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RESUMO

Ivonete Hoss. Contribuicdo do perfil de compostos organicos, obtido por ESI(-

IMS. para determinacdo da origem geografica do mel do Estado do Parana.

Avangos na analise de produtos naturais derivados de abelha como o mel, mostram
que os mesmos sdo ricos em compostos fenolicos que, por serem antioxidantes naturais,
estdo se tornando cada vez mais populares devido a sua contribuigdo para a saude humana.
Estes compostos podem também ser usados como indicadores em estudos sobre a origem
floral e geografica do mel. Mas o mel ¢ uma mistura muito complexa, o que dificulta a
caracterizagdo da sua composicdo quimica e determinacdo de compostos marcadores. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia analitica rapida e confiavel, de alta
sensibilidade e seletividade, para determinagao do perfil dos compostos organicos do mel de
abelha Apis mellifera produzido no Parana. Utilizou-se da técnica ESI(-)-MS para a obtencao
da impressao digital dos méis. Foram analisadas 82 amostras de mel de diferentes regides do
Estado. Inicialmente as amostras de mel passaram por um processo de pré-preparagdo para
remocdo das particulas solidas, diluicdo e homogeneizacdo. Em seguida, os acidos organicos
do mel foram concentrados por extracdo em fase solida (SPE). Os extratos obtidos foram
introduzidos por infusdo direta no espectrometro de massas para obter suas impressoes
digitais por ESI(-)-MS na faixa de varredura de 50 a 650 m/z. Os ions principais que
apresentaram intensidade superior a 25% foram selecionados como varidveis para a PCA.
Verificou-se a formacdo de cinco grupos bem definidos de amostras de mel. As amostras de
um mesmo grupo apresentaram um perfil de acidos organicos semelhante, sendo possivel a
identificagcdo, por ESI(-)-MS/MS, de nove compostos organicos presentes no mel de Apis
mellifera do Parana. Ainda, os agrupamentos observados mostraram-se em correspondéncia
com as mesorregides paranaenses de origem das amostras, podendo-se verificar ions, ou
perfil de ions, caracteristicos para os méis de cada mesorregiao. Dessa maneira, sugere-se
que o perfil de acidos organicos do mel pode auxiliar na determinacdo de sua origem
geografica. As andlises por LC-MS/MS permitiram comprovar os ions obtidos por ESI(-)-
MS/MS, bem como, as identificagdes estruturais realizadas. Por fim, trés méis de abelha Jatai
foram comparados com mel de Apis da mesma regido podendo-se observar perfil de ions

diferentes por ESI(-)-MS, demonstrando a seletividade e especificidade do método.

Palavras-Chave: Mel, Compostos organicos, ESI(-)-MS, PCA.



1. INTRODUCAO

Nos tltimos anos, tem-se assistido um aumento em pesquisas sobre as propriedades
antioxidantes de produtos naturais. Dentre eles, produtos apicolas como o mel tem sido
objeto de atencdo pelo seu alto valor nutricional e medicinal.

As propriedades quimicas e farmacologicas do mel de abelha e outros produtos de
colméia, como o pdlen, a geléia real, a propolis e larvas de abelha, t€ém sido objeto de estudo
por sua vasta utilizagdo como produtos medicinais e alimenticios sendo considerados
nutracéuticos. ">

O mel € um produto apicola de facil exploragdo, muito conhecido e utilizado deste os
primordios da humanidade como alimento e também como medicamento. No entanto, até
pouco tempo atras ndo se conhecia cientificamente os beneficios farmacologicos do mel ou
sua composicdo quimica para saber quais os compostos responsaveis pelas propriedades
medicinais atribuidas ao mel. Atualmente, sabe-se através de estudos que o mel tem valor
nutricional ¢ medicinal e essas propriedades sdo atribuidas em grande parte a presenga de
compostos fendlicos que possuem atividades antioxidantes e antibacterecidas. >’

Segundo a legislacdo brasileira entende-se por mel “um produto alimenticio produzido
pelas abelhas meliferas, a partir do néctar das flores ou das secre¢des procedentes de partes
vivas das plantas ou de excrec¢des de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas
de plantas, que as abelhas recolhem, transformam, combinam com substancias especificas
proprias, armazenam e deixam madurar nos favos da colméia”. ®

A composi¢ao quimica do mel ¢ muito complexa, constituida por aguicares, proteinas,
vitaminas, minerais, hidroximetilfurfural (HMF), enzimas, flavonoides, acidos fendlicos e
compostos volateis 39-10 Contudo, fatores como a florada nativa, o solo local, a espécie da
abelha, o estado fisiologico da colonia, insetos sugadores, o estado de maturagdo do mel, o
clima e outros, podem alterar as caracteristicas da composi¢do do mel. '"'? Portanto, a
composicdo exata de qualquer mel depende de varios fatores e por isso dois méis nunca sao
idénticos. '’

As propriedades antioxidantes do mel sdo conhecidas e atribuidas aos compostos
presentes em sua composi¢do, tais como: flavondides, acidos fendlicos, proteinas,
aminoacidos acidos, acido ascorbico, HMF e algumas enzimas. As classes mais importantes
de antioxidante polifenois sdo os flavondides e acidos fendlicos.

A Apicultura tem se apresentado nos ultimos anos como uma importante alternativa

econdmica em todos os estados brasileiros e a expansao dessa atividade do mercado global



tem exigido cada vez mais qualidade de seus produtos e desta forma, a autenticagdo e
caracterizagdo da origem botanica de mel tornou-se tarefa importante.

Muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar as possibilidades de
caracterizar amostras de mel de diversas origens, usando marcadores quimicos especificos.
No entanto, ¢ bastante dificil encontrar marcadores quimicos de confianga para a
discriminagdo de mel devido a variabilidade de fatores que o mesmo sofre, desde sua
produgdo até seu armazenamento. > Ao anterior soma-se as maiores exigéncias do mercado
sendo necessarias técnicas especificas de controle de qualidade do mel comercializado, bem
como, técnicas que determinem e verifiquem a autenticidade do mel através do conhecimento
de sua composicdo quimica. Consumidores mais exigentes requerem ainda que a origem
geografica e o local de producao do mel estejam explicitados na embalagem.

A apicultura iniciou-se oficialmente no Brasil com a inser¢do da abelha Apis mellifera
originaria da Europa pelo padre Padre Antonio Carneiro em 1839, porém somente em 1956 ¢
que a apicultura no pais progrediu com a introducdo da abelha africana (Apis mellifera
scutellata), considerada espécie mais resistente a pragas ¢ mais produtivas. Através do
cruzamente dessas espécies com as abelhas européia originou-se a abelha Apis mellifera
Africanizada que exigiu modernizacdo nas técnicas apicolas que passou a ser praticada pelos
agruicultures brasileiros. '

No Brasil, a apicultura ¢ favorecida pela presenca da abelha Apis mellifera
Africanizada e também pela presenca de melhores condigdes climaticas, vegetacdo natural e
alta producdo agricola que fornece uma diversidade de fonte floral para as abelhas (desde que
ndo se faca uso de defensivos agricolas). '

A producao vem crescendo anualmente no Brasil. Entre 2009 e 2010 o crescimento foi

de 30%; enquanto que entre 2010 e 2011 o crescimento foi de 24%. Atualmente ocupa a 11?
posicdo no ranking dos produtores mundiais, tornando-se o quinto maior exportador do
produto, sendo a regido Sul do pais a principal produtora com 45% da producao nacional. O
Parand nesta regido esta em terceiro lugar com 14,4% da produgdo.

A presente pesquisa visou estudar o mel de abelha Apis mellifera do Estado do Parana
através de espectrometria de massas com ionizag@o por electrospray (ESI-MS). O objetivo foi
verificar se o perfil de compostos organicos do mel, obtido por ESI-MS e, aliado a
ferramentas de analise multivariada, poderia ser util para classificar e atribuir a origem
geografica do mel produzido no Estado. Paralelamente, buscou-se também identificar ions
caracteristicos do mel desta regido, bem como, identificar compostos organicos minoritarios

presentes no mel.



O estudo dos compostos organicos em mel exige um procedimento analitico especifico
e sensivel, tanto na etapa de extragio como na técnica instrumental utilizada para a analise. '®
O procedimento envolve trés etapas basicas: aquisicdo de amostras representativas da regido
em estudo, extracdo e analise instrumental. >'®

A etapa de extracdo deve ser realizada, em especial para a remocao do alto teor de

agucares (aproximadamente frutose 38% e glicose 31%) '’

e para a concentragao dos analitos
de interesse. Dependendo do processo extrativo utilizado, esta etapa pode demorar podendo
ocorrer perda significativa dos analitos.

Sdo varios os métodos disponiveis para a extracdo de substincias quimicas em
matrizes complexas como o mel, sendo os mais usados: extragdo liquido-liquido (LLE),

9,10,12

extragdo em fase s6lida (SPE) e microextracdo em fase solida (SPME), embora um dos

, A . . , ~ - 59, 12
métodos com eficiéncia comprovada e muito utilizado ¢é a extragdo em fase sélida (SPE),” =
161820 desenvolvida principalmente para substituir os métodos tradicionais de extragdo
, . , . . ~ . A 5

liquido-liquido na determinagdo de analitos organicos em amostras aquosas.

Muitas técnicas analiticas foram desenvolvidas e aplicadas com o objetivo de estudar a

o~ . 9,12,18,20
composi¢do quimica do mel. "™

No entanto, a técnica mais moderna ¢ eficiente para esse
tipo de analise € a espectrometria de massas com ionizagao eletrospray (ESI-MS/MS), pois o
mel contém muitos compostos de baixa volatilidade e alta polaridade que sdo facilmente
identificados por essa técnica. A ESI(-)-MS/MS pode ser usada por inser¢ao direta, obtendo
um perfil da amostra, chamado de impressao digital, ou acoplada a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (UPLC-ESI/MS) para separar os compostos. Os compostos sdo selecionados
por massa ¢ identificados a partir de seus padroes de fragmentagdo (MS/MS).

A técnica ESI-MS/MS também ¢ muito utilizada para andlise de varios produtos

alimenticios>'

e ¢ amplamente empregada na deteccdo de compostos presentes em baixas
concentragdes em matrizes complexas, uma vez que possibilita aumento na detectabilidade,
seletividade e reduz a interferéncia espectral de compostos presentes na matriz. *°

A ESI(-)-MS ¢ eficiente para andlise de componentes polares, porque a maioria das
moléculas possui sitios acidos ou basicos que serdo detectados como um ion simples, quer na
sua forma protonada [M+H]" (modo positivo) ou desprotonada [M-H] (modo negativo). Esse
estudo foi realizado em modo de ionizagdo negativo, pois em modo positivo hd a
possibilidade de formacdo de adutos dos acidos fendlicos com outros cations presente nas
amostras. '> Essa técnica ¢ também usada para estudos mais refinados como a elucidagio
estrutural. *’

A andlise exploratéria através do wuso da ferramenta quimiométrica PCA



(Componentes Principais), tem como finalidade basica a analise dos dados visando sua
reducdo, eliminacdo de sobreposi¢des e a escolha das formas mais representativas de dados a
partir de combinagdes lineares das variaveis originais. ** Com a reduc¢do de dimensionalidade
dos dados proporcionada pela PCA, as amostras passam a ser localizadas em espagos
reduzidos, por exemplo, bi ou tri dimensionais, formando grupos na PCA com caracteristicas
semelhantes, bem como evidenciando as diferencas encontradas nos resultados. 2%

Este método tem diversas aplicagdes no meio académico e vem sendo usado também
da industria, podendo ser utilizado na redugdo de informagdes, para reconhecimento de
padrdes, na selecdo de amostras, na constru¢do de modelos para calibragdo multivariada, na

L, q- , . . . - 28,29
analise exploratoria de dados, entre diversas outras aplicagdes.



2. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Verificar, através da técnica de ESI(-)-MS, o perfil qualitativo em compostos

organicos minoritarios do mel de Apis mellifera produzido no Estado do Parana.

Objetivos especificos:

e Desenvolver uma metodologia analitica para extracdo e determinagdo qualitativa dos
compostos organicos minoritarios presentes no mel de Apis mellifera aplicando a
técnica de ESI(-)-MS;

e Obter impressdes digitais por ESI(-)-MS do mel de Apis mellifera que permitam sua
comparagdo e rastreabilidade;

e Identificar compostos organicos minoritarios presentes no mel Apis mellifera por meio
da técnica ESI(-)-MS/MS;

e Aplicar ferramentas de quimiometria para comparar ¢ classificar o mel de Apis

mellifera produzido no Estado do Parana.



