessorcdo térmica dos analitos (Figura 16). O principio por trds da SPME é o processo
de equilibrio de particdo do analito entre o revestimento de fibra e a solugdo aquosa.
[112].
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Figura 16. Procedimento bésico para micro-extracdo em fase sélida através do
headspace. Primeira etapa: (A) saturacdo do headspace, (B) exposicdo da fibra de
SPME para extracdo dos analitos, e (C) retracdo da fibra para o interior da agulha.
Segunda etapa: (D) perfuracdo do septo do injetor do cromatografo a gas, (E) exposicao
da fibra para dessorcao dos analitos, e (F) retracdo da fibra para o interior da agulha.
Fonte: Silva (2006). [113]

Nesta extracdo a quantidade de compostos extraidos depende também da
polaridade e da espessura da fibra. Especificamente, a extracdo dos volateis do mel é
melhor quando a polaridade da fibra corresponde a polaridade dos volateis [57].

A técnica SPME oferece mais vantagens quando comparada as outras técnicas
convencionais de extracdo: é simples, rapida, livre de solvente, facilmente automatizada
e segura [92,114]. Também podem ser utilizados para amostrar 0s compostos menos
volateis, onde agitacdo e aquecimento da amostra ajudam a diminuir o tempo de
equilibrio [108]. No entanto, apresenta a desvantagem do alto custo da fibra e sistema
necessario para sua implantagao.

Recentemente a técnica de SPME tem sido utilizada especialmente como uma
alternativa aos métodos de headspace [88]. O tempo de equilibrio € muito menor com a
extracao realizada através do headspace da amostra, ja que a propagacao dos analitos na
fase de vapor é quatro vezes maior do que na fase aquosa [112].

Por estas razdes, o headspace com micro-extragdo em fase solida (HS-SPME)
vem sendo considerado como a melhor opcdo disponivel para o isolamento da fragéo
volatil em alimentos [89], e durante os ultimos anos, a HS-SPME em combinagdo com
CG-EM, tem sido amplamente aplicada para analise de compostos volateis de mel
[115-120]. No entanto, o fato dessa técnica ser relativamente nova, mais estudos sdo
necessarios para compreensdo de pardmetros como temperatura, tipo de fibra, agitacdo

entre outros [114].
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2.7. Otimizacdo do método de extracdo por headspace estatico

A sensibilidade de um método extracdo por headspace estatico € limitada pela
concentra¢do de compostos volateis no headspace do frasco. Dessa forma a eficiéncia
dos métodos de extracdo por headspace estatico sofre a influéncia de alguns parametros
experimentais, por exemplo, salinidade, temperatura, tempo de extracdo e volume de
extracdo. O headspace estatico € uma técnica de equilibrio, portanto, o tempo de
equilibrio desempenha um papel importante nesta extracdo. A sensibilidade maxima é
obtida quando é alcancado o equilibrio entre a concentracdo dos solutos presentes na
amostra em fase condensada e a concentracdo dos solutos em fase de gasosa. Da mesma
forma, a temperatura também é outro fator importante no equilibrio da amostra-
headspace [121], uma vez que com 0 aumento da temperatura tem se um aumento na
pressdo de vapor e portanto aumentara a concentracdo dos compostos volateis na fase
gasosa.

Uma otimizacdo do método de extracdo do analito de interesse é importante pra
avaliar todos esses parametros que envolvem a extragcdo por headspace estatico, com o
objetivo de obter as melhores condi¢fes de extracdo. Dessa forma varios estudos tem
realizado essa otimizacdo do método como, por exemplo, Heleno et al. [122], que
otimizou as condicGes analiticas para extracdo de benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno
(BTEX) em &gua com headspace estatico. Os parametros otimizados foram: massa de
cloreto de sodio utilizada na amostra, volume de amostra dentro do frasco headspace,
tempo e temperatura de extracdo. Os resultados indicaram que a influéncia da
temperatura foi muito superior aos demais fatores para todos 0s compostos analisados.
Também foi observado que um volume de amostra muito maior do que o0 espago
ocupado pela fase de vapor acima dele foi desfavoravel para a extragcdo por headspace
estatico da maioria dos compostos avaliados.

Em Jacq et al. [121] o método de headspace estatico foi otimizado para a
determinacdo de compostos organicos volateis em agua. Os resultados mostraram um
ganho médio de sensibilidade por adicdo de sal, onde para os solutos mais volateis o
ganho de sensibilidade foi pequeno, mas para os compostos de média volatilidade a
sensibilidade foi aumentada significativamente. Em relacdo ao tempo de equilibrio que
foi usado, entre 10 e 60 min, os autores ndo observaram diferencas significativas sobre a

area dos picos para os diferentes compostos volateis, indicando que o equilibrio é
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atingido em menos de 10 minutos. Em relacdo a temperatura de incubacao, entre 40 e
70 °C a resposta obtida (area do pico) para solutos de alta volatilidade foi quase
constante. Em temperaturas superiores a 70 °C a resposta diminuiu. Os pesquisadores
concluiram que, para os solutos investigados, a extracdo por headspace estatico em
baixas temperaturas de equilibrio foi eficiente. Para solutos de media e baixa
volatilidade, a sensibilidade analitica foi aumentada em 70 °C. Para todos os solutos,
incluindo os de alta volatilidade, as respostas diminuiram de 50 a 60% com o0 aumento
da temperatura de equilibrio de 70 a 100 °C. Os pesquisadores atribuiram esse fato ao
aumento da pressdo dentro do frasco, ocorrendo maior diluicdo durante o carregamento
da amostra (descompressao) no frasco do headspace.

Gan et al. [123] otimizaram a extracdo de fumigantes 1,3-dicloropropeno e
isotiocianato de metila no solo e na dgua por headspace estatico. A resposta aumentou a
medida que a concentracdo de NaCl foi aumentada de 0 a 30%. Dessa forma a
concentracdo ideal de NaCl foi determinada como 30% (solugdo saturada). Em relagdo a
quantidade de solucdo de NaCl 30%, a resposta diminuiu a medida que a quantidade de
solucdo foi aumentada de 2 a 11 mL. No entanto, quando o volume de solucdo de NaCl
30% foi de 2 ou 3 mL foi observada maior variacdo da resposta, dessa forma o volume
6timo selecionado foi de 5 mL.

Em seguida, o tempo e a temperatura de equilibrio foram otimizados, e os
resultados mostraram que na medida em que a temperatura foi aumentada, a resposta
diminuiu. As respostas para ambos 0s compostos foram maiores em 85 °C. Quando o
tempo de equilibrio foi aumentado com temperatura constante em 85 °C, a resposta
aumentou em primeiro lugar e, em seguida, diminuiu. A maior resposta foi observada
com 30 min.

Yilmazcan et al. [124], que otimizaram 0 método de extracdo de BTEX em
agua do mar por headspace estatico, observaram que o equilibrio era atingido depois de
5 min de extragdo. Apds este tempo, a eficiéncia da extracdo ndo alterou
significativamente para a maioria dos analitos. A temperatura de extracdo investigada
em 5 minutos foi de 40 a 70 °C. A quantidade de compostos BTEX extraidos aumentou

com temperatura.