3. REFERENCIAL TEORICO

O presente estudo foi realizado com amostras de méis de Apis mellifera provenientes
do Estado do Parana. Como a composi¢do quimica do mel depende de inumeros fatores,
dentre eles, origem geografica, flora, clima, espécie de abelha coletora, época e forma de
coleta, armazenamento, entre outros fatores de menores impactos, neste referencial serdo
abordadas informagdes sobre localizagdo e organiza¢ao do Estado, bem como, caracteristicas

importantes que influenciam a flora apicula do Parana.
3.1. Aspectos geograficos do Estado do Parana

O estado do Parana com uma extensdo territorial de 199 880 km? é uma das
27 unidades federativas do Brasil e esta localizado na regidao Sul do pais, com as seguintes
coordenadas: 24°36'S51°23'0, sendo delimitado a leste pelo Oceano Atlantico; a Oeste pela
Republica do Paraguai; ao Noroeste pelo Mato Grosso do Sul; ao Sudoeste pela Republica
Argentina; ao Sul e Sudeste por Santa Catarina e ao Norte ¢ Nordeste com Sdo Paulo. ***'

O Parana ¢ composto por 399 municipios, organizados em 39 microrregides ¢ 10
mesorregides. A capital do Estado ¢ Curitiba, sendo também a cidade mais populosa do
Paran4, seguida por Londrina, Maringd, Ponta Grossa, Cascavel, Sdo Jos¢ dos Pinhais, Foz do
Iguagu, Toledo, Apucarana, Arapongas e Umuarama. ***' A figura 01 representa o mapa do

Parana dividido em suas mesorregides e no anexo 01 foram sumarizados, na forma de tabela,

os municipios de acordo com suas mesorregides e microrregides de origem.

SANTA CATARINA

Figura 01. Mapa mostrando a divisdio do Parana em suas mesorregides (mapa

adaptado de www.sites-do-brasil.com) >’



3.1.1. Clima

Dentre as varias classificagdes climaticas que existem a que se adota mais comumente
como referéncia no Brasil é a de Wilhen Koppen, climatélogo alemao, cujo critério se baseia
na vegetacdo nativa combinada a temperatura e quantidade de chuvas distribuidas ao longo do
ano. Kdppen utilizou-se de um codigo de letras para definir diferentes tipos climaticos™* >,
que sao:

1° letra (maiuscula): indica o clima;

2° letra (minuscula): indica a distribuigdo de chuvas;

3° letra (minuscula): indica as médias de temperaturas.

De acordo com essa classificagdo o clima do Parand ¢ dividido em trés tipos
principais, que sdao: Cfa, Cfb, Af, onde a letra C significa clima subtropical ou temperado, f
significa sempre umido (chuvas em todos os meses) e a terceira letra a significa que a média
do més mais quente € superior a 22 °C, b significa que a média do més mais quente ¢ inferior
a 22 °C e a letra 4 significa clima quente e imido, conforme o mapa da figura 02 e descri¢des
a seguir: 30-33
e Clima Cfa: clima subtropical com chuvas bem distribuidas durante o ano, verdes
quentes ¢ abafados, geadas pouco frequentes, concentragdo de chuvas nos meses de verdo que
alcancam 1.500 mm anuais, sem estacdo de seca definida e temperatura média de 18°C nos
meses mais frios e nos meses mais quentes temperatura superior a 22°C. Ocorre em uma
pequena parte na Baixada Litoranea e nas por¢des mais baixas do segundo e terceiro planalto
na por¢ao ocidental. Desta forma as seguintes mesorregides apresentam em grande parte este
clima: Sudoeste, Oeste, Noroeste, Centro Ocidental, Norte central ¢ Norte Pioneiro;

e Clima Cfb: ¢ subtropical com chuvas bem distribuidas durante o ano e verdes amenos.
Ocorre na por¢do mais elevada do Estado, no primeiro planalto, no segundo planalto e uma
pequena parte no terceiro planalto. A temperatura média no més mais frio oscila em torno de
18°C (mesotérmico) e a temperatura média no més mais quente ocorre abaixo de 22°C, sem
estacdo seca definida e a pluviosidade alcanca cerca de 1.200 mm anuais. As maiores
quantidades de chuva ocorrem no litoral. As mesorregides que apresentam este clima sdo:
Metropolitana, Sudeste, Sul e Centro Oriental. O norte central apresenta o clima Cfb na regiao
que faz divisa com a mesorregido Centro Oriental e na pequena parte do Oeste que faz divisa
com o Sul;

e Clima Af: ¢ subtropical ou clima tropical de altitude, com verdes quentes ¢

chuvosos e invernos secos. Apresenta pluviosidade de 1.300 mm anuais, temperatura média



do més mais quente superior a 18°C. Ocorre em grande parte na Baixada litoranea,

compreendendo a mesorregido metropolitana (litoral do Parand).

Figura 02. Mapa representando o clima do Paranda (mapa adaptado de

www.iapar.br).*>

3.1.2. Relevo, solo e vegetacio

O relevo do Parand ¢ diversificado e possui planicies, depressdes e planaltos. As

altitudes do Estado se distribuem de maneira geral em 52% do territério acima de 600 m e 3%
abaixo de 300m. Os rios mais importantes do Parana, sdo: Iguacu, Ivai, Tibagi,
Paranapanema, Itararé e Piquiri.”
Aproximadamente 44% do solo do Parana ¢ utilizado para a Pecuaria; segundo lugar vem a
agricultura com  aproximadamente  22%, cultivando  principalmente  cana-de-
acucar, milho, soja, trigo, café, tomate, mandioca ¢ em terceiro lugar vem as florestas nativas
com 20% do solo. **

O Parana ¢ constituido por quatro planaltos principais, de acordo com o mapa da
figura 03 representando o relevo e vegetagdo do Parana e descrigdes a seguir >
e Baixada Litordnea ou Planicie Litoranea: compreende a regido do litoral Paranaense,
estendendo-se do Oceano Atlantico até a Serra do Mar. Este planalto possui as menores
altitudes do Estado (inferiores a 200 m). A Serra do Mar compode-se de rochas erodidas ¢ a
partir dela em direcdo a oeste inicia-se o Planalto de Curitiba. As cidades dessa regido que
mais se destacam sdo: Paranagua, Antonina, Morretes, Guaratuba e Matinhos.

e Primeiro Planalto ou Planalto de Curitiba: este planalto possui as maiores altitudes do

Estado (entre 850 m ¢ 1300 m) e a menor area territorial. Estende-se da Serra do Mar até a



Serrinha, em Sdo Luis do Puruna, proximo a cidade de Campo Largo. O relevo € ondulado ¢ a
vegetacao predominante ¢ a Mata das Araucarias;

e Segundo Planalto ou Depressao Periférica ou Planalto dos Campos Gerais ou ainda
planalto de Ponta Grossa: as altitudes variam de 300 m a 1200 m, onde as maiores altitudes
encontram-se na Escarpa Devoniana, declinado para sudoeste, oeste e noroeste (1.100 a 1.200
m). O relevo é ondulado e a vegetagdo é composta por Araucdrias € campos;

o Terceiro Planalto ou Planalto de Guarapuava ou Norte do Parani, ou ainda
Planalto Arenitico-Basaltico: ¢ o planalto de maior extensdo territorial de todos e apresenta
altitudes que variam de 300 m e 600 m. Nesta regido, derrames basalticos levaram a formagao
de solo muito fértil, a terra roxa. Nessa area a vegetacdo original (Floresta Tropical ¢ Mata
das Araucarias) quase ndo existe mais. Em seu lugar sdo encontradas plantagdes e pastos. As
principais cidades sdo Maringa, Foz do Iguagu e Guarapuava. A figura 03 representa o relevo

do Parana.

Em geral a vegetacdo do Parana é contituida por campos limpos, Mata Atlantica, Mata
das Auracarias (Mata dos Pinhais), vegetagao litoranea e Florestas Tropicais.

Os campos limpos recobrem uma por¢do oriental do primeiro planalto e uma
pequena parte do segundo planalto e descrevem uma meia-lua no mapa de vegetagdo do
Estado, incluindo principalmente os campos limpos de Curitiba e Castro, no primeiro
planalto. Portanto, a mesorregido Metropolitana e a Centro Oriental sdo as que mais
apresentam campos limpos, ocupando cerca de 9% do territorio paranaense. '

A mata Atlintica do Parand estd localizada grande parte na mesorregiao
Metropolitana (Baixada Litoranea). Esta mesorregido apresenta também a vegetacdo
litoranea (localizada na parte litoral). Constituida basicamente de vegetacao rasteira e pobre,
sd0 poucas as espécies presentes, tais como: salsa-da- praia, gramineas e pinheirinhos-de-
praia. °'

A Mata das Araucarias ou também chamada de Mata dos Pinhais, tem como
principal espécie o pinheiro-do-parand (Araucaria angustifolia). Recobre a maior parte do
primeiro planalto, a por¢do mais oriental do segundo planalto e pequena parte do terceiro
planalto. Essa formagdo ocupa 44% do territério paranaense, mas nas partes mais elevadas
dos planaltos apresenta manchas de campos limpos, pois esta ¢ a floresta do pais mais
explorada econdmicamente. >>' A Mata das Araucérias estd presente principalmente nas
mesorregides Centro Sul e Sudeste e, em menor propor¢do no Centro Oriental, Sudoeste,

Oeste e Centro Ocidental. Ao lado dos pinheiros encontram-se a Imbuia, a Erva-mate, Canela,



Bracatinga e o Cedro, que sdo plantas mais tipicas da regido Sudeste. Na regido sul, a
principal fonte de riqueza é a extracdo de madeira de pinus e eucaliptos e na agricultura se
destaca o trigo, cevada e soja, além da extragdo da erva-mate. >

A floresta tropical (parte da mata atlantica) ocupa uma area equivalente a 46% do
Estado. As mesorregides do Parand que apresentam na maior parte da sua extensao territorial

florestas tropicais sao: Norte Pioneiro, Norte Central, Noroeste e uma pequena parte do Oeste

e Sudoeste.’"
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Figura 03. Mapa representando (A) Planaltos do Parana (B) a vegetagdo do Parand

(mapa adaptado de www.iapar.br). **

3.2. Abelhas meliferas

As abelhas foram importantes desde os primérdios da humanidade, ou melhor, antes
do surgimento do homem na Terra, as abelhas ja existiam. Elas exerceram importante papel
entre os egipcios, gregos e romanos. No Egito, existe até hoje a danca tipica chamada "Passo
da Abelha". Na Grécia antiga como simbolo de riqueza, as moedas tinham em uma de suas
faces a estampa de uma abelha. Em Roma, as abelhas eram veneradas como simbolo de
admiracio e de defesa de seu territorio. **>¢

As abelhas sempre foram simbolo de defesa, riqueza e tema de escritores sabios como
Aristoteles e Einstein, bem como foram citadas na Biblia. Portanto, sempre despertaram a
curiosidade do homem que através de estudos passou a compreendé-la melhor, respeitando as
suas caracteristicas e particularidades. Na atualidade elas continuam sendo produtoras de

alimentos naturais, essenciais para a humanidade e deixaram de ser vistas como insetos

perigosos e agressivos, como eram julgadas no inicio da historia.



Existem milhares de espécies de abelhas, sendo conhecidas cerca de 20 mil espécies
diferentes, dentre elas as do gé€nero Apis, que sdo classificadas em sete espécies: Apis florea,
A.andreniformes, A. dorsata, A. cerana, A. mellifera, A.laboriosa e A. koschevnikov, essas sao
as mais utilizadas comercialmente. Entretanto, acredita-se que existam cerca de 40 mil
espécies ndo descobertas e destas apenas 2% sdo sociais e produzem mel. 2%

As abelhas sdo insetos que pertencem a ordem Hymenoptera, da superfamilia
Apoidea, subgrupo Anthophila, medindo de 12 mm a 13 mm de comprimento bem como
apresentam pelos do térax mais escuros (Figura 04), possuem cinco olhos, sendo trés
pequenos no topo da cabeca, que sdo usados para enxergar melhor dentro da colméia, e dois
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maiores na frente que possuem funcdo de percepcao de luz, cores e movimentos.

Figura 04. Abelha Apis mellifera coletando néctar de planta (fonte: www.unb.br).

As abelhas vivem em colOnias organizadas, onde os individuos possuem diferentes
fungdes que sdo realizadas visando sempre a sobrevivéncia e manuten¢do do enxame. O
numero de abelhas nos enxames depende das condigdes do ambiente e da existéncia de
alimento, mas em geral em cada colméia existem cerca de 60 a 80 mil abelhas e cada colonia
¢ organizada em trés castas principais, sendo: ***
e Rainha (Uma);

e Operarias (10.000-50.000);

e  Zangdes (0-400).

As fungoes que cada casta executam na colonia sao:



r

e Rainha: ¢ responsavel por reproduzir, coloca cerca de 1000 ovos por dia durante
aproximadamente um ano. Antes da postura, a rainha efetua o voo de acasalamento,
sendo fecundada por um namero variavel de zangdes, podendo chegar a 17.>>*

e Operarias: a maioria das abelhas de uma colmeia ¢ constituida por abelhas operarias,
campeiras ou caseiras. Elas desenvolvem inumeras fungdes de acordo com seu
desenvolvimento fisioldgico, sendo responsaveis, por exemplo, pela coleta e transporte
do néctar e agua até a colmeia, transformagdo do néctar em mel, alimentagdo da cria,
reparo e construcdo de favos, defesa da colmeia, etc. 35.38,40

e Zangoes: sdo os machos da coldnia e tem como fungdo a fecundacdo da rainha, morrem
logo apos a copula, pois seu 6rgdo genital fica preso ao 6rgdo genital da fémea. Quando
ocorre escassez de alimento os zangdes deixam de ser alimentados pelas operarias e sdo
expulsos do ninho. ***%4

As abelhas, além de produzirem alimentos, sdo as principais agentes polinizadoras das
flores, aumentando a producdo de frutos e sementes. >* Sendo a abelhas Apis as melhores para
a polinizagdo, ajudando na agricultura, na produ¢ao de mel, geleia real, cera, propolis e polen,
e responsavel por produzir a maior parte do mel do mundo. Ou seja, as abelhas e as plantas
possuem uma relacdo de dependéncia um com o outro, as abelhas polinizam as plantas, em
troca as plantas produzem o néctar que garante a sobrevivéncia das abelhas. *>"*%

No entanto, a abelha Apis mellifera mais conhecida entre os brasileiros ndo € nativa do
Brasil e sim uma abelha européia, que foi introduzida no Brasil no século XVIII pelos
Jesuitas, no periodo colonial para fins de apicultura, espalhando-se por todo territorio
nacional. **

Atualmente no Brasil A. mellifera esta presente nos ambientes, urbanos, agricolas e
naturais em qualquer estado de preservacdo ou degradac@o de Norte a Sul. O Brasil ¢ um pais
considerado privilegiado devido a suas proporgdes continentais e riquezas de ecossistemas,
pois abriga cerca de Y4 das espécies de abelhas existentes que corresponde a cerca de 5.000

espécies, sendo 2 mil espécies catalogadas no Brasil. ***

3.3. Apicultura no Brasil e no Estado do Parana

A exploragdo dos produtos produzidos pelas abelhas existe desde o ano de 2400 a.C. e
foram os egipcios e gregos que desenvolveram as primeiras técnicas de manejo que foram
aperfeicoadas por apicultores como Lorenzo Langstroth no final do século XVII, iniciando as

bases da apicultura moderna. ***°



Hoje, entende-se por apicultura a criagio racional de abelhas. E uma atividade
sustentavel por natureza, proporcionando melhoria na qualidade de vida do homem do campo,
gerando renda sem comprometer o meio ambiente e sem prejuizos maiores para as abelhas,
normalmente ocupa mao-de-obra familiar e contribui para o aumento da biodiversidade do
ecossistema. %3737

Em meados de 1956, é que se iniciou a revolug@o da apicultura no pais, mas somente
em 2001iniciou-se a exportacao do mel brasileiro, favorecida pela suspensdo das importagdes
do mel da China por paises da Comunidade Européia devido a presenca de altos indices de
residuos de antibioticos. >

Outro fator que contribuiu para o avango da apicultura no Brasil foi o surgimento das
abelhas africanizadas, assim chamadas devido ao cruzamento da abelha européia com a
abelha africana (A. mellifera scutellata) que sdo mais resistentes a pragas, agressivas e mais
produtivas, e de facil adaptagdo a condigdes climaticas do pais, o que contribuiu para sua
rapida expansdo. No entanto, esse novo hibrido de abelha exigiu avangos e melhorias nas
técnicas apiculas. '+

A apicultura no Brasil passou por varias dificuldades e etapas até se tornar boa opgao
aos agricultores brasileiros. Atualmente, o Brasil ¢ exportador de varios produtos apicolas
como o mel, a cera e propolis. '"**7¥

O mel brasileiro ¢ exportado principalmente para os Estados Unidos e Reino Unido.
Durante janeiro a outubro de 2009, foram exportados 22,86 mil toneladas do produto, o que
correspondeu a uma receita de US$ 57,1 milhdes. De acordo com dados da Rede de
Apicultura Integrada Sustentavel (Rede Apis) e da Secretaria de Comércio Exterior do
Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio (Mdic), o valor alcancado no periodo
superou o total exportado em 2008, com US$ 43,57 milhdes, e bateu o recorde do ano de
2003, quando a receita das exportagdes do setor chegou a US$ 45,57 milhdes. '**!

A producdo vem crescendo anualmente, entre 2009 e 2010 o crescimento foi de
30%, ja entre 2010 e 2011 o crescimento foi de 24%. Atualmente o Brasil ocupa a 11? posi¢ao
no ranking dos produtores mundiais, sendo China, Turquia, Argentina, Estados Unidos e
Ucrania, os cinco maiores produtores. '~*!

O Brasil tornou-se o quinto maior exportador do produto, sendo a regido Sul do pais a
principal produtora com 45% da produgdo nacional. O Parana nesta regido estd em terceiro
lugar com 14,4% da producgdo. A cadeia produtiva envolve mais de 350 mil apicultores,
gerando 450 mil ocupagdes no campo e 16 mil empregos diretos no setor industrial. >

De acordo com dados do IBGE, a producao de mel no ano de 2010 foi de 38 mil



toneladas, ocorrendo queda de 2,5% em relag@o a 2009. O principal Estado produtor foi o Rio
Grande do Sul, com 18,7% de participacdo no total nacional. Os principais municipios
produtores de mel foram Araripina (PE), com 655 toneladas, Ortigueira (PR), com 510
toneladas, o que representa maior produtor do Parana, com cerca de 10% da produgdo do
estado (9,33%) e 1,35% da producao total de mel do pais e Santana do Livramento (RS), com
460 toneladas.

A tabela a seguir demonstra os 5 maiores Estados produtores de mel do Brasil.

Tabela 01. Estados mais produtores de mel no Brasil — 2010

Quantidade de mel e . ~
. Participacio na Producio
Estado produzido no ano Nacional (%)
(toneladas)
Rio Grande do Sul 7098 18,7
Parana 5468 14,4
Santa Catarina 3966 10,4
Piaui 3262 8,6
Minas Gerais 3076 8,1

Fonte: IBGE 2010

O consumo de mel no Brasil como forma de alimento ¢ baixo, comparado com outros
paises, cada cidaddo consome aproximadamente 300 g/ano, sendo que na regido Sul o
consumo € um pouco maior, 400g/ano de mel. Os alemaes, espanhois, turcos, americanos € 0s
mexicanos sdo os maiores consumidores mundiais do produto, com um consumo aproximado
de 1 kg/ano. !

Um dos motivos do baixo consumo no Brasil ¢ a baixa produtividade por colméias
(15kg/ano). Nos Estados Unidos a producdo dobra, enquanto que no México chega a
25kg/ano, na Argentina a 35kg/ano e na China a até 50kg/ano.

O Brasil apesar da extraordindria diversidade floral e seu clima favoravel, aliado a
presencga da abelha africanizada, poderia ser uma grande poténcia na atividade apicola, mas
estd em quinto lugar no ranking mundial da produgdo de mel. Pensando nisso, para aumentar
a produgdo e qualidade do mel e auxiliar na polinizagao, os apicultores utilizam-se de algumas
técnicas inovadoras de manejo e gestdo, pois ndo adianta ter todas as condigdes ¢ ndo saber
utiliza-las. Técnicas tais como: manejo de colméia, gestdo de florada, outra estratégia ¢é
melhorar e aumentar a quantidade de colméia no apiario. '*374?

Outro fator importante para o sucesso da apicultura ¢ identificacao e qualidade da flora

apicola, época e periodo do pico de floragdo e principalmente conhecer a vegetagdo em torno



do apiario. Conhecendo-se a area em torno do local de instalagdo do apiario, podem-se
planejar melhor as atividades para a producdo e os cuidados a serem tomados antes, durante e
depois dos periodos de colheita do mel. #3740

Conhecendo-se a flora apicola da regido, facilita-se a exploragdo racional e programas
de conservacdo de abelhas, bem como operagdes de manejo no apiario, como também,
possibilitando a identificagdo, preservacdo e multiplicacdo das espécies vegetais mais
importantes na area, visto que, ao variar espécies vegetais entre localidade, influencia-se
diretamente o fluxo de podlen e néctar que entra na colméia e consequentemente na
composi¢io quimica do mel.****4

Entretanto, devido a técnicas de manejo de colméia para aumentar a produtividade de
mel, tem-se mais dificuldade em identificar a origem geografica do mel através da andlise da

composi¢do quimica, pois se as abelhas sdo manejadas de uma regido para outra, o mel

produzido tera composi¢do quimica conforme a flora apicola disponivel em cada local.

3.4. Mel e suas propriedades medicinais

Para produzir o mel as abelhas colhem o néctar e/ou pdlen das flores (principais
recursos florais) com suas compridas linguas (glossas); o produto ¢ armazenado em sua
vesicula mellifera que também transporta agua coletada. Quando retornam a colméia as
campeiras transferem o néctar que colheram para outras abelhas chamadas de engenheiras, e

N . . . 8,11
estas, por sua vez, vao retirar o excesso de umidade, transformando o néctar em mel. >

35,38,39
Desta forma entende-se por mel “um produto alimenticio produzido pelas abelhas
meliferas, a partir do néctar das flores ou das secrecdes procedentes de partes vivas das
plantas ou de excregdes 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 colméia”. E um dos principais produtos
apicolas, ¢ uma substancia viscosa e aromatica. Seu aroma, paladar, coloracdo, viscosidade e
propriedades medicinais estdo diretamente relacionados com a fonte floral que o originou e
com a espécie que o produziu. ®
Na atualidade o mel ¢ muito utilizado como adogante e principalmente por ser um

alimento de alta qualidade, rico em aglicares e intimeras outras substincias benéficas ao

equilibrio dos processos biologicos do corpo humano. E reconhecido devido as suas



propriedades terapéuticas, sendo utilizado na medicina popular sob diversas formas e
associagdes com fitoterapicos. '>7!17%

As propriedades medicinais do mel de abelha e outros produtos de colméia, por
exemplo, polen, geleia real, propolis e larvas de abelha, tém sido mencionadas por seus varios
propositos medicinais e nutricionais. As propriedades mais citadas do mel s@o antioxidantes,
antibacterecidas, antimicrobianas, antessipticas, antiinflamatorias. 1-5,7.17

Alguns paises como a Franca e a Italia vém objetivando a produgdo de mel com
propostas terapéuticas especificas, como nos tratamentos de tlceras e problemas respiratorios.
44

A agdo antimicrobiana do mel ¢é atribuida a fatores quimicos relacionados com a
presenca de substancias inibidoras, como o peréxido de hidrogénio, e substancias volateis,
como flavonoides e acidos fendlicos. **

Em um estudo realizado na Paraiba, Brasil (Varzea Comprida das Oliveiras, Pombal)
foi analisado a utilizacdo do mel de abelha associado com plantas medicinais. O estudo foi
realizado com 40 pessoas (20 homens e 20 mulheres) de idade superior a 18 anos, através de
um questionario com perguntas especificas sobre o assunto, sendo o preenchimento realizado
a partir de entrevistas com moradores da comunidade de aproximadamente 80 familias
habitantes. Foram citadas 6 espécies usadas em associagdo com o mel de abelha para o
tratamento de doencas que acometem humanos. O mel utilizado e mais citado foi o de abelha
Africanizada (4pis mellifera L.). A forma de utilizacdo do mel foi como lambedor (xarope
caseiro). As plantas mais utilizadas em associa¢do com o mel de abelha foram: Limao (Citrus
spp.), Laranja (Citrus sinensis L.) e Horteld (Mentha sp.), mais direcionada para a cura das
afecgdes das vias respiratorias, destacando-se a gripe e o resfriado.*®