27



2.8. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

O CG ¢ utilizado para a separacdo e determinagdo de componentes volateis
[90]. O fundamento da separacdo trata-se da reparticdo dos analitos de interesse da
amostra entre uma fase estacionaria, que pode ser solida ou liquida e uma fase mével
que é gasosa [125]. Dentre os detectores usados para cromatografia gasosa, o
espectrOmetro de massas, que ioniza os analitos e separa os ions formados de acordo
com sua relacdo massa/carga, € um detector ideal, pois pode ser universal ou seletivo,
dependendo do modo de operacgéo e do analito em questdo. Outra grande vantagem em
se usar o cromatografo gasoso acoplado ao espectrdmetro de massas € a existéncia da
biblioteca de dados NIST, contendo milhares de espectros de massas de substancias
conhecidas. Dessa forma, pela comparagdo do espectro de massas obtido para o0s
analitos contidos na amostra analisada e aqueles existentes na biblioteca de espectros, €
possivel a identificacdo dos componentes da amostra com maior grau de certeza se
comparado aos detectores convencionais [107,125]. Também temos deteccdo por
lonizagdo em chamas (FID) e condutividade térmica (TCD), que sdo detectores
universais que respondem na presenca de todos os compostos organicos, onde o FID é o
detector mais utilizado depois do EM para determinacéo de volateis em mel [116,126—
128]. Existem também outros detectores classificados como seletivos como no caso do
detector de captura de elétrons (DCE) que detecta qualquer substancia que apresente
grupo atdbmico capaz de captar elétrons. O ECD também é encontrado em alguns
estudos com mel [103].

Na analise por CG-EM, a amostra é injetada e arrastada pela fase mével através
da coluna contendo a fase estacionaria onde ocorre a separacdo dos componentes. De
acordo com suas propriedades e afinidade com a fase estacionéria, as substancias sdo
eluidas em tempos determinados e chegam a saida da coluna em tempos diferentes. As
substancias separadas no CG sdo entdo transferidas para 0 EM. No EM as moléculas sao
bombardeadas com um feixe de elétrons, ionizam-se e quebram-se em muitos
fragmentos (ions), que sdo detectados, gerando um espectro de massas que possibilita a
determinacdo do peso molecular do composto e detalhes de sua estrutura. Cada espécie
de ions possui determinado valor da razdo da massa/carga (m/z) [125].

A CG-EM ¢ uma técnica bastante eficaz para a andlise dos componentes

volateis do mel. Entre suas vantagens destacam-se o alto poder de resolugédo, tornando
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possivel a analise de centenas de substancias em uma mesma amostra, alta eficiéncia de
separagdo e sensibilidade, onde quantidades pequenas de amostra ja proporcionam uma
boa deteccdo, aléem de fornecer dados qualitativos e quantitativos para esses compostos
[114].

2.9. indices de retengio em cromatografia gasosa

A identificacdo de compostos por cromatografia gasosa através de comparacao
entre espectros de massas obtidos com os de uma biblioteca de espectros de substancia
conhecidas é um problema quando espectros de massas sdo extremamente semelhantes
entre os isdmeros presentes em uma amostra. Dessa forma o uso de indices de retencéo
(IR) como ferramentas auxiliares € uma forma de atestar a identificacdo desses
compostos [129,130].

O IR de um composto é um numero, obtido por interpolacédo, relacionando o
tempo de retencdo do composto em estudo com o tempo de retencdo de dois padrdes
(geralmente hidrocarbonetos) eluidos antes e ap6s o pico do composto de interesse
[131,132].

Dentre os indices de retencdo encontrados na literatura 0s mais conhecidos sao
o indice Kovats (IK) e o indice de reten¢do linear (IRL). O IK é sempre calculado sob
condicdes isotérmicas de temperatura empregando-se a equacdo 1. Quando se utilizam
temperaturas programadas de coluna, um valor similar pode ser calculado utilizando os
nameros extraidos de seus algoritmos como mostra a equacdo 2, sendo que este valor é
chamado de IRL [129].

log tr(x) — log tr(n) ) (eq. 1)

IK =1 1
00n +100 ( log tr(n + 1) — log tr(n)

IRL = 100n + 100( tr(x) — tr(n) ) (eq. 2)

tr(n+1) — tr(n)

Onde:
n = o numero de atomos de carbono do hidrocarboneto com tempo de retengdo
imediatamente anterior ao tempo de retencdo do composto de interesse;

tr(x) = tempo de retencdo do composto de interesse;
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tr(n) = tempo de retencdo do hidrocarboneto com tempo de retencdo imediatamente
anterior ao tempo de retencdo do composto de interesse;
tr(n+1) = tempo de retencdo do hidrocarboneto com tempo de retencdo imediatamente

posterior ao tempo de retencdo do composto de interesse. [129]

Apobs o indice ser calculado ele é comparado com valores encontrados na
literatura para colunas de mesma polaridade. Existem diversos estudos que aplicam 0s
indices de retencdo para identificacdo de compostos, inclusive de compostos volateis do
mel [58,60,93,133-135] .

2.10. Analise exploratoria de méis

A analise exploratdria de meéis tem sido realizada em diversos trabalhos com o
objetivo de observar as semelhancas e diferencas entre diversas amostras de méis
[17,66,67,115,119,135-149]. Para tal, diferentes caracteristicas dos méis sdo analisadas
como, por exemplo, propriedades fisico-quimicas (acidez, teor de &gua, teores de
acucares, cor, pH, cinzas, etc), atributos sensoriais (sabor, aroma), composicao fendlica,
analise polinica, perfil de compostos volateis, etc.

Alguns estudos tem sido realizados utilizando andlise exploratéria para
comparacao de méis de abelhas sem ferrdo com os méis de Apis mellifera utilizando
diversas varidveis, como em Ferreira et al. [136] que usou analise multivariada para
discriminar as amostras de méis dessas abelhas pelos seus atributos sensoriais. Os
resultados mostraram que os méis de Scaptotrigona depilis e Melipona scutelaris foram
discriminados principalmente pelos atributos de aroma e sabor incomuns, como vinho,
uva, coco e fermentado. Enquanto que o mel de Melipona scutelaris foi diferenciado
como mais amarelado, com aroma acido e sabor azedo. O mel de Apis mellifera e o mel
de Melipona subnitida assemelharam-se em relagdo ao aroma e flavour, mas se
diferenciaram nos atributos de aparéncia, sendo o mel de Apis caracterizado por sua
coloragéo caramelo, enquanto que, o mel de Melipona foi descrito como amarelo e
Menos Viscoso.

Oliveira et al. [66] estudaram meéis das espécies Melipona flavolineata (urucu-
amarela), Melipona fasciculata (urugu-cinzenta) e Apis mellifera da regido nordeste do
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Pard. A andlise multivariada foi aplicada usando analise dos componentes principais
(ACP) e anélise de agrupamentos hierarquicos (HCA) para discriminacdo das amostras
em relacdo ao seu perfil de compostos fenolicos. Ambos os métodos foram capazes de
distinguir os méis das especies de abelhas estudadas em cinco grupos bem definidos
caracterizando uma diferenca entre as espécies de abelhas com e sem ferrdo e suas
respectivas regides de coleta através da composi¢do fenolica dos méis analisados, fator
que indica possivel seletividade das espécies em relacdo a origem floral dos méis.

Silva et al. [67] realizou a andlise exploratdria de méis de abelhas da espécie
Melipona seminigra merrillae de sete municipios do estado do Amazonas com base nos
resultados do tipo polinico dos meis. As amostras dos municipios de Coari (regido
central) e de Labrea (regido sul) tiveram uma correlacdo negativa com o restante das
amostras devido ao polen de Tapirira guianensis e Myrcia que foi identificado somente
nas respectivas amostras. As amostras dos municipios de Rio Preto da Eva e Maués
(regido central) e do municipio de Boca do Acre (regido sul) ficaram agrupadas devido a
predominancia do pdlen de Clidemia. Nos méis dos municipios de Pauini (regido sul) e
de Manaus (regido central), que formaram outro agrupamento, o podlen Clidemia
também foi encontrado, porém em quantidades menores quando comparados ao
primeiro grupo.