Foi descoberto que o mel apresenta um efeito inibitorio sobre aproximadamente 60
espécies de bactérias incluindo aerébicas e anaerdbicas, gram-positivas e gram-negativas.
Uma agdo antifiingica foi também observada em algumas leveduras e espécies de Aspergillus
e Peniccilium. >

Pesquisas recentes tém confirmado a eficacia do mel no tratamento de doencas
gastrointestinais, de candidiase, doencas orais (faringite e caries) e doengas oculares como
inflamagdo de palpebras, catarata e inflamacao das corneas. Junto a atividade antibacteriana, o
mel mostra-se capaz de promover e reparar danos a mucosa intestinal, estimulando o

crescimento de novos tecidos e funcionando como um agente antiinflamatério. ***



3.5. Flora Apicola

Fonte floral ou flora apicola ¢ definida como o conjunto de espécies vegetais que as
abelhas utilizam como fonte de néctar e/ou pdlen, para sua sobrevivéncia e producdo de mel e
sdo muitas as espécies de plantas que exercem atragio das abelhas. >’

O aroma, paladar, coloracdo, viscosidade e propriedades medicinais do mel estdo
diretamente relacionadas com a fonte floral que o originou e com a espécie de abelha que o
produziu. *’ Sendo que a distdncia que as abelhas percorrem para coletar néctar e/ou polen
depende da quantidade e diversidade presente proximo a colméia, ou seja, elas voam a
distancia necessaria, mas em épocas de escassez de fonte floral as abelhas podem percorrer
uma distdncia média de até 2 km a procura de alimento, se tiver uma fonte disponivel a uma
distancia de 200 ou 500 metros da colméia, a maioria das abelhas trabalhara nela. 17,38,39

O numero de flores visitadas pelas abelhas depende da quantidade de néctar que cada
flor fornece, pois algumas espécies meliferas produzem mais e outras menos néctar
dependendo da hora do dia coletado pelas abelhas. Geralmente as abelhas visitam
aproximadamente 50 a 1000 flores por viagem e consequentemente quanto mais espécies elas
visitar, maior seré a influéncia na produgio e composicio do mel. "%

Ha relatos de que as abelhas preferem as plantas que para o homem aparece como cor
amarela ou azul. S3o capazes de perceber a regido ultravioleta do espectro invisivel para o
homem, além disso, sdo muito sensiveis as flavonas e flavondis, substancias que absorvem no
ultravioleta e estdo presentes em quase todas as flores brancas. As abelhas sdo insensiveis ao
vermelho, mas visitam flores vermelhas, guiadas pela presenga de flavonas que absorvem luz

. 38,39
ultravioleta. ™™

A classificagdo do mel pode ser feita segundo a sua origem floral, como: **7=*%

e  Unifloral ou monofloral: quando o produto procede principalmente da origem de
flores de uma mesma familia, género ou espécie e possui caracteristicas sensoriais, fisico-
quimicas e microscopicas proprias;

e  Multifloral ou polifloral ou silvestre: ¢ o mel obtido a partir de diferentes
origens florais;

e Melato: E o mel obtido primordialmente a partir de secregdes das partes vivas das
plantas e das excre¢des de insetos sugadores de plantas que se encontram sobre elas.

Portanto, as plantas que as abelhas utilizam para produzir o mel, dependem

principalmente da disponibilidade floral e da localiza¢do da colméia, ou seja, elas utilizar-se-

do de plantas disponiveis mais proximas da sua colméia e a composi¢do quimica e qualidade



do mel dependera das espécies visitas por elas e considerando isso pode se dizer que ¢ dificil

mel monofloral, o mais comum ¢ a ocorréncia de mel polifloral misturado com mel de melato.
17

3.6. Composiciao quimica do mel

O mel apresenta uma composicao quimica muito complexa que sofre influéncia de
varios fatores como: origem floral, espécie de abelhas que o fabricam, condigdes ambientais,
tipo de solo, clima onde ¢ produzido e do modo como ¢ recolhido e posteriormente
processado. ** Desta forma pode-se dizer que dois méis nunca sio idénticos, mas no geral o
mel ¢ constituido por aproximadamente 180 componentes diferentes, principalmente agticares
(frutose e glucose) seguido por agua e carboidratos. Também apresenta outros componentes
minoritarios que incluem compostos fendlicos, minerais, enzimas, aminoacidos, proteinas,
acidos organicos, Hidroximetilfurfural e vitaminas (Figura 05). >7%172% Alguns
componentes sdo originados pelo processo de maturacao do mel, outros sdo adicionados pela
abelha e outros sdo derivados das plantas. Pequenas alteragdes na composi¢ao quimica do mel

podem ser atribuidas aos efeitos de processamento e estocagem.

Composi¢cao Quimica do Mel
m Agua W Carboidrato m Outros componentes M Frutose ® Glicose

31% e

‘ 13%

1%

Figura 05: Grafico da Composi¢ao quimica do mel.

Os principais componentes do mel sdo os agticares, sendo os monossacarideos frutose
e glicose em propor¢oes quase iguais, mas normalmente a frutose é predominante, juntos sao
responsaveis por 80% da quantidade total de agucares, ja os dissacarideos incluindo sacarose
o, 1739
e maltose, somam 10%.
A alta concentracdo de diferentes tipos de aglcares, principalmente a frutose, ¢é

responsavel pelas diversas propriedades fisicas do mel, tais como viscosidade, densidade,



higroscopicidade, capacidade de granulag@o (cristalizacdo), pela dogura e valores caloricos.
6,17,39,50

O Hidroximetilfurfural (HMF) é um composto que resulta da quebra de agucares
hexoses, tais como glicose ¢ frutose, em meio acido, ¢ tem assumido importancia no controle
de qualidade do mel. O HMF ¢ um indicador de qualidade de deterioragdo, indicando que o
produto pode estar velho. Em méis recém colhidos sua presenca as vezes ndo € detectada, mas
sua concentragio aumenta com o passar do tempo. '’

O conteudo de agua no mel é uma das caracteristicas mais importantes, influenciando
diretamente na sua viscosidade, peso especifico, maturidade, cristalizacdo, sabor, conservagao
e palatabilidade. E o segundo componente em quantidade variando de 15% a 21%, sendo

’ . 7,17,51
normalmente encontrados niveis de 17%. '"

Esta composicdo depende principalmente do
clima, origem floral e colheita antes da completa desidratagao.

Os minerais estdo presentes numa concentracdo que varia de 0,02 % a valores
proximos de 1%. ' Entre os elementos quimicos inorganicos encontrados no mel podemos
citar: calcio, cloro, cobre, ferro, manganés, magnésio, fésforo, boro, potassio, silicio, soédio,
enxofre, zinco, nitrogénio, iodo, radio, estanho, 6smio, aluminio, titdnio e chumbo. Méis mais
escuros tendem a conter mais minerais do que méis mais claros. '*'773*

As enzimas s3o adicionadas ao néctar pelas abelhas, ¢ essas causam mudangas
quimicas, que aumentam a quantidade de agucar, o que ndo seria possivel sem essa agao
enzimatica. A enzima invertase adicionada pelas abelhas transforma 3/4 da sacarose inicial do
néctar coletado nos agucares invertidos glicose e frutose, a0 mesmo tempo em que aglicares
superiores sao sintetizados, ndo sendo presentes no material vegetal original. Sua agdo ¢
continua até que o mel esteja "pronto" ou maduro. Outras diversas enzimas, como a diastase,
catalase, a-glicosidase, peroxidase, lipase, amilase, fosfatase acida e inulase ja foram
detectadas no mel. '7*7-3%303!

Os 4acidos organicos representam menos que 0,5% da composicdo do mel, e
influenciam no sabor e estabilidade (dificuldade de proliferacdo de alguns microorganismos)
do mesmo. O acido presente em maior quantidade ¢ o acido gluconico, sendo sua presenga
relacionada com as reagdes enzimaticas que ocorrem durante o processo de amadurecimento.
Em menor quantidade podem-se encontrar outros acidos como: acético, butirico, latico,
oxalico, féormico, malico, succinico, piruvico, glicolico, citrico, butiricolatico, tartarico,

maléico, piroglutamico, a-cetoglutarico, 2- ou 3-fosfoglicérico, a-ou b-glicerofosfato e vinico.
17,37,38,51



As vitaminas estdo presentes no mel em quantidades muito pequenas (tragos), tais
como: B1 (tiamina), complexo B2 (riboflavina, niacina), B6 (pyridoxina), acido pantoténico e
C (4cido ascorbico) e D s3o facilmente assimilaveis pela associacdo a outras substancias
. .. L A 7,17,37,38,51

como 0s agucares, sais minerais, oligoelementos, acidos organicos e outros.
Os antioxidantes presentes no mel incluem enzimas (catalase, glucose-oxidase, e
peroxidase), acidos organicos, aminoacidos, proteinas, compostos fendlicos, acido ascorbico e

carotenoides. No entanto, sdo os compostos fenodlicos os que mais influenciam esta

caracteristica do mel. 2% 3738

3.6.1. Compostos fenolicos

Ha um crescente interesse nos alimentos funcionais, isto ¢, alimentos que ndo somente
cumprem as necessidades nutricionais basicas e energéticas, como adicionam efeitos
fisiologicos benéficos. O consumidor atual prefere ingredientes de origem natural que
oferecam a funcionalidade ao alimento ao invés de origem artificial. Dentre as substancias
funcionais o grupo mais amplamente estudado ¢ o dos antioxidantes como os compostos
fenolicos, presentes principalmente em frutas, vegetais, e derivados apicolas como o mel,
pélen e propolis. *°

As estruturas quimicas dos compostos fenolicos apresentam hidroxilas e anéis
aromaticos, nas formas simples ou de polimeros. Quando presentes em vegetais podem estar
em formas livres ou complexadas a agucares e proteinas. Dentre eles, destacam-se os
flavondides e os acidos fenolicos. *>**

Os compostos fenolicos contidos no mel podem ter origem do néctar coletado pelas
abelhas, do polen ou, ainda, da prépolis. >>* Muitos desses compostos, principalmente os
acidos fenodlicos e flavonoides, sdo conhecidos por apresentarem propriedades farmacoldgicas
e tornaram-se alvos de estudo, devido a sua acdo sobre numerosos processos fisioldgicos no
corpo, podendo beneficiar o coragdo, veias, figado, sistema imunoldgico, rins, musculatura e
sistema nervoso. Das varias propriedades terapéuticas atribuidas a essas substancias,
destacam-se os efeitos antioxidantes, antibacterianos, antialérgicos, antiinflamatérios,
atividade antiviral, etc.’ 3,58,59

Os compostos fenolicos tém propriedades captadoras de radicais livres, que confere a
atividade antioxidante. Os radicais livres tém sido considerados como agentes causadores de

isquemias cerebral e cardiaca, doengas de Parkinson, distirbios gastrointestinais,

envelhecimento, entre outros. As células vivas possuem capacidade limitada para anular a



atividade destes radicais livres, ¢ a ingestdao de antioxidantes pode melhorar a protegdo das
células e, portanto, a sua fungdo fisioldogica. Estes antioxidantes sdo geralmente obtidos a
partir da alimentag@o e incluem vitaminas C e E, b-caroteno e uma variedade de compostos
fenolicos, incluindo acidos fenolicos e flavonodides. 54,58,59

Alguns estudos tém demonstrado a existéncia da correlagdo entre a atividade
antioxidante total dos méis e seus contetidos fendlicos. *>°° Estevinho e colaboradores
estudaram 2 méis malasianos de Apis mellifera de origens florais diferentes (Cocos nucifera e
Melaluca spp.), com o objetivo de avaliar a capacidade antioxidante e o contetido fendlico. O
mel de Melaleuca apresentou atividade antioxidante significativamente maior que o mel de
Cocos mucifera. O mel de Melaleuca mostrou conter alguns acidos fenolicos, tais como
acidos galico, ferulico, caf€ico, benzoico e cindmico, enquanto o mel de coco apresentou
acidos galico, caféico e benzoico, bem como alguns outros compostos fendlicos
desconhecidos. O valor terapéutico do mel ¢ devido, em parte, a sua atividade antioxidante. 53

Linda avaliou a atividade antioxidante de 4 amostras de méis silvestres e 5 amostras de
méis de laranjeira (monoflorais), e os resultados se mostraram satisfatorios tanto para os méis
quanto para seus extratos. Os méis silvestres apresentaram teores de fendis totais maiores em
comparagdo com os monoflorais. Os teores de flavondides totais destas amostras nao foram
tao significativos quanto de fendis, sugerindo que nos méis brasileiros os acidos fendlicos sao
bem mais abundantes que os flavonoides. Os estudos realizados com as diferentes amostras de
méis demonstraram que o conteido de compostos fenodlicos foi mais elevado nos méis
silvestres, o que explicaria a maior acdo antioxidante, demonstrada pela atividade
sequestradora de radical livre (CES0) ter sido observado para essas amostras. Isto poderia
fundamentar seu uso como alimento funcional. >’

Na Espanha, foi analisado o contetido de fenois totais de 53 amostras de méis, sendo o
numero de amostras de cada tipo de mel e os respectivos conteudos de fenodis: 39 monoflorais
(0,66 mg/100g), 9 silvestres (0,87 mg/100g ) e 5 méis de melato (1,03 mg/100g). No estudo
também verificou-se a capacidade sequestradora de radicais (DPPH) para esses méis, que
demonstraram que a capacidade de inibi¢do do DPPH aumenta na mesma ordem descrita a
cima.’®

Os compostos fenolicos de méis podem ser divididos em: acidos benzdicos e seus
ésteres; acidos cinamicos ¢ seus ésteres e flavonodides. Mas a proporgdo desses grupos varia

enormemente nos méis conforme as origens florais e geogréficas. >*



3.6.1.1. Flavonéides

Os flavonodides sdo uma classe de compostos fendlicos que diferem entre si pela sua
estrutura quimica e caracteristicas particulares. Sdo compostos largamente distribuidos na
natureza. Sdo exemplos de fontes destes compostos, os chas, vinhos, frutas, folhas, vegetais,

s 58
graos, flores.

O termo flavonoide consiste de um esqueleto de difenil propano, consistindo em 15
atomos de carbono, organizados na configuragao Cs-C3-Cs. O esqueleto base dos flavondides
consiste em dois anéis aromaticos, denominados anel A e B unidos por trés carbonos que

formam um anel heterociclico, denominado anel C (Figura 06). 28,59

Figura 06 - Estrutura base dos flavonéides. >

Os flavonoides podem ocorrer como agliconas, glicosideos ou como parte de outras
estruturas que contenham flavonoides, como as flavolignanas, porém frequentemente ocorrem
como glicosideos. A disposi¢ao do anel C é responsavel pela diversidade de compostos que
integram o grupo flavondide, resultando em importantes classes, sendo subdivididos
principalmente de acordo com o grau de insaturago e oxidagdo do anel C.>*’

Os flavonoides podem ser divididos em 14 classes, mas os flavonoides incluidos na
dieta humana sdo divididos em 6 grupos: calconas, dihidrocalconas, auronas, flavonas
(apegenina, luteolina, diosmetina), flavondis (quercetina, miracetina, kaempferol),
dihidroflavonol, flavanonas (naringina, hesperidina), flavanol, flavandiol, antocianidina,

. y L o . . - . 58,59, 60
isoflavondides (genisteina, daizdeina), bioflavonoides e proantocianinas (Figura 07).”"™



Apigenina: 5=7=4'=0H
Luteolina: 5=7=3'=4=0H

Daidizeina: 7=4=0H
Genisteina: 5=7=4"=0H

Naringenina: 5=7=4'=0H
Hesperidina: 5=7=3",
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Catequina (2*R.3*S): 5=7=3'=4=0H

Epicatequina (2*R 3*R): 5=7=3'=4'=0H

Campferol: 5=7=4'=0H
Quercitina: 5=7=3=4"=0H
Miricetina: 5=7=3"=4'=5'=0H

Pelargomdina: 5=7=4'=0H
Cianidina: 5=7=3=4'=0H
Malvidina: 5=7=4'=0H, 3'=5=0CH,

Figura 07. Estrutura genérica das principais classes dos flavonéides. >

3.7. Recuperaciao de compostos organicos do mel pelo método de extracio em

Fase Solida (SPE)

Devido a complexidade da matriz do mel € dificil obter sensibilidade suficiente para a
analise de compostos organicos minoritarios, sendo necessaria uma preparagdo prévia da
amostra, como também, o uso de técnicas analiticas com alto poder de seletividade,
sensibilidade e detectabilidade. Devido a alta concentragdo de aglicares no mel o objetivo
primario do pré-tratamento ¢ sua remog¢do da matriz, pois 0os mesmos podem interferir na
analise. Ao mesmo tempo, os analitos de interesse sdo concentrados para melhor detecgao.

A etapa de preparacdo da amostra ¢ normalmente manual e decisiva para a precisdo e a
exatiddo do método e demanda tempo e empenho do analista. Portanto, sdo preferiveis
procedimentos mais rapidos, com poucas etapas, com boa recuperacao e reprodutibilidade do
analito, bem como, com possibilidade de automacao. 33

Para a determinacdao dos compostos organicos no mel, considerando que a matriz
¢ formada principalmente por aglicares, o método de extracdo ¢ determinante no sucesso da
analise. Dentre os métodos mais utilizados para o pré-tratamento do mel estdo a extragdo
liquido-liquido e a extracdo em fase sélida (SPE). >!%!8:1620.61

Na extracao liquido-liquido a quantidade total extraida do analito esta relacionada com
o coeficiente de particdo entre duas fases imisciveis (solvente e matriz) o que limita a

recuperagdo, além de ser necessaria a utilizagdo de solventes puros, gerando muitos residuos



organicos, formagdo de emulsdes durante a extracdo, dificuldades de automacao, necessidade
de evaporagdo de volumes consideraveis de solventes gerando vapores organicos no ambiente
e o principal problema sio os baixos niveis de repetibilidade/reprodutibilidade das analises. **

A SPE foi desenvolvida para substituir os métodos tradicionais de extragdo liquido-
liquido; principalmente para a determinagdo de analitos organicos em amostras aquosas. > E
uma técnica de separagdo liquido-solido baseada nos mecanismos de separacdo da
cromatografia liquida de baixa pressao e ¢ usualmente empregada com o propoésito de isolar
analitos presentes em uma matriz. A extracdo ocorre pela adsor¢do seletiva do analito em
materiais solidos e posterior dessor¢do com solventes. A desvantagem da técnica é o alto
custo dos cartuchos e discos extratores. Embora tenha a vantagem da grande disponibilidade
de materiais adsorventes, possui altas recuperagdes ¢ concentracdo do analito, bem como,
baixo consumo de solventes que sdo qualidades desejaveis em um método de extragio. ©

A SPE utiliza os mesmos materiais adsorventes empregados em cromatografia liquida
e os mecanismos de retencdo dependendo do adsorvente e do modo como ¢ empregada,
podendo ser em modo reverso, modo normal e modo troca idnica, ** sendo que as fases
solidas como Cg, Cig, carbono grafitizado, resina trocadora i6nica e materiais poliméricos, tal
como estireno divinilbenzeno, comercializados em cartuchos e discos, sdo os sorventes mais
usados em SPE. **%

Nos casos das fases reversas (Cg, Cjs e CN), a retencdo do analito acontece devido as
interagcdes de van der Waals ndo polares, entre as ligagdes carbono-hidrogénio do analito com
os grupos funcionais da superficie da silica. >

Os dispositivos mais usados na SPE sao os cartuchos, devido a sua facilidade de
manuseio, grande disponibilidade comercial. Em geral, os cartuchos disponiveis
comercialmente possuem capacidade de 0,5 a 10 mL e quantidade de recheios que variam de
35mga2g ®

O processo de extracao da SPE ¢é resumido nas seguintes etapas: condicionamento do
cartucho para ativagdo do sorvente, percolacdo da amostra/sor¢do dos analitos no sorvente,
lavagem para eliminag@o dos interferentes da matriz, elui¢do dos analitos através de solvente
adequado e posterior concentracdo do composto de interesse, conforme figura 08. Os
solventes de extragdo, lavagem e condicionamento do cartucho, bem como o tipo de cartucho
(adsorvente) dependem do analito de interesse, da natureza da matriz ¢ das impurezas a serem
eliminadas. Os solventes e/ou amostra sdo forcados a passar pelo cartucho pela aplicagdo de
pressdo, vacuo o por aceleragdo, tornado a analise mais rapida com extragdo simultidnea de

Lo 2
varias amostras ao mesmo tempo. 62, 63
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Figura 08. Etapas basicas envolvidas na SPE. ©*

Diversos solventes de lavagem podem ser usados, mas quando se trata da extragdo de
compostos organicos em mel os solventes de lavagem ideal para remog¢@o dos acucares ¢ a
agua ultra-pura ou uma solucdo levemente acidificada como solugao de acido cloridrico pH 2,
e como solvente de eluigdo o metanol >'*'*'#1%% O intuito é usar um solvente de lavagem
com forca de elui¢do intermedidria, capaz de eluir os interferentes, mas que ndo possua forga
suficiente para remover o analito de interesse. **

Michalkiewicz e colaboradores, bem como, Pyrzynska e colaboradores, testaram
diferentes sorventes solidos para extracdo de compostos fenolicos em mel. As analises foram
realizadas por HPLC e os adsorvente testados foram: octadecil Bond Elut C18, Oasis HLB,
Strata-X, Amberlite XAD-2. Os compostos fendlicos extraidos foram: acido galico, p-
hidroxibenzodico, p-cumadrico, acidos vanilico, acido caf€ico e acido siringico, rutina,
quercetina e canferol. O sorvente que demonstrou melhor recuperagdes para os acidos
fenolicos foi o da Oasis HLB seguido da Amberlite XAD-2. Ja para os flavonoides foi o da
Bond Elut octadecil C18, Strata-X e Amberlite XAD-2 respectivamente. ‘>

Em outro trabalho foi relatado que o acido galico e elagico ndo sdo possiveis de serem
extraidos com a utilizagdo do sorvente Amberlite XAD-2, ja o acido p-cumarico, o acido
caféico, o acido fertlico e clorogénico, foram extraidos com baixa recuperacao (16% a 62%),
embora tenham demonstrado melhores recuperacdes para os flavonoides (maior que 80%). 66

Pulcini e colaboradores realizaram a extragdo de compostos fenélicos em mel através
da SPE com a utilizacao dos cartuchos da Strata SDB L em substituicdo ao adsorvente
amberlita XAD-2 e obtiveram uma 6tima fracdo fonolica. Este procedimento, juntamente com

o uso da espectrometria de massas (LC-MS/MS) forneceu resultados de alta recuperagio e
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reprodutibilidade para acidos fenolicos e flavonoides.

3.8. Métodos para o Controle de qualidade do mel

Os méis brasileiros sdo aproximadamente 90% multifloral, originados principalmente
de flores nativas, florestas secundarias e campos de cultivo. O interesse na caracterizagdo de
méis brasileiros é recente e os resultados até o momento sdo escassos. *°

A apicultura no Estado do Parana tem se destacado no mercado nacional como uma
atividade essencialmente familiar, que agrega beneficios sociais, econdmicos e ambientais.
No entanto, devido a diversidade do clima e da flora das regides do pais, muitas vezes, o
processo de producdo e obtengdo do mel vem comprometendo a padronizagdo e a qualidade
do produto final. °'

O controle de qualidade ¢ uma etapa importante para que o produto seja
comercializado com as suas propriedades naturais preservadas, que possuam caracteristicas
que facilitem sua utilizagdo e que tenha uma adequada conservacio e apresentagio.

No Brasil, o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Mel disposto na
Instrucdo Normativa n° 11, de 20 de outubro de 2000, apresenta critérios de qualidade para o
mel definidos pelas caracteristicas sensoriais (cor, sabor, aroma e consisténcia) e fisico-
quimicas (teor de acucares redutores, umidade, sacarose aparente, sélidos soltiveis em agua,
minerais, polen, acidez, atividade diastasica e hidroximetilfurfural). 8

Segundo Anklam o conhecimento do perfil quimico do mel, ou seja, a presenga de
acidos organicos, aminoacidos, compostos fenolicos, compostos do aroma, aliado a analise
estatistica multivariada ¢ util na determinagao da origem floral e geografica do mel, o que ndo
¢ possivel através da determinagdo isolada de parmetros fisico-quimicos. *

A andlise sensorial ¢ uma técnica para avaliar a qualidade do mel, que pode ser
empregada para monitorar o processamento de obtengao do mel, com o objetivo de preservar
as caracteristicas sensoriais do mesmo, classificd-lo de acordo com a origem botanica e
identificar adulteragdo e contribuir para a melhoria do padrio de qualidade, bem como
monitorar a qualidade nutricional do mel. Este tipo de analise mede e quantifica as
caracteristicas do produto pelos sentidos humanos, como: cor, sabor, aroma ¢ consisténcia
(viscosidade). 877!