Em de Sousa et al.[138] quatro diferentes méis monoflorais (juazeiro, malicia,
jurema branca e velame branco) produzidos por duas espécies de abelhas sem ferrdo
(Jandaira e Urucu) da regido semi-arida do nordeste Brasileiro foram analisados. Uma
ACP foi realizada usando como variaveis os parametros fisico-quimicos e sensoriais das
amostras. Na primeira componente principal, o teor de &gua, teor de acidez total e
glicose foram as variaveis mais importantes que explicaram a separacdo do mel de
malicia, das duas espécies de abelhas, do restante das amostras. Esta componente
também explica a discriminacdo dos méis de juazeiro produzido pela abelha Urugu que
foi relacionada com os maiores valores de cor, sabor de mel e sabor doce quando
comparado com os méis das outras fontes florais estudadas. O mel de juazeiro,
produzido pelas abelhas Jandaira, também apresentou valores mais elevados para estes
mesmos pardmetros. Os meéis de juazeiro ndo apresentaram diferengas quando
produzidos por diferentes espécies de abelhas em relagcdo a acidez total. Pela segunda
componente foi observado uma semelhanga entre o mel de jurema branca e velame
branco produzido por Jandaira. Estas amostras apresentaram as menores quantidades de

sacarose, quando comparado a outras amostras de mel avaliadas.
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Em relacdo ao mel de Apis mellifera existem estudos que utilizam analise
multivariada para relacionar as amostras com seus parametros fisico-quimicos como
mostra Moreti et al. [137] que fez ACP em méis do Ceara. Os resultados mostraram que
0s parametros que mais influenciaram no agrupamento das amostras de méis foram a
acidez e o indice de formol na primeira componente e pH e cinzas no segunda
componente.

Em Soria et al. [139] os dados medidos da caracterizagdo fisico-quimica de
méis coletados em Madrid (Espanha) foram aplicados numa ACP. Embora nenhuma
separacao clara em grupos foi encontrada, a primeira componente foi relacionada com a
origem do mel: méis de melato apresentaram escores altos nesta componente, méis
florais foram plotados em baixos valores na componente, amostras contendo misturas
dos dois tipos de mel foram dispersas pelo centro da ACP. Uma anélise discriminante
também foi aplicada, onde os méis de melato foram discriminados dos outros méis pelo
teor de cinzas, condutividade elétrica e absorcéo liquida. Enquanto que os méis florais
foram caracterizados por baixos valores dos parametros da ECig7s, acidez lactonica,
espectrofotometria e pH.

Em relacdo a andlise exploratéria aplicada a composicdo volatil de méis, ndo
ha trabalhos com abelhas sem ferrdo, porém existem varios estudos para os méis de Apis
mellifera. A origem botanica do mel tem se mostrado a principal caracteristica na
diferenciacdo dos méis em relacdo a seus compostos volateis. Como vemos, por
exemplo, em Castro-Vazquez et al. [140] que analisaram méis espanhois de diferentes
origens florais: citrinos, alecrim, eucalipto, lavanda, tomilho e urze. A ACP agrupou a
maioria dos méis de acordo com sua fonte floral. O agrupamento de méis de eucalipto
ocorreu pela forte correlagdo com compostos terpenoides e derivados de alcool. Por
outro lado, 0 os méis citricos ficaram agrupados principalmente pela concentracdo de
derivados de linalol. Para o agrupamento de méis lavanda, o 6xido nerolidol e a
cumarina ficaram entre os compostos mais fortemente correlacionados. Méis de Urze
ficaram agrupados com base no seu maior contetdo de compostos fendlicos, em
comparagdo com outros méis. A ACP ndo diferenciou os méis de tomilho e de alecrim
que ficaram agrupados entre si.

Escriche et al. [17] analisaram meéis de laranja e limdo do Mediterraneo
Espanhol. Os resultados da ACP mostraram que os dois tipos de méis diferenciam-se de
acordo com sua origem botanica. Aldeidos "lilac" e benzenoacetaldeido foram

abundantes no mel de laranja, enquanto que, o 2-metil-1-butanol e a 3-hepten-2-ona
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descriminaram o mel de limdo. Também foi realizada uma ACP para avaliar o efeito
global do tipo de mel na fracdo de flavonoides e fendlicos, que tambem diferenciou
muito bem os méis pela origem boténica. Em outro estudo desses mesmos autores [141]
uma ACP foi usada para avaliar o tipo de mel e efeitos de tratamentos térmicos sobre a
fracdo volatil. A primeira componente principal diferenciou os méis florais dos méis de
melato, e a segunda componente separou os trés tipos de mel floral. Como as amostras
foram agrupadas de acordo com o tipo de mel, o tipo de tratamento térmico (liquefacéo
ou pasteurizacao) nao exerceu um forte efeito sobre compostos volateis.

Kus et al. [142] analisaram méis de seis origens florais da Pol6nia. Os
resultados da ACP mostraram alguns agrupamentos de acordo com a origem floral. Os
méis que mostraram claramente diferencas em relagdo as outras amostras, bem como,
maiores concentracdes de volateis foram os de limao, trigo sarraceno e de urze. As
amostras de mel de outras origens florais (colza, Robinia pseudoacacia e Centaurea
cyanus) mostraram diferengas menores entre Si.

Em de la Fuente et al. [145] méis Espanhdis de eucalipto, de alecrim, de urze e
citricos foram analisados. A ACP mostrou um grupo, composto principalmente de méis
de eucalipto, caracterizado por valores positivos na segunda componente. Um grupo
similar correspondente a méis citricos teve escores positivos na primeira componente.
Concentraces relativamente elevadas de cetonas e cetoalcools foram responsaveis pelo
agrupamento dos méis de eucalipto, e a presenca de aldeidos “lilac” e antranilato de
metila para as amostras de citricos.

Pérez et al. [147] estudaram méis espanhdis de varias fontes florais, aplicando
analise candnica discriminante. As anélises mostraram diferencas muito significativas
entre os valores médios de todas as variaveis em relacdo ao tipo de mel. Os méis de
lavanda e de eucalipto foram claramente separados dos outros méis pela primeira funcao
canonica, onde 3-metil-2-buten-1-ol e 2,3-butanodiol foram os compostos importantes
para distinguir mel de lavanda, e o 3-hidroxi-2-butanona para o mel de Eucalipto. Os
méis de tomilho e de laranja diferenciaram-se das outras amostras pela terceira fungéo
candnica discriminante, o mel de laranja foi caracterizado por aldeidos “lilac” e o mel
de tomilho por etanol e 2-butanol. Por fim, os méis de alecrim foram distinguidos dos
outros méis, pela quarta funcdo canonica discriminante, devido aos valores negativos
elevados de etanol.

Soria et al. [143] analisaram méis espanhdis comerciais de diferentes origens

botanicas (alecrim, eucalipto, citricos, tomilho, urze, lavanda, melado e multifloral), a
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ACP mostrou que os meis de eucalipto foram os Unicos que se distinguiram pela origem
floral, enquanto que, o restante das amostras analisadas mostrou uma distribuicéo
uniforme, sem agrupamento de amostras de acordo com sua origem botanica.

Da mesma forma, a origem geografica também tem sido um dos principais
contribuintes na diferenciacdo do perfil volatil dos méis. Como mostra Castro-Vazquez
et al. [135] que realizaram a ACP com méis de castanha de trés regibes da Espanha
(noroeste, nordeste e sudeste). A analise separou totalmente as amostras de mel das trés
regides, apresentando diferencas significativas na concentracdo de varios compostos
volateis. Os méis da regido noroeste mostraram uma forte correlacdo com ésteres e
derivados de benzeno, enquanto que os méis da regido nordeste foram relacionados com
hexanal, octanal, 3-metil-1-butanol, (Z) -3-hexen-1-ol e 2-etil-1-hexanol. E os méis da
regido Sudeste foram agrupados devido as altas concentracbes de eucarvona, B-
isoforona, 4-oxoisophorona e 2,6,6-trimetil-4-oxo-2-ciclo-hexen-1-carbaldeido.