Anupama e colaboradores estudaram méis indianos, através das propriedades
sensoriais cor, aroma e sabor e verificaram que estas propriedades variam de acordo com
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condigdes geograficas, climaticas e origem floral do mel. ’



Outra forma de determinar a qualidade do mel ¢ através de suas caracteristicas fisico-
quimicas, tais como: pH, acidez total titulavel, solidos soluveis totais, diastase, teor de
vitamina C, agucares redutores e ndo redutores, cinzas, indice de formol, umidade, proteinas,
Hidroximetilfurfural (HMF), analise microscopica de sujidades e cor. >

Barth e colaboradores avaliaram a composigao fisico-quimica e origem boténica de 31
amostras de mel indicadas como sendo de origem monofloral, comercializadas e produzidas
na regido Sudeste do Brasil, a fim de verificar pardmetros de qualidade. Todas as amostras
apresentaram-se dentro do limite previsto pela legislagdo brasileira para o teor de umidade.
Dez amostras apresentaram teor de aglicares redutores inferior ao previsto na legislacdo, trés
tinham nimero de diastase (unidades Schade/Gothe) inferior a 8, uma apresentou pH abaixo
do padrdo e outra apresentou teor de cinzas superior ao previsto. A andlise polinica mostrou
que cerca de 57% das amostras poderiam ser classificadas como monoflorais, correspondendo
nove amostras a mel de eucalipto (Myrtaceae) , duas a mel de aroeira (Anacardiaceae), duas a
mel de assa-peixe (Asteraceae), duas a mel de laranjeira (Rutaceae), uma a mel de cambara
(Asteraceac) ¢ uma a mel de capixingui (Euphorbiaceae). As demais amostras eram
poliflorais.

A influéncia de uma determinada espécie botanica nas varidveis fisico-quimicas
analisadas ndo foi significativa. Também foi concluido que, com alta frequéncia, os méis
comercializados como monoflorais indicam incorretamente sua origem botanica. Ainda
segundo Barth e colaboradores, méis monoflorais apresentam algumas propriedades fisico-
quimicas constantes como: cor, odor, sabor e aromas. Ja nos méis polifloral ou silvestres, as
propriedades dependem da composicdo quimica que varia de acordo com as floradas. "

De Arruda e colaboradores afirmam que as andlises fisico-quimicas sdao de
fundamental importancia na caracterizagdo de méis brasileiros, para criagdo de padrdes,
segundo fatores climaticos e floristicos de cada regido. ™

Em um estudo realizado no Brasil, na Cidade Russa, no Estado do Ceara, foi avaliado
a qualidade de 7 méis de Apis mellifera comercializados na cidade, o nimero de amostras
analisadas se justifica pelo fato que considerou apenas amostras que continham lacre e rétulo
e produzidas por apicultores locais.

As propriedades fisico-quimicas determinadas foram: hidroximetilfurfural, cinzas,
acidez, umidade, agucares redutores, sacarose aparente, umidade, pH, °Brix, coliformes totais
e termotolerantes e bolores e leveduras e os resultados demonstraram que todas as amostras
analisadas estavam em desacordo com a Instrucdo Normativa do Ministério da Agricultura e

do Abastecimento brasileiro, sendo o ensaio que mais variou o de solidos insoluveis, com



reprovacdo de todas as amostras, seguido do ensaio de cinzas, acidez, HMF e umidade. Do
ponto de vista microbioldgico, todas as amostras apresentaram auséncia de coliformes, no
entanto, foi observado contagem de bolores e leveduras em 33,33% das amostras analisadas.
45

Por outro lado, Diez e colaboradores que avaliaram amostras de mel e melato
espanhois, afirmam nao ser possivel diferenciar estes dois produtos usando parametros fisico-
quimicos (pH, teor de minerais, condutividade elétrica, teor de agucares e cor) ¢ analises
polinicas. ”°

A analise polinica também ¢ utilizada para determinar a qualidade do mel, fornecendo
informagao de suas propriedades e origem botanica. Esta analise consiste em reconhecer os
tipos polinicos encontrados nas amostras de mel, e a partir deles, chegar as espécies vegetais,
classificando o mel de acordo com o pélen presente no mesmo como monofloral ou polifloral.
Portanto, se o mel contiver mais de 98% (em relag@o a soma polinica) de polen de uma planta,
é considerado monofloral. 7

Porém, através da analise polinica ndo ¢ possivel classificar o mel de melato, devido
ao mesmo apresentar poucos graos de pdlen. Entre outras dificuldades como: diferentes
espécies de plantas produzem diferentes propor¢des de polen, a quantidade de pdlen pode
variar de estagdo para estagdo, o néctar colhido pode ser diferente em flores machos e fémeas,
abelhas podem forragear o polen sem coletar néctar, bem como em alguns casos o pélen pode
ser adicionado fraudulentamente ao mel.

No caso de mel Citrus e em algumas outras origens florais, a analise de pdlen ndo ¢é
atil, devido a quantidade de polen ser geralmente pequena e muito varidvel. '® A origem
botanica do mel, que influencia enormemente a preferéncia do consumidor permanece ainda
dificil de ser determinada.

A qualidade do mel também depende de sua composicdo quimica, principalmente
quanto aos diferentes tipos de compostos organicos, aglicares, sais minerais, proteinas e agua.

A caracterizacdo do mel pelas propriedades quimicas e sensoriais recebeu maior

~ ;1. 77-79
atencdo nos ultimos anos.

Meétodos de controle qualidade, em conjunto com tratamento
estatistico sdo capazes de classificar o mel de diferentes regides geograficas, detectar
adulteracdo e descrever caracteristicas quimicas. '""° A combina¢io da PCA (componentes
Principais) e analise polinica foi utilizada para autenticacdo de amostras de mel de acordo
com tipo de flora, embora haja dificuldade em assegurar uma correta atribuicdo da sua
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origem.



De Maria e colaboradores analisaram 72 tipos de méis de Apis mellifera de quatro
regioes do Brasil, sendo estudados os principais constituintes ndo-volateis de amostras de mel
de diferentes espécies de plantas encontradas em distintos estados brasileiros. Os niveis de
agua, acidez total, prolina livre, atividade de diastase, HMF, frutose e glicose foram
determinados, porém, nenhum composto fendlico foi investigado e relacionado a origem
botanica. *'

Em um estudo a CLAE foi utilizada para validar um método para determinacdo do
composto 5-Hidroximetilfurfural em mel e verificar a influéncia deste composto na qualidade
do produto. Foram analisadas amostras de méis provenientes do Sudoeste da Bahia, visando
uma melhor eficiéncia no controle de qualidade do produto comercializado. Das 15 amostras
avaliadas, 6 apresentaram valores conforme recomendado pela legislacdo brasileira (60 mg
kg-1) das quais somente uma dessas amostras foi estocada por um tempo superior a 12 meses.
A correlag@o entre aumento na concentragdo de HMF com o aumento no tempo de estocagem
do mel sugere perda de qualidade com o envelhecimento e possivel risco a saude dos
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consumidores.

3.9. Métodos de determinacao dos compostos fendlicos no mel

Muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar as possibilidades de
caracterizar amostras de mel de diversas origens, usando marcadores quimicos especificos
com base na analise da composi¢do quimica do mesmo, mas devido a grande variabilidade de
fatores ¢ dificil encontrar marcadores quimicos, sendo que o estudo da composigdo quimica
do mel ¢ uma importante ferramenta para determinar autenticidade, origem floral e geografica
de cada tipo de mel. '*’

Pesquisas com méis europeus demonstraram a presenca de flavonoides, tais como:
hesperitina, canferol, quercetina e crisina, bem como de acidos fendlicos: acido abscissico,
elagico, p-cumarico, galico e ferulico que proporcionam ao mel excelente capacidade
antioxidante. '**®*7  Outros compostos fenolicos como o flavonoides pinobanksina *° °
galangina e crisina ** e 4cido benzoico e cindmico * , a flavanona pinocembrina tem sido
relatados e estudados por suas atividades antibacterianas. *°

Estudos europeus relataram que a presenca de determinados compostos fendlicos pode
auxiliar na determinacio da origem floral, geografica e autenticidade do mel. ***'#-*0!
928493868894 Como por exemplo: através do estudo de mel de laranjeira verificou-se a

52,86,95

presenca do flavonoide hesperitina , 0 mel de urze apresenta o acido elagico, acido



96,52,97,98 1 83,87,96,97

abscisico , 0 mel de alecrim apresenta canfero , 0 mel de girassol apresenta o

49,99

flavonoide quercetina , o mel de castanha apresenta os acidos caf€ico, p-cumarico e

ferulico, o mel de eucalipto apresenta tricetina, miricetina, quercetina, luteolina e kaempferol
¥ ea pinocembrina, pinobanksina e crisina s3o flavonoides encontrados em prépolis.
18498390 A propolis também tem sido considerada como a principal fonte de compostos
fenolicos presentes no mel, sugerindo que a origem geografica do mel pode ser determinada a
partir do seu perfil fenélico.”’

Estes compostos sdo grandes indicadores da origem floral de cada um destes tipos de
méis, ou seja, sdo usados como marcadores florais, sendo também que a certificagdo da
origem floral através da identificagdo de compostos quimicos caracteristicos do mel de
determinadas espécies florais pode apresentar vantagens significativas em relagdo a analise
polinica atualmente utilizada. %%

A origem botanica do mel é um dos seus principais parametros de qualidade e seu
preco ¢ frequentemente relacionado com esta origem floral. Ou seja, a qualidade do mel ¢
julgada por sua origem botanica ou floral e composi¢ao quimica, sendo o seu preco baseado
sobre a sua qualidade. *>*

Ha muito interesse em desenvolver métodos analiticos que complementem a analise
do pdlen, auxiliando na determinacdo da origem floral do mel. Nesse sentido, a analise das
substancias fenolicas no mel ¢ uma ferramenta para o estudo da origem botanica e geografica.
Em particular, a combinagdo de métodos fisicos e quimicos poderia ser uma abordagem
promissora para demonstrar autenticidade dos diferentes méis.

Uma maneira de identificar compostos fendlicos em produtos naturais como o mel ¢
através das técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas. Porém, uma técnica mais rapida e eficiénte ¢ a
espectometria de massas através da obtencdo de impressdes digitais (ou fingerprintig) dos
perfis dos compostos organicos presentes no mel.

A analise de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
com o uso da extragdo em fase reversa ¢ muito usada em alimentos, extratos de plantas e
produtos apicolas. %% %3-100-102

Martos e colaboradores analisaram o contetido fenolico de diversos méis europeus de
eucalipto por CLAE como o objetivo de correlaciona-los com a origem floral e/ou geografica,
identificando os seguintes flavonoides: miricetina, tricetina, quercetina, luteolina e canferol,

sendo que a miricetina, tricetina e luteolina ndo haviam sido associadas, até¢ entdo, com
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qualquer origem floral especifica, podendo entdo ser marcadores do mel eucalipto. '



Segundo os dados da literatura, separagdo e identificagdo de compostos fendlicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi muito utilizada para estudar a origem floral e
geografica de méis. * °* " 19 A CLAE também tem sido relatada como uma alternativa para
analise dos componentes ndo-volateis que constituem os méis europeus, € que auxiliam na

60, 88, 94,96, 97 A
557 7 Eeses estudos relatam a ocorréncia de

caracterizag@o da origem floral e geografica.
padrdes de flavonoides (flavonas e flavonois) e de derivados de acidos benzdico e cinamico
como sendo importantes marcadores quimicos de méis de diferentes regides e origens
geograficas.”

Foi realizado um estudo com o objetivo de identificar o perfil cromatografico, em
acidos fenodlicos e flavonoides, e estudar a atividade antioxidante de méis de trés diferentes
espécies de abelhas: A. mellifera (africanizada), Melipona flavolineata (urugu-amarela) e M.
fasciculata (urugu-cinzenta). Foram analisadas 36 amostras de mel, sendo 12 de cada espécie
de abelha e provenientes do nordeste paraense, regido que apresenta grande diversidade de
solo e espécies botanica. Para comparar os méis das trés espécies estudadas foi usado o
tratamento estatistico HCA e PCA. Foi observada a presenca de 13 compostos fendlicos: acido
galico, acido caf€ico, acido vanilico, acido p-cumarico, miricetina, acido ferulico, acido m-
cumadrico, quercetina, acido trans-cindmico, acido o-metoxicinamico, sendo 3 ndo
identificados (Ph1, Ph2 e Ph3). Para a maioria dos méis analisados foram identificados como
compostos majoritarios o acido galico e a quercetina.

A analise dos acidos fenolicos e flavondides dos méis de Apis mellifera mostrou maior
representatividade de acido galico (35% do total da quantidade de acidos fenolicos). Os
métodos HCA ¢ ACP demonstraram que as porcentagens de acido galico, acido p-cumarico,
acido desconhecido, quercetina, acido vanilico e 4cido caféico sdo capazes de separar as
amostras de mel das diferentes espécies de abelha de diferentes regides do nordeste paraense.
De modo geral, os méis analisados apresentaram uma significativa atividade antioxidante,
principalmente os méis mais escuros que possuiram também teores mais elevados de
polifenois totais. '**

Petrus e colaboradores analisaram os flavonéides presentes em 19 méis uniflorais de
diferentes variedades e origem por cromatografia de alta performance (HPLC) acoplado a
deteccdo coulométrica eletrodo array (CEAD). Os compostos foram extraidos com resina
Amberlite XAD-2 e separado em coluna de fase reversa e fase movel em modo gradiente,
identificando os seguintes flavonoides: Quercetina, naringenina, hesperetina, luteolina,

kaempferol, isoramnetina, e galangina.



Para confirmagao desses compostos realizou-se uma analise por HPLC acoplada com
espectrometria de massas com ionizacdo eletrospray em modo negativo. Os resultados
mostraram diferencas entre as amostras de méis tanto em concentragdes ¢ perfis de
flavondides. Galangina, kaempferol, quercetina, isoramnetina, e luteolina foram detectados
em todos os méis pesquisados, enquanto hesperetina ocorreu apenas em méis de limdo e
laranja, naringenina em mel de limdo, laranja, rododendros (Rhododendron L.), alecrim e mel
de flor de cereja. '

Martos e colaboradores estudaram méis e propolis da Tunisia (norte da Africa), com o
objetivo de comparar o perfil dessas amostras com o perfil europeu e determinar a origem
geografica e floral do mel. Os resultados mostraram perfis dos compostos fendlicos
completamente diferentes daqueles encontrados nos méis europeus oriundos de diferentes
origens florais. '° Os méis europeus apresentaram um perfil de compostos fenélicos pouco
variaveis. J4 os méis da Tunisia mostraram variagdo, mesmo quando originarios de mesma
fonte floral. Ainda procurando relacionar as substancias fendlicas dos méis da Tunisia com os
marcadores quimicos dos méis europeus, o mel rosmaninho da Tunisia também apresentou
como principais constituintes o canferol e 8-metoxicanferol e o mel de Citrus da Tunisia,
também apresentou hesperetina, em quantidades similares as encontradas nos méis de Citrus
da Espanha. Também que 5 das 13 amostras demonstraram conter flavonoides derivados de
alamo, que ¢ a principal planta fornecedora de prépolis na Europa, sendo eles: pinocembrina,
crisina, galangina e pinobanksina, exatamente os méis que apresentaram maior contetido total
de fenolicos. '

Em um estudo foi comparado o conteudo de flavonodides presentes em méis de
eucalipto da Australia com os da Europa, com o objetivo de verificar se os marcadores
encontrados em méis de eucaliptos europeus estavam também presentes nas amostras
australianas. Para tanto, foram analisados por CLAE 7 amostras de Eucalyptus pilligaensis, 2
amostras de E. melliodora e 6 amostras de E. camaldulensis. Os cromatogramas das 3
espécies australianas e da espécie européia demonstraram perfis similares para a presenca de
miricetina, tricetina, quercetina, luteolina e canferol. Mas, os flavondides pinocembrina,
pinobanksina e crisina encontrados no mel europeu, ndo estiveram presentes no mel
australiano, sendo também que o mel australiano, apresentou a 3-metilquercetina que nao
havia sido relatada no mel de eucalipto europeu. '+

Em um trabalho foram investigados os acidos fenolicos como marcadores quimicos de
méis de eucalipto australiano (E. intermédia, E. ochrophloia, E. crebra, E. nubila, E.

melliodora, E. moluccana, E. camaldulensis, E.globoidia, E. largiflorens). O acido galico foi



o de maior concentra¢do encontrado em todos os tipos de méis estudados, exceto para o mel
de E. globoidia, que foi dominado pelo acido elagico. Como o acido galico ndo havia sido até
entdo relatado, ele foi indicado como marcador floral para méis de eucaliptos australianos. '’

Na Croacia em duas regides de producdo de mel de salvia (Salvia officinalis L.) foram
avaliadas 38 amostras por CLAE-DAD. Nesse trabalho foram identificados os flavonoides
quercetina, luteolina, canferol, apigenina, crisina e galangina, bem como os acidos p-cumarico
e caféico. O acido abscissico foi identificado como majoritario, podendo talvez diferenciar
esses méis de outros. **

Méis brasileiros t€ém sido analisados por CLAE-DAD e UV-visivel com o objetivo de
identificar acidos fendlicos e flavonoides em amostras de méis silvestres, de eucalipto e de
laranjeira obtidas de diferentes regides geograficas. Os resultados indicaram que existe uma
grande variag¢ao no perfil dos compostos fenolicos nos diversos tipos de méis analisados. Para
as amostras de méis silvestres foram identificados os acidos protocatecuico, para-hidroxi-
benzobico, vanilico, para-cumarico, para-metoxi-benzdico e cindmico; e os flavondides
morina, quercetina, canferol e isoquercetina. Para as amostras de méis de eucalipto foram
identificados os acidos protocatecuico, para-hidroxi-benzdico e siringico, além do flavonoide
tricetina. Para as amostras de méis de laranjeira foram identificados os acidos protocatecuico,
para-hidroxibenzdicoe para-cumarico como 0s mais representativos, e os flavondides morina,
quercetina, rutina e isoquercetina. Esta foi a primeira vez que os flavonodides isoquercetina e
canferol foram relatados em méis brasileiros. Também foram realizadas analises polinicas dos
méis monoflorais (eucaliptos e laranjeiras), a fim de se poder definir e certificar a sua origem
botdnica e as suas propriedades e os resultados demonstraram diagndstico que pode se
aproximar da verdadeira procedéncia do mel. >’

Em um estudo realizado no Chile comparou-se conteudo fendlico de méis de
diferentes origens florais, coletadas em diversos locais (Norte, Centro e Sul do Chile). As
analises foram realizadas por HPLC com detector UV ¢ a extracdo em fase solida (Amberlite
XAD-2) e a identificagdo dos compostos foi realizada por comparagdo com padrdes
analiticos. Os resultados demonstraram variagdes na concentragdo de flavondides, bem como
variagdo no potenical antioxidante, entre as amostras analisadas.

Verificou-se ainda maior quantidade de compostos fenoélicos encontrada em mel de
clima seco. Os principais flavondides encontrados foram: pinocembrin, pinobanksin,
quercetina, kaempferol, crisina, galangina e outras duas flavanonas nio identificadas. '*® Esses
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compostos também foram encontrados na propolis. Os flavonoides Pinobanskina e

kaempferol sdo normalmente identificados em méis chilenos. O 4acido elagico também



aparece com frequéncia tendo sua origem mais provavel no néctar de eucalipto ou na propolis.
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Lianda descreveu em 2004 pela primeira vez, a presenca de flavondides em méis
brasileiros, sendo analisados dois méis de laranjeira de Sdo Paulo. Uma das amostras
apresentou acidos fenolicos, os flavonodides morina e quercetina; e outro mel apresentou
quercetina e rutina. Duas amostras de méis silvestres, uma de Sao Paulo apresentou morina e
quercetina, enquanto outra do Rio de Janeiro apresentou apenas a morina.

Os perfis cromatograficos das substancias fenolicas para os méis monoflorais
(laranjeira), oriundos de diferentes regides geograficas, ndo sofreram alteragdes qualitativas
drasticas, quando comparados aos méis heteroflorais (silvestres), que apresentaram um perfil
para os compostos fenolicos variados.

A ocorréncia dos acidos protocatecuico € p-cumarico em quatro amostras de méis de
laranjeira indicou que estas substancias poderiam ser usadas como marcadores quimicos
destas espécies. Para os méis polifloral (silvestre) nao foi observada a presenga constante de
nenhum dos acidos estudados, de forma que pudessem ser considerados possiveis marcadores.
109

Ha varios trabalhos que estudaram a origem geografica e composicdo quimica da
propolis como em um estudo que analisou a propolis verde do sudeste do Brasil. Os
resultados confirmaram a origem vegetal da propolis dessa regido como sendo a Baccharis
dracunculifolia (Alecrim), formando apenas um grupo. Essa propolis é rica em acidos
fenolicos, especialmente derivados prenilados do 4cido p-cumérico. %!

Na propolis brasileira foram identificados diversos compostos como o flavonoide
canferida, os compostos fenolicos artepelina C, benzofuranos ''* e esteres de acido cinamico
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prenilado como o 4cido 3-prenil-cinamico . Mono e sesquiterpenos foram encontrados

na propolis verde como: o farnesol''?, esteres de acidos graxos de cadeia longa, o acido 3-
hidroxiestedrico, e o triterpenoide pentaciclico lupeol. '

Outros compostos foram dectetados em propolis verde e também em outros tipos de
propolis brasileira, ¢ de acordo com alguns pesquidores a origem botanica € a principal
responsavel por essa diferenca quimica, mas ha outros fatores, pois verificaram que as
diferencas sdo notaveis em amostras de lugares distantes, mas também de propolis de mesma
localizagdo. ''* Esse fato ¢ constatado para amostras de propolis européias, bem como para
propolis verde. ¢
Os trabalhos mencionados nesta revisdao usaram a técnica da CLAE com os mais

variados tipos de detectores para estudar os compostos fendlicos presentes em méis ou



propolis. No entanto, hd poucos trabalhos publicados que tenham estudado os acidos
organicos minoritarios de méis do Brasil. Também ndo foi encontrado nenhum trabalho que
utilizasse a impressdo digital do mel por ESI-MS, bem como, que analisasse um nimero
consideravel de amostras de uma mesma regido buscando a obteng¢do do perfil quimico do
mel.

A técnica de LC-MS/MS com ionizagao por electrospray e analisador de massa triplo
quadrupolo, foi utilizada para determinar residuo de cloronfenicol em amostras de leite e mel,
como uma alternativa eficiente ¢ adequada a determinagdo de residuos de antibidticos em
matrizes de alimentos. A técnica conferiu a metodologia baixos limites de deteccdo e
quantificacdo, sendo que os resultados mostraram que a técnica de LC-MS/MS ¢ uma
ferramenta analitica de alta especificidade, detectabilidade e autoconfirmatéria na
determinagdo dos analitos em matrizes de alimentos. *°

Através da LC-MS/MS em modo negativo de ionizagdo foram analisados os
compostos fendlicos presentes em plantas como: o alecrim, orégano, salvia, manjericdo e
tomilho. Dentre os compostos identificados citam-se os derivados do &cido hidroxicindmico:
acido caféico (m/z 179.03), acido clorogénico (m/z 353.09), acido p-coumarico (m/z 163.04),
acido rosmarinico (m/z 359.08), acido ferulico (m/z 193.05), acido caféico hexosido (m/z
341.10) e acido dicafeoilquinico (m/z 515.10), derivados do acido hidroxibenzoico: acido
galico (m/z 169.01), acido siringico (m/z 197.04), acido vanilico (m/z 167.04), acido
protocatecuico (m/z 153.02) e acido 4 - hidroxibenzoico (m/z 137.02), flavondides: apigenina
(m/z 283.1), luteolina (m/z 285.03), apigenina-7-O-glucosido (m/z 431.09), luteolina-7-O-
glicosideo (m/z 447.09), galocatequina (m/z 305.06), phloridzina (m/z 435.12), quercetina
(m/z 301.0349) e rutina (m/z 609.14) e terpenos fenolicos: timol (m/z 149.09) carnosol (m/z
345.20) e acido carnosico (m/z 244.2). A identificagdo dos compostos fenolicos foi realizada
por comparagio dos tempos de retengio e espectros de massa com padrdes analiticos. '

M¢éis da Eslovénia foram analisados quanto ao perfil de flavondides. Os mesmos
foram extraidos por SPE e analisados por espectrometria de massa de ioniza¢do por
electrospray acoplado a cromatografia liquida com detec¢do de diodos (LC-DAD-ESI/MS).
Foram identificados miricetina, luteolina, quercetina, naringenina, apigenina, kaempferol,
pinocembrin, crisina ¢ galangina, pinobanksina em amostras semelhantes, mas
quantitativamente diferentes.