Moniruzzaman et al. [144] estudaram méis monoflorais e multiflorais, obtidos
em trés diferentes areas geogréaficas do mundo (Galicia: Noroeste da Espanha, Malésia e
Bangladesh), a ACP mostrou uma clara separacdo entre as amostras a partir das 3 areas
geograficas, mostrando que a origem boténica e a regido de origem do mel sdo fatores
que influenciam a composicdo quimica do mel.

Nos estudos de Gasi¢ et al. [146], a ACP e analise discriminante com método
de minimos quadrados parciais (PLS-DA) foram realizadas, a fim de delinear as
diferencas entre méis multiflorais da Sérvia de acordo com sua origem regional. As
amostras obtidas a partir das regibes de Voivodina e Zlatibor foram claramente
distinguidas do restante das amostras de outras regiGes devido a presenca de &cido
dicafeoilquinico, acido elagico, éster de fenetilo, acido cafeico e acido clorogénico.

Karabagias et al. [119,149] em ambos os trabalhos fizeram analise linear
discriminante em méis monoflorais (Pinheiro e Tomilho) de diferentes regifes da
Grécia. Os méis foram satisfatoriamente classificados de acordo com a origem
geografica utilizando compostos volateis e parametros fisico-quimicos para a
discriminagdo das amostras. Em outro trabalho [148] estes autores aplicaram a mesma
anélise multivariada para discriminagdo de méis de pinheiro, tomilho, abeto e citricos,
que foram satisfatoriamente classificadas de acordo com sua origem botanica.

Em Aliferis et al. [115], méis de 7 origens botanicas provenientes de diferentes
regibes geograficas da Grécia foram sujeitos a andlises multivariadas. Os resultados

revelaram uma excelente separacdo entre amostras de mel de acordo com sua origem
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botanica. Por outro lado, para a classificacdo das amostras de acordo com a regido
geogréfica, que foi realizada para os méis citricos e de tomilho, os modelos mostraram
uma capacidade discriminativa bastante varidvel, o que ja era esperado pelos
pesquisadores, uma vez que as regibes de onde as amostras foram coletadas

compartilham o clima e vegetacdo semelhante.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a composi¢do quimica da fracdo volatil de méis de abelhas sem ferrdo do

estado do Parana.

3.2.  Objetivos Especificos

e Otimizar a metodologia de extracdo dos compostos volateis e semivolateis de
méis de abelhas sem ferrdo empregando a técnica de headspace estatico, seguido de
andlise por CG-EM,;

¢ Identificar compostos volateis presentes em meis de abelhas sem ferréo;

e Utilizar ferramenta de andlise multivariada para a comparacdo de meis de

abelhas sem ferrdo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras de mel

Este estudo foi realizado com 17 méis brasileiros multiflorais de oito espécies
de abelha sem ferrdo de trés cidades do estado do Parana: Guaraquecaba (regido
metropolitana de Curitiba), Prudentopolis (Regido Sudeste) e Cambara (regido Norte

Pioneiro) (Figura 17).

Norte Pioneiro
Sudeste

Metropolitana de
Curitiba

.
Guaraquecaba

Figura 17. Mapa do estado do Parana dividido em mesorregides

Na Tabela 3 é apresentado o nimero de amostras de mel de cada espécie de
abelha junto, a regido de producdo e data de envase especificada no rétulo da
embalagem. S&o apresentados também os nomes populares e cientificos das espécies de
abelhas sem ferrdo, bem como, as siglas adotadas no presente estudo. Todas as amostras

(Figuras 18, 19 e 20) foram armazenadas em refrigerador a 5 °C até analise.
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Tabela 3. Dados das amostras de mel em estudo

Espécie de abelha sem ferréo

Méis Nome Nome Cientifico Local de Datade Caod.
Popular producéo envase
02  Guairapé  Melipona bicolor Lep. Guaraquegaba  Nov/2013  Go
Cambara Out/2014
02  Manduri Melipona marginata Lep. Guaraquegaba  Jun/2013  Mi
Cambara Out/2014
02  Urucu Melipona scutellaris Lat. Guaraquegaba  Mar/2014  Ur
Cambara Out/2014
03  Mandacaia Melipona quadrifasciata Lep. Guaraquegaba  Ago/2013  Md
Cambara Out/2014
Prudentépolis ~ Mar/2015
02 Bora Tetragona clavipes Fab. Guaraquegaba  Set/2013  Bo
Cambara Out/2014
03  Jatai Tetragonisca angustula Lat. Guaraquegaba  Mai/2014  Ja
Cambara Fev/2014
Prudentépolis ~ Mar/2015
02  Tubuna Scaptotrigona bipunctata Lep. Guaraquegaba  Mar/2014  Tb
Prudentopolis Fev/2014
01  Tujumirim Scaptotrigona xanthotricha Mou.  Guaraquegcaba  Mar/2014  Tj

EL DE TUI

EL DE BO/

Figura 18. Amostras comerciais de méis multiflorais de abelhas sem ferrdo da cidade

de Guaraquecaba-PR.
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Figura 19. Amostras comerciais de méis multiflorais de abelhas sem ferrdo da cidade
de Cambara-PR.

Figura 20. Amostras comerciais de méis multiflorais de abelhas sem ferrdo da cidade
de Prudentopolis-PR

4.2. Otimizacgdo do método de extracdo por headspace

Um Planejamento Fatorial 23 foi delineado para determinar as condigdes
Otimas de extragdo por headspace estatico, em relacdo as variaveis tempo, temperatura e

meio de extracdo, resultando em 8 experimentos realizados em duplicata (Tabela 4).

39



Tabela 4. Fatores e seus niveis para otimizacdo da extracdo de compostos volateis do
mel por headspace através de planejamento fatorial 23

Fatores Nivel (-) Nivel (+)
A. Tempo 10 min 30 min
B. Temperatura 45 °C 60 °C
C. Meio AQquoso Salino

A amostra utilizada para otimizacdo das condi¢Ges de extracdo foi o mel da
abelha Guairap6 da cidade de Guaraquecaba, escolhido de forma aleatoria.

Como resposta ao planejamento foi utilizada a area do pico principal dos
cromatogramas obtidos por CG-EM. Os efeitos principais e de interacdo das variaveis
sobre a area do pico, considerando o intervalo de confianca de 95%, foram calculados
com o auxilio do software Minitab versdo 16.2.2. [150].

4.3. Extracao por headspace estatico

A extracdo seguiu-se a partir da condicdo 6tima obtida pela otimizacdo do
método, onde 2 g do mel foram dissolvidos em 2 mL de solugdo saturada de NaCl e
transferido para um frasco de headspace de 20 mL. O frasco foi incubado a 60 °C
durante 10 min. Apoés a incubacdo, os componentes volateis do headspace da amostra

foram analisados por CG-EM.

4.4. Condicgbes cromatograficas para analise por CG-EM

As andlises por CG-EM em méis de abelhas sem ferrdo foram feitas em um
aparelho da marca AGILENT, modelo 7890A GCSystem, com detector de massas EM,
modelo 5975C. A injecéo foi realizada no modo splitless com temperatura do injetor de
150 °C. Os componentes volateis foram injetados diretamente no cromatografo gasoso
acoplado a um espectrometro de massas, equipado com uma coluna capilar marca
Agilent HP-5/MS (5% fenil- 95% dimetilpolisiloxano) de dimensdes 30,0 m x 250 um
x 0,25 um (temperatura maxima de trabalho: 325 °C). Foi empregado o hélio (He) como
gas de arraste com vazdo de 1 mL min™. O programa de temperatura do forno foi

baseado na metodologia de Rowland et al. [97] com modificacbes. A temperatura do
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forno teve inicio em 40 °C com taxa de aquecimento de 8 °C min™ até 150 °C. A partir
dessa temperatura foi aumentada a taxa de aquecimento em 15 °C min™t até a
temperatura final de 200 °C. O tempo total de analise foi de 18,08 min. O EM foi
programado para realizar varredura de 50 a 550 unidades de massa atémica. As
temperaturas da fonte e do quadrupolo do EM foram de 230 °C e 150 °C,

respectivamente.

4.5. Identificacdo dos compostos volateis

A identificacdo dos compostos foi feita por comparacdo dos espectros de
massas obtidos para cada pico cromatografico com o0s espectros armazenados na
biblioteca de espectros NIST e confirmado, pelo indice de retencdo Linear (IRL) em
relacdo a uma mistura de padrdes de alcanos lineares.

Para o calculo do indice de retencdo de Kovats, uma mistura de padrbes de
alcanos lineares (Cg—Cyp) foi injetada no CG-EM na mesma rampa de aquecimento em
que as amostras foram analisadas. A partir deste cromatograma, o IRL de cada
composto foi calculado pela equacdo 2 da sec¢do 2.9.

O IRL calculado de cada composto foi comparado com vérias fontes da
literatura [151-164], e a identificacdo foi afirmada quando o IRL calculado foi igual ou

préximo ao valor encontrado na literatura.

4.6. Andlise dos componentes principais

A comparagdo entre as amostras de méis foi realizada utilizando a ferramenta
quimiométrica ACP (Analise dos Componentes Principais) com o auxilio do software
Statistica versao 7.0 [165].

Uma matriz de dados 17 x 15 foi montada utilizando 17 amostras de méis de
abelhas sem ferrdo como casos e tendo como variaveis os tempos de retencdo de 15
compostos volateis. Os picos cromatograficos selecionados foram aqueles cujas areas
relativas apresentaram uma abundéancia acima de 3% da area total dos picos nos
cromatogramas de todas as amostras.

As observacdes para cada tempo de retencdo foram as areas absolutas. Os

dados foram pré-processados por normalizacdo pelo valor méximo, que consiste em
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dividir area dos picos pela area do pico maximo do cromatograma de cada amostra, de
forma que todas as variaveis passam a ter a mesma variancia. O software utilizado para

0 pré-processamento dos dados foi o Origin verséo 6.0 [166].
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizacdo do método de extracdo por headspace

Os resultados da otimizacdo do método de extracdo dos compostos volateis do
mel séo apresentados no diagrama de Pareto na Figura 21, onde é possivel interpretar o
nivel de influéncia e significancia das variaveis experimentais sobre a area do pico pelos

efeitos principais e de interacéo.

246420140
|
_ |
Meio - | 625697056
|
|
Temperatura - | 446222455
|
. |
Temperatura/Meto | 313789401
I
I
Tempo 4 -52912136 |
I
I
Tempo/Meio -45985822 |
I
. I
Tempo/Temperatura/Meio - -41301491 |
I
I
Tempo/Temperatura - -40391645 I
I
p=0,05

Figura 21. Diagrama de Pareto padronizado em p = 0,05 para a area do pico do
composto principal dos cromatogramas obtidos para méis de abelhas sem ferrdo, em
funcdo do meio, temperatura e tempo de extracdo por headspace estatico.

Pela andlise dos efeitos dos fatores sobre a area do pico verificou-se que 0s
fatores principais, meio e temperatura, bem como, o efeito secundario de interagio
Temperatura/Meio foram significativos ao nivel de 95% de confianga (p < 0,05). Em
outras palavras, a mudanca de nivel desses fatores resultou em uma mudanca
significativa da area do pico principal, acima de 246420140 que € o limiar estabelecido
para o nivel de 95% de confianca (p = 0,05). O meio e a temperatura de extracdo, bem

como a interacdo entre esses fatores, tiveram influéncia positiva na extragdo dos
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compostos volateis do mel, ou seja, a area do pico € aumentada com o0 aumento do valor
da respectiva variavel. No caso do meio de extracdo o nivel maximo utilizado é o meio
salino, e a melhor extracdo dos compostos volateis nesse meio se deve ao efeito
“salting-out” onde a saturagdo da solucdo aquosa com NaCl diminui a solubilidade de
uma substancia organica na agua e, consequentemente, aumenta a distribuicdo deste
composto organico em um solvente organico [116,167]. O fato da temperatura mais
elevada aumentar a area do pico deve-se ao aumento da pressdo de vapor dos
componentes volateis presentes na solugdo aquosa com 0 aumento da temperatura [168].

O tempo de extracdo nédo foi significativo no nivel de confianga estudado, além
de influenciar de forma negativa a area do pico. Isso ocorre por causa da perda de
compostos mais volateis por volatilizacdo, devido ao maior tempo de extragdo. Dessa
forma pode-se usar o tempo de extracdo em seu nivel minimo, o que acaba sendo uma
vantagem, pois diminui o tempo de anélise.

Portanto a condi¢do 6tima de extracdo dos compostos volateis do mel de
abelhas sem ferrdo por headspace foi definida em meio salino, a 60 °C por 10 min.

Esses resultados também podem ser observados pelos cromatogramas obtidos
(Figura 22), onde verificou-se claramente um aumento significativo na intensidade e
area do pico principal com o aumento da temperatura e mudanca do meio, de forma que
0S cromatogramas apresentaram picos mais intensos resultando em uma relagéo
sinal/ruido maior. A obtencdo de picos cromatograficos mais intensos aumenta a
qualidade dos espectros obtidos para cada pico resultando em uma analise qualitativa
mais confiavel. Por causa da elevada intensidade do pico principal, os picos

minoritarios sé aparecem no cromatograma quando ampliamos a imagem (Figura 23).
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Figura 22. Cromatogramas obtidos na otimizacdo do método de extracdo dos
compostos volateis de meis de abelhas sem ferrdo usando headspace estatico
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Figura 23. Ampliacdo dos cromatogramas obtidos nos ensaios de otimizacdo do
método de extracdo dos compostos volateis de meis de abelhas sem ferrdo por extragdo
por headspace estatico a 60°C por 10 min, em meio aquoso e salino.

5.2. Compostos volateis em méis de abelhas sem ferrao

Um total de 44 compostos volateis pertencentes a varias classes quimicas,
incluindo monoterpenos, sesquiterpenos, ésteres, acetonas e aldeidos, foram
identificados nas amostras de méis de abelhas sem ferréo.

A identificacdo dos compostos foi baseada na comparacéo de espectros obtidos
com aqueles da biblioteca NIST, e em sua maioria, o Indice de Kovats foi calculado e
comparado com a literatura, com a finalidade de certificar a atribuigdo realizada. O
calculo do indice de Kovats foi baseado no cromatograma de um padréo de n-alcanos
(Cs—Cyo) (Figura 24).
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Figura 24. Cromatograma de uma mistura de padrdes de alcanos lineares (Cg—Cao)

injetada na mesma rampa de aquecimento que as amostras foram analisadas

N&o foi possivel calcular o IRL para os compostos que tiveram tempo de

retencdo acima de 13 min, pois na rampa de aquecimento trabalhada, nenhum alcano

eluiu depois dos 13 min de corrida, e o calculo necessita de um hidrocarboneto com

tempo de retencdo posterior ao tempo de retencdo do composto de interesse. Dessa

forma, para esses compostos somente a comparagdo com a biblioteca NIST foi usado

para identificacdo. Os compostos identificados sdo apresentados na Tabela 5 e suas

estruturas moleculares apresentadas na Figura 25.

Tabela 5. Compostos volateis identificados em méis multiflorais brasileiros de abelhas

sem ferréo

Composto ID? t"  IRL® IRLy
1 2-heptanona EM, IRL 49 891 894
2 2-heptanol EM, IRL 5,1 899 900
3 Thuja-2,4(10)-dieno EM, IRL 6,1 954 959
4 Benzaldeido EM, IRL 6,3 966 965
5 Tetrahidro-2,2,6-trimetil-6-vinil-2H-pirano EM, IRL 6,4 973 971
6  B-Mirceno EM, IRL 6,8 993 989
7 Hexanoato de etila EM,IRL 6,9 1002 1001
8 a-Terpineno EM,IRL 7,3 1020 1018
9  p-Cimeno EM,IRL 74 1026 1026
10  Limoneno EM,IRL 74 1030 1031
11  Acetato de heptila EM,IRL 7,7 1041 1043
12 y-Termineno EM,IRL 8,0 1060 1062
13  Trans-6xido de linalol (Furandide) EM, IRL 8,3 1075 1074
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14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

Cis-oxido de linalol (Furanoide)
Linalol

Hotrienol
2,2,6-Trimetil-3-ceto-6-viniltetrahidro-pirano
Fenchol

Isoporano

Octanoato de metila

Ciclohexanoato de etila
(E,E)-2,6-Dimetil-1,3,5,7-octatetraene
Oxido de nerol

Epoxilinalol (Pirantide)

Benzoato de etila

Terpinen-4-ol

a-Terpinol

Octanoato de etila

Safranal

B-Ciclocitral

Benzenoacetato de etila

Octanoato de propila

Octanoato isobutilico
1,1,5-Trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN)
Decanoato de etila

Cariofileno

Aloaromadendreno

Germacreno D

Octanoato de isoamila

Hidroxitolueno butilado (BHT)
Cis-Muurola-4(14),5-dieno
d-Cadineno

Dodecanoato de etila

Epi-biciclosesquifelandreno

EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM, IRL
EM
EM
EM
EM
EM
EM
EM
EM
EM
EM
EM
EM

8,6
8,8
8,8
8,9
9,1
9,2
9,3
9,4
9,5
9,8
10,1
10,2
10,3
10,5
10,6
10,6
11,0
11,4
12,2
13,1
13,3
13,9
14,4
14,7
15,0
15,1
15,5
15,6
15,7
16,4
17,0

1091
1100
1105
1109
1118
1125
1126
1135
1144
1157
1173
1175
1181
1198
1196
1204
1225
1248
1292

1092
1097
1101
1107
1121
1120
1125
1130
1134
1153
1174
1172
1182
1192
1197
1201
1223
1247
1290

# Método de Identificagdo: EM, identificagdo por comparacdo com biblioteca de espectros NIST. IRL,

identificagio por comparagio do indice de Retengio Linear calculado com o reportado na literatura.

® Tempo de retencdo em minutos.

® Indice de Retencéo Linear calculado através da injecdo de uma mistura de alcanos lineares (Cg a Cag).

?ndice de Retencéo Linear encontrado na literatura.
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Figura 25. Estruturas dos compostos identificados nos meis multiflorais de abelhas sem
ferrdo usando extracdo por headspace estatico

Os oxidos de linalol (cis e trans) foram detectados em todas as amostras, sendo
também, juntamente com o hotrienol, os compostos mais abundantes no headspace da
maioria dos méis, e 0 composto de maior intensidade foi o trans-éxido de linalol, como
mostra a Figura 26a. Entretanto, para as amostras de méis da abelha Bora, o perfil
cromatografico ndo seguiu 0 mesmo padrdo. Nestas amostras 0S compostos mais
abundantes foram ésteres, tendo o octanoato de etila como composto de maior
intensidade, seguido pelo decanoato de etila (Figura 26b). J& para a amostra de mel da
abelha Mandacaia da cidade de Prudentdpolis 0 composto em maior abundancia foi o p-

cimeno (Figura 26c¢).

51




Abundéancia

35e+07 ()
07 > Oxido de Linalol (trans)

2547

2e+07

1.5e+07 Oxido de Linalol (cis)
Te+07 ﬁ
5000000 > Hoteaol
b i

Tempo 0o sdo ado 1000 1270 1400 16100

Abundéncia
2.5e+08

®)

2e+08
I:> Octanoato de Etila

1.5e+08

1e+08

> Decanoato de Etla

Be+07

Terpo- 400 500 gl 1000 120 1400 1600

Abundancia
600000/ (e}
500000/

— > p-Cimeno

400000/

3000004

2000004

1000004

Tempo P sho ado 1000 1200 1400 16100 '

Figura 26. Cromatogramas representativos do headspace das amostras de méis de
abelhas sem ferrdo: (a) cromatograma do mel da abelha Manduri da cidade de
Guaraquecaba, (b) cromatograma do mel da abelha Boré da cidade de Guaraquecaba e
em (c) cromatograma do mel da abelha Mandacaia da cidade de Prudentopolis.

Em um estudo realizado por Borsato et al. [169], que realizaram anélise dos
tipos polinicos encontrados em méis produzidos por abelhas Guairapd, Manduri,
Mandacaia e Bora dos municipios de Curitiba, Guaraquecaba e Boa Esperanca do
Iguacu do estado do Parand, foi observado que o mel de abelha Bord foi o que
apresentou a maior diversidade polinica, onde foram identificados 15 tipos polinicos
diferentes, dentre eles o tipo Delonix foi classificado como polen dominante. Os

pesquisadores conjeturaram a possibilidade de que o perfil volatil diferenciado do mel
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de Bora poderia influenciar no seu sabor peculiar, pois 0 mel de abelha Bora € bastante
conhecido por ser azedo [170]. Os autores argumentaram que para melhor entendimento
dos motivos que levaram o mel dessa abelha a se diferenciar significativamente dos
méis de outras espécies seriam necessarios estudos que investigassem a fisiologia e
comportamento da abelha na coleta de néctar e elaboracdo do mel, pois ha uma caréncia
de dados na literatura em relacéo a esse assunto.

O linalol e seus derivados tém sido reportados como constituintes de diversos
méis de Apis mellifera.[13,143,145]. Em um estudo feito por Alissandrakis et al. [14],
quatro espécies de citricos apresentaram o linalol como composto predominante (11,3%
no limdo, 51,6% na laranja, 80,6% em laranja azeda e 75,2% em tangerina). Esses
pesquisadores concluiram que o mel citrico é caracterizado pela predominéncia de
derivados de linalol, uma vez que, mais de 80% dos constituintes quimicos volateis do
extrato do mel foram identificados como derivados de Linalol. A presenca desses
compostos em méis citricos ja foi reportada em diversos estudos [15-17]. Como esses
compostos ficaram entre os mais abundantes do perfil volatil da maioria das amostras
podemos deduzir que grande quantidade do néctar utilizado para producdo de méis de
abelhas sem ferrdo dessas regides vem de citricos. Por outro lado, Castro-Vazquez et al.
[140] reportaram o linalol como composto mais representativo de mel de tomilho, com
uma concentracdo semelhante a encontrada no mel de citrinos. No Brasil derivados de
linalol foram identificados em mel de laranja e marmeleiro [58,60,171].

Alguns autores afirmam que o hotrienol tem sido comumente citado como
produto de degradacdo térmica em méis [14,97]. Entretanto, estudos de Jerkovic et al.
[128] mostram que este composto pode ocorrer no mel de maneira natural. Devido as
condicdes de temperatura e pH dentro da colmeia e também pela acdo enzimatica das
abelhas no mel. A concentracdo do hotrienol pode aumentar de forma muito
significativa durante o amadurecimento do mel por meio de degradacdo oxidativa do
linalol ou clivagem de ligagdes glicosidicas. Rowland et al. [97] detectaram proporcdes
muito menores em meéis verdes do que em mel maduro e sugeriram que o hotrienol é
provavelmente formado durante a maturagdo de mel.

Embora presente em méis de Apis mellifera de varias origens florais, o
hotrienol também tem sido detectado em meéis de lavanda [13,140], devido a sua alta
concentracéo neste tipo de mel quando comparados a outros.

Cerca de 45% dos compostos identificados na fracdo volatil dos meéis

analisados sdo terpenos. A presenca desses compostos normalmente é associada ao
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néctar de origem [128]. Monoterpenos como pS-mirceno, a-terpineno, p-cimeno,
limoneno, y-terpineno e (E,E)-2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraeno, tém sido reportados em
diversos tipos de méis como, de castanheira [172—174], de pinheiro [175], de eucalipto
[98,140,176], de alecrim [141], de tomilho [119,148], de citricos [13,134,177], dentre
outros [93,177,178]. Terpenos oxidados como oxido de nerol, a-terpineol e tetrahidro-
2,2,6-trimetil-6-vinil-2H-pirano foram anteriormente relatados em méis citricos
[12,177,179]. Sesquiterpenos como Germancreno D e J-Cadineno também foram
relatados em méis de Apis mellifera de diferentes origens florais [21,167].

Dois dos terpenos emcontrados nos meis de abelha sem ferrdo, o carieofileno e
o0 terpinen-4-ol foram relatados anteriormente em geopropolis da abelha Tetragonula
carbonari [180].

Os compostos 2-heptanona e 2-heptanol foram detectados somente no mel da
abelha Tubuna da cidade de Prudentopolis. Estudos anteriores relataram esses
compostos em meis europeus de Apis mellifera [167,175,177] e em mel de eucalipto
Brasileiro [58].

Os ésteres também se mostraram significativos no perfil quimico dos
compostos volateis dos méis de abelha sem ferrdo, representando cerca de 27% dos
compostos identificados, a maioria deles foram relatados anteriormente em méis de Apis
mellifera de vérias origens florais [148,181].

Entre os aldeidos identificados, o benzaldeido ¢ o mais comum em méis de
Apis mellifera e tem sido relatado em estudos com diferentes tipos de meis europeus,
principalmente em méis citricos [12,173]. Em méis brasileiros, o benzaldeido tem sido
reportado para méis de cambara [59], de laranjeira [58], de “assa-peixe” [111] e em
méis multiflorais [127]. O safranal foi relatado em méis multiflorais de varios lugares
do mundo [181], e o S-ciclocitral em propolis Italiana [153].

Outros compostos também identificados incluem o isoporano, bastante comum
em méis europeus de Apis mellifera [141,143,145], 1,1,5-trimetil-1,2-dihidronaftaleno
(TDN), composto derivado do naftaleno, encontrado em méis multiflorais de varios
lugares do mundo [181]. Por fim, o composto fenélico hidroxitolueno butilado (BHT), é
um antioxidante sintético amplamente utilizado pela industria alimenticia [69],
indicando ser um possivel contaminante nas amostras de méis. Por outro lado, esse
composto também ja foi relatado anteriormente em alguns estudos com méis citricos, de

eucalipto, de alecrim, de urze [145] e multiflorais [181].
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5.3. Analise dos componentes principais

Foi realizada uma ACP para todas as amostras analisadas, a fim de verificar se
a fracdo volatil do mel permite discriminar entre as amostras de mel produzidas por
abelhas de espécies diferentes e coletadas em locais de producao diferentes. Um total de
7 componentes principais foi responsavel por 94,3% da variancia total. As componentes
principais (CP) 1 e 2, com porcentagem de variancia cumulativa de 44,2%, foram
suficientes para avaliar as semelhancas e diferencas entre as amostras, onde a CP1
explica 24,87% e a CP2 explica 19,37% da variancia total dos dados. Os resultados da

ACP sdo mostrados nas Figuras 27 e 28.

m Guaraquecaba
® { A Cambara
® Prudentopolis

CP 2:19,37%

-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7
CP 1:24,87%

Figura 27. Gréfico de escores de CP1 versus CP2 codificado de acordo com a legenda e
a Tabela 3.
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Figura 28. Gréfico de pesos das variaveis estudadas

A Figura 27 mostra o gréfico de escores das duas primeiras componentes
principais (CP1 e CP2), representando a relacdo entre as amostras, onde a proximidade
entre os pontos reflete suas semelhancas em relacdo as variaveis estudadas. A Figura 28
apresenta o grafico de pesos, também das duas primeiras componentes principais (CP1 e
CP2), que mostra a influéncia do peso das variaveis consideradas neste estudo e a
relacdo entre 0s compostos volateis com as amostras.

Podemos observar que ha separacdo dos méis principalmente pela regido de
origem. As amostras da cidade de Guaraquegaba ficaram agrupadas no quadrante
negativo da CP2 enquanto que as amostras da cidade de Cambara ficaram no quadrante
positivo da mesma componente. O agrupamento das amostras da cidade Guaragquecaba
deve-se principalmente ao alto teor do composto hotrienol em relacdo a éarea
normalizada. J& o agrupamento das amostras da cidade de Cambara ocorreu pela
presenca de epoxilinalol, e por maiores valores da area normalizada de benzaldeido e
TDN. As amostras da cidade de Guaraquecaba eram mais antigas em comparagdo com
as outras amostras, o que pode explicar a maior concentragdo do composto hotrienol
nesses méis, pois a concentracdo de hotrienol pode aumentar significativamente durante

0 amadurecimento do mel, como estudado em Jerkovic et al. [128].
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Porém, de maneira geral, méis da mesma espécie tem composi¢do quimica
semelhante independentemente da regido, como no caso das amostras Go, Ur e Ja que
ficaram com escores muito proximos na CP1 mesmo sendo de regides diferentes. Os
méis da abelha Bora, que ao contrario das outras amostras de suas regides, foram
agrupados pela espécie da abelha produtora, diferenciam-se do restante das amostras
devido a alta concentracdo dos compostos octanoato de etila e decanoato de etila.

As amostras Mi e Md, que possuem o mesmo género (Melipona), sdo
semelhantes entre si. Entretanto, as amostras Mi e Md da cidade de Guaraquecaba
possuem composicdo volatil diferente das amostras Mi e Md da cidade de Cambara.
Nesse caso podemos sugerir que as abelhas adaptaram-se a flora da regido para a
producdo de seu mel, ndo sendo seletivas quanto suas fontes florais. Em um estudo
realizado por Kleinert-Giovannini e Imperatriz-Fonseca [182], foram encontrados 173
tipos de pdlen, pertencentes a 38 familias de plantas em amostras de pélen e mel de
colmeias da abelha Manduri, dessa forma esta abelha poderia ser considerada como
generalista na coleta de néctar. Wilms e Wiechers [183] estudaram polen e néctar
colhidos nas col6nias de Mandacaia durante um ano, os resultados mostraram que essa
espécie é mais restritiva quanto a coleta de poélen, porém para coleta de néctar, ela
diversifica suas fontes de coleta.

Podemos observar também, que o composto trans-éxido de linalol foi o
responsavel pela separacdo das amostras na CP1, onde as amostras que estdo no lado
negativo das CP1, junto com a amostra Th de Guaraquecaba, apresentam o trans-6xido
de linalol como composto com area maxima, enquanto que, as amostras que estdo do
lado positivo da CP1 possuem outro composto com maior area.

As amostras da cidade de Prudentdpolis também se distinguiram pela espécie
de abelha produtora, pois ficaram muito afastadas entre si. Além disso, a amostra Md de
Prudentdpolis teve escores bem altos tanto pela CP1 quanto pela CP2, isolando-se das
demais amostras, podendo ser considerada uma amostra de mel atipica. Isso ocorreu
pela presenga do composto thuja-2,4(10)-dieno e pelos maiores teores de p-cimeno e
hexanoato de etila em relagdo a &rea normalizada. O mesmo ocorre para a amostra Th
da mesma cidade, que se diferencia do restante das amostras pela presenca dos
compostos 2-heptanol e 2-heptanona. Em dados pertencentes ao Atlas dos Municipios da
Mata Atléntica, divulgado em 11 de Novembro de 2015 pela SOS Mata Atlantica e pelo
Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) [184], Prudentdpolis esta em 5° lugar nas

cidades paranaenses que mais desmataram a Mata Atlantica entre 2000 e 2014 e em 1° lugar
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entre 2013-2014. Enquanto que Guaraquecaba foi a cidade do estado do Parana que mais
preservou o bioma no periodo de 2000-2014, que mantém 80,1% de vegetacdo natural,
comparado com a area original. Esse pode ser um indicativo dessa diferenca no perfil
volatil dos méis da cidade de Prudentopolis, onde a escassez da flora original leva a

abelha em busca de fontes alternativas para producao do mel.
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6. CONCLUSAO

A extragdo por headspace estatico seguida por analise no CG-EM mostrou-se
apropriada para caracterizar os compostos volateis nos méis de abelhas sem ferrdo.
Entretanto, esta técnica é indicada apenas para deteccdo de compostos com alta
volatilidade, suprimindo os volateis de baixa concentracdo. No total foram identificados
44 compostos nos meis de abelhas sem ferrdo. Esses volateis, em sua maioria, foram
caracterizados em diversos estudos como compostos florais contribuintes do flavour de
méis de Apis mellifera.

A otimizacdo da extracdo por headspace estatico mostrou-se eficiente para
obtencdo da condicdo 6tima de extracdo, que resultou ser em meio salino com
incubagéo de 10 min a 60 °C.

Através da analise dos componentes principais podemos concluir que a
composicdo quimica dos méis de abelhas sem ferrdo esta relacionada tanto a regido de
origem quanto & espécie de abelha produtora. As amostras de méis das cidades de
Guaraquecaba e Cambaré separaram-se de acordo com sua regidao de origem. Por outro
lado, as abelhas Guairap6, Urucu, Jatai e Borda mostraram um mel cuja composicao
volatil foi semelhante independentemente da regido de origem. J& os méis de Mandacaia
e Manduri de Guaraguecaba tiveram composicdo volatil diferente dos meéis de
Mandacaia e Manduri da cidade de Cambara. Todos esses méis apresentaram como
principais constituintes os 6xidos de Linalol (cis e trans). Entretanto, os méis da abelha
Bora tiveram como principal constituinte o octanoato de etila, diferenciando-se do
restante das amostras de sua regido. As amostras da cidade de Prudentépolis foram
separadas pela espécie de abelha produtora, ficando afastadas entre si na ACP, onde a
amostra Mandacaia, desta regido, diferenciou-se significativamente das demais

amostras, tendo como composto mais abundante em seu perfil volatil o p-cimeno.
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ANEXOS

Anexo 1. Cromatogramas obtidos da otimizacdo do método de extracdo dos compostos
voléateis de méis de abelhas sem ferrdo por headspace estatico com a amostra de mel de
abelha Guairap6 da cidade de Guaraquecaba-PR.
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Anexo 2. Cromatogramas obtidos de 17 amostras de méis de abelhas sem ferrdo do

estado do Parana.
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Anexo 3. Tabela com compostos identificados no mel de cada espécie de abelha sem

ferréo

Bo | Go|Ja|Md | Mi|Th |Tj|Ur
2-heptanona X
2-heptanol X
Thuja-2,4(10)-dieno X
Benzaldeido X X X X X
Tetrahidro-2,2,6-trimetil-6-vinil-2H-pirano X
B-Mirceno X
Hexanoato de etila X X
a-Terpineno X
p-Cimeno X X X X
Limoneno X X X
Acetato de heptila X X X X X
y-Termineno X X X
Trans-Oxido de linalol (Furandide) X X X X X X X | x
Cis-0xido de linalol (Furandide) X X X X X X X | x
Linalol X X X X X X X | x
Hotrienol X X X X X X X | x
2,2,6-Trimetil-3-ceto-6-viniltetrahidro-pirano X
Fenchol X X
Isoporano X X X X
Octanoato de metila X
Ciclohexanoato de etila X X
(E,E)-2,6-Dimetil-1,3,5,7-octatetraene X
Oxido de nerol X | x | x| x X | x | x| x
Epoxilinalol (Pirandide) X X X X X
Benzoato de etila X X X X
Terpinen-4-ol X X X X X
a-Terpinol X X
Octanoato de etila X X X X X X X
Safranal X X X X X
B-Ciclocitral X X X X X | x
Benzenoacetato de etila X X X X
Octanoato de propila X
Octanoato isobutilico X
1,1,5-Trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN) X X X
Decanoato de etila X X X
Cariofileno X X X X
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Bo | Go|Ja|Md | Mi|Tb |Tj|Ur
Aloaromadendreno X
Germacreno D X X
Octanoato de isoamila X
Hidroxitolueno butilado (BHT) X X X X
Cis-Muurola-4(14),5-dieno X
d-Cadineno X X | X X X X
Dodecanoato de etila X
Epi-biciclosesquifelandreno X

Anexo 4. Tabela com compostos identificados nas amostras de cada cidade

Guaraquecaba | Cambara | Prudentépolis

2-heptanona X
2-heptanol X
Thuja-2,4(10)-dieno X
Benzaldeido X X
Tetrahidro-2,2,6-trimetil-6-vinil-2H-pirano X

B-Mirceno X

Hexanoato de etila X X X
a-Terpineno X

p-Cimeno X X X
Limoneno X X

Acetato de heptila X X X
y-Termineno X X

Trans-6xido de linalol (Furandide) X X X
Cis-Oxido de linalol (Furandide) X X X
Linalol X X X
Hotrienol X X X
2,2,6-Trimetil-3-ceto-6-viniltetrahidro-pirano X
Fenchol X

Isoporano X

Octanoato de metila X

Ciclohexanoato de etila X
(E,E)-2,6-Dimetil-1,3,5,7-octatetraene X

Oxido de nerol X X X
Epoxilinalol (Piranoide) X X X
Benzoato de etila X

Terpinen-4-ol X X
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Guaraquecaba | Cambara | Prudentopolis

a-Terpinol X

Octanoato de etila X X

Safranal X X
B-Ciclocitral X X
Benzenoacetato de etila X

Octanoato de propila X

Octanoato isobutilico X
1,1,5-Trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN) X X

Decanoato de etila X X

Cariofileno X X X
Aloaromadendreno X X

Germacreno D X X

Octanoato de isoamila X

Hidroxitolueno butilado (BHT) X X
Cis-Muurola-4(14),5-dieno X X

d-Cadineno X X

Dodecanoato de etila X

Epi-biciclosesquifelandreno X X
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