Também foram identifacados dois isdOmeros de acido abscisico, o cis-trans-acido
abscisico e o trans-trans-acido abscisico. A analise ndo mostrou nenhum composto especifico

para ser usado como marcador para a determinacao das origens botanicas de diferentes tipos



de mel esloveno, mas classificou corretamente 85% das amostras de mel de acordo com suas
origens botanicas. Neste estudo foi concluido que a LC-DAD-ESI/MS ¢é uma poderosa
ferramenta para a identificagdo e quantificacdo de flavondides em mel e que para ser possivel
identificar algum marcador quimico é necessario analisar um maior nimero de amostras de
mel em estudos adicionais, bem como determinar os contituintes fitoquimicos como acido
fenolico, flavondides glicosilados e uma abordagem estatistica (analise multivariada) para
verificar as semelhancas entre as amostras. ®

A literatura apresenta um trabalho que utilizou-se da micro-extragdo em fase solida
através do headspace e cromatografia gasosa (HS-SPME-CG) para a identificagdo da origem
floral de méis brasileiros a partir da caracterizagdo quimica de sua fracdo de volateis. Foram
avaliadas 90 amostras de méis brasileiros de vinte origens florais diferentes e varias
procedéncias. Os resultados demonstraram que cada tipo de mel apresentou um perfil
cromatografico diferente. Foram identificados potenciais marcadores para os méis de
eucalipto (Eucalyptus sp), laranja (Citrus sp), assa-peixe (Vernonia polianthes), cambara
(Lantana montevidensis), morrao de candeia (Croton sp) e marmeleiro (Cydonia vulgaris). Os
resultados obtidos mostraram que SPME-CG ¢ util na tipificagdo de méis e pode
eventualmente ser utilizada na sua certificagio. '*'

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa tandem
com ionizacdo eletrospray em modo negativo (ESI-MS/MYS) foi utilizada para a separagao de
onze flavonoides agliconas de ocorréncia natural, que pertence a classe das flavonas,
flavonois e flavanonas. A fim de resolver os espectros MS/MS obtidos, cada composto foi
investigado novamente por infusdo diretamento no espectrometro de massas de ions trap.
Através dos espectros MS" os pesquisadores proporam explicagdes para as fragmentagdo dos
flavondides, apoiado pelas analises complementares de cinco agliconas de flavonodides
sintéticos. Os ions negativos ESI-MS/MS demonstraram comportamentos diferentes em
comparacdo com estudos descritos utilizando a ionizagdo de ions positivos por varias
técnicas. A fragmentagdo via retro Diels-Alder (RDA) apresentou anions estruturalmente
informativos e especificos no modo negativo de ionizagdo. Foram observadas perdas neutras
de CO, CO; e C30, que parecem ser caracteristica do modo negativo de ionizagdo. Desta
forma, concluiram que os resultados e as incomuns perdas neutras, mostram que o modo
negativo de ioniza¢do ¢ uma poderosa ferramenta complementar do modo de ions positivo
para a caracterizagdo estrutural de flavonodides por ESI-MS/MS. Este foi o primeiro estudo

realizado em modo negativo de ionizagdo, demonstrando que para a analise fitoquimica de



plantas, o modo de ion negativo ¢ mais seletivo e mais sensivel do que o modo de ions
positivos. '*

Os compostos fendlicos em mel de trigo, acacia e melato, também foram estudados
utilizando a cromatografia liquida acoplado a espectrometria de massas, sem a separacdo dos
acucares ou uso de procedimento de limpeza. Foi possivel identificar diferentes compostos
fenolicos: rutina, miricetina, naringina, naringenina, quercetina e apigenina. '

Em outro estudo os compostos fendlicos do mel foram obtidos utilizando a extracao
liquido-liquido (acetato de etila) e como técnica analitica a espectrometria de massas com
analisador quadrupolo e Tempo de voo acoplado a cromatografia liquida de ultra performance
(UPLC-Q/TOF-MS), e desta forma foi possivel verificar a presenca de diferentes acidos
fenolicos e flavondides, ou seja, os espectros de massas registraram 37 acidos fendlicos e
flavonodides descritos na literatura e ao empregar o software ChromaLynx para o tratamento
dos dados 34 destes compostos fendlicos foram identificados rapidamente e claramente e
ainda ao combinar o tempo de retencdo com a massa molecular exata, identificaram varios
compostos que nio podem ser detectadas por detecgdo de diodos. '**

Como a composi¢do quimica do mel depende da fonte floral, é razoavel esperar que
méis produzidos em regides diferentes, onde a flora disponivel para as abelhas ¢ diferente,
apresentardo composicao fitoquimica diferente. Desta forma, o presente estudo pretendeu
determinar e comparar o perfil quimico do mel produzido nas diferentes regides do Parana e,
realizar sua tipificagdo de acordo com esse perfil. Conhecendo-se o perfil dos compostos
organicos do mel de cada regido do Parana, o mesmo podera ser utilizado como uma

informacao auxiliar na rastreabilidade e controle de qualidade do mel.

3.10. Espectrometria de massas (EM)

3.10.1. Descricao da técnica

A espectrometria de massas (“Mass Spectrometry””) é uma poderosa ferramenta que
foi usada, no principio, na determinagdo de massas atdmicas e, vem sendo empregada, na
atualidade, na busca de informagdes sobre a estrutura de compostos organicos, na analise de
misturas organicas complexas, na quantificacdo de materiais conhecidos, na analise elementar
e na determinagdo da composi¢do isotopica dos elementos. E uma técnica largamente
utilizada pelos quimicos na analise de moléculas de diversas massas molares, sendo uma
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técnica destrutiva da amostra.



A grande sensibilidade do método faz com que seja rotineiramente usada na analise de
substancias em baixa concentragdo, como no caso do doping, controle de alimentos e
medicamentos, contamina¢do ambiental, entre muitas outras aplicagdes.

A deteccao de compostos pode ser conseguida para quantidades tdo pequenas como
10"° g para um composto de massa de 1000 Dalton. Isto significa que os compostos podem
ser identificados em concentracdes muito baixas (uma parte em 10'%) em misturas
quimicamente complexas. '**!%

Os principios cientificos em que a técnica se baseia sdo simples. A esséncia da técnica
envolve a geracdo de ions que sdo depois detectados. A sofisticagdo surge nos métodos que
sdo usados para a geracdo desses mesmos ions e no modo de analisa-los.

A EM realiza a analise em fase gasosa nem sempre, de &tomos ou moléculas de uma
amostra que sdo ionizados e separados de acordo com a razdo massa/carga (m/z) quando

submetidos a condigdes especificas de um campo elétrico e/ou magnético. '**!%°

3.10.2. Instrumentacio

Um espectrometro de massas é composto pelos modulos principais: fonte de ions,

analisadores de massas (m/z) e os detectores (Figura 09), sob altovacuo.

Tonizacdo Separacdodos ions (m/[z) Deteccdodos ions
El - Quadrupolo - Multiplicadora de e-
-1c -TOF - microcanais
-ESI - Setor magnetico -MCP
-APCI -lontrap
- MALDI

Arquivo e

Manipulacio -
dos dados ‘
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amostra S i
- Plasma i

Espectro de Massas

Figura 09. Representagio esquematica de um espectrometro de massas. ‘2!

As andlises em um espectrometro de massas podem ser realizadas por infusao direta
da amostra na fonte de ionizagdo ou por introdugdo em coluna cromatografica, através do
acoplamento da cromatografia liquida ou gasosa ao espectrometro de massas. Ha varios tipos
de fontes de ionizag¢do ¢ de analisadores de massas possiveis de serem usados na

espectrometria de massas, mas neste trabalho serdo apresentados a fonte de ionizagdo



eletrospray e o analisador triplo quadrupolo, utilizados para a realizacéo deste projeto.
3.10.3. Espectrometria de massa com ioniza¢ao por eletrospray (ESI)

O “eletrospray” é conhecido como um modo de "ionizagdo branda" que significa que
os ions formados possuem baixa energia interna, o que permite a observacdo de espécies
ionicas moleculares com pouca ou nenhuma fragmentagao, permitindo com isso a producao
de ions com base em compostos de alta massa molecular e nao-volateis, incluindo proteinas,
nucleotideos e polimeros sintéticos, sendo por isso uma técnica muito usada em investigagcao
bioldgica, bioquimica, farmacéutica e médica.'**'26:127:128

A ionizagdo por eletrospray possui caracteristicas que fazem com que seja considerada
uma técnica distinta das outras técnicas de ionizac¢ao, tais como:

e Produz ions multiplamente carregados, com nimero de cargas elevadas,
reduzindo, assim a razdo m/z, de tal modo que seja possivel analisar compostos de elevada
massa molecular até centenas de kDa, em praticamente todo o tipo de analisadores;

e A amostra deve ser introduzida em solugo, o que faz com que seja possivel o
acoplamento com muitas técnicas de separacao;

e A fonte de ionizagdo por eletrospray encontra-se a pressdo atmosférica e a
evaporagdo do solvente é muitas vezes completada por intermédio de um fluxo contra
corrente de um gas, em geral, nitrogénio. Os ions gerados sdo depois transferidos desta
zona de alta pressdo para a zona de alto vacuo do analisador de massa. Portanto, a
ionizagdo por “eletrospray” envolve a formacdo de um “spray” eletrostatico, a partir do
qual sdo geradas pequenas gotas carregadas e destas sdo liberados os fons. '**'** A figura
a seguir demonstra a saida dos ions pelo capilar do eletrospray indo em direcdo ao cone

de amostragem.
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Figura 10. Demonstragdo do spray, com a passagem dos ions formados em direcdo ao

cone (fonte: Manual de operagdes da Waters).

3.10.4. Tipos de ions formados na ionizacdo por eletrospray

Diversos processos ocorrem na fonte de electrospray capazes de gerar ions sendo eles:
reagdes 4cido-base, complexagdo com cations ou 4nions e/ou reagdes redox. '2'*® Dessa
maneira ¢ possivel gerar trés tipos de ions: ions moleculares, moléculas
protonadas/desprotonadas (ions guasi-moleculares) e moléculas cationizadas ou anionizadas.
Para moléculas organicas com sitios acidos ou basicos, a ionizacdo em ESI geralmente ocorre
através de reagdes acido-base gerando ions moleculares protonados [M+H]" ou desprotonados
[M-HJ".126:128

Embora a protonagdo e a desprotonacdo de uma substincia sejam processos que
ocorrem simultaneamente dentro do capilar, a extensdo dos mesmos depende, dentre outros
parametros, da estrutura da substdncia e do solvente. Substancias que apresentam
grupamentos basicos, principalmente aminas, amidas e ésteres, normalmente sdo analisadas
no modo positivo, devido a facilidade com que as mesmas sdao protonadas. Por outro lado,
substancias contendo fungdes acidas, tais como acidos carboxilicos e fendis, sdo mais
facilmente desprotonadas e, consequentemente, sio analisadas no modo negativo. '**

Por exemplo, o farmaco Ibuprofeno, de massa molar 206 g/mol, ao ser analisado no
modo de ionizagdo negativo apresenta seu ion molecular com a relagao massa/carga (m/z) 205

devido ao processo de desprotonacio (Figura 11). '**

CH, CH,
CH; —> CH; N
OH O
H3C H3C
MASSA MOLAR 206 g/mol [M-H]” 205 m/z

Figura 11 . Processo de desprotonacdo (modo negativo de ionizagdo) do Ibuprofeno.
No modo positivo de ionizagdo ¢ adicionado um fon com carga positiva (H') na
molécula, formando o fon molecular [M+H]". Exemplo: o farmaco Lidocaina de massa molar

234 g/mol, apresentaré o fon m/z 235 (Figura 12). '**
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Figura 12 . Processo de protonagdo (modo positivo de ionizagao) da Lidocaina.

Nestas fontes de ionizagdo, também pode ocorrer a formagao de adutos entre os ions
moleculares e Na', K, NH4", HCOO™ ¢ CH;COO", que sdo espécies idnicas presentes na fase

movel provenientes dos modificadores adicionados a elas. 2!2% 124 127.128.126

3.10.5. Analisador de massas triplo quadropolo

Os ions, apos serem gerados na fonte de ionizagdo, sdo separados pelo analisador de
massas. Os analisadores dependem em geral da aceleragdo dos ions, por isso, a separagdo dos
mesmos ocorre de acordo com a relagdo massa-carga (m/z), e ndo apenas em funcdo de suas
massas. As trés principais caracteristicas de um analisador sdo:

e Limite de massa: € o valor mais alto de massa que pode ser medido, ¢ geralmente
expresso em Daltons (Da) para um ion de carga unitaria (z = 1);

e Transmissdo: ¢ a razdo entre o nimero de ions que chegam ao detector e os ions
produzidos na fonte;

Resolugdo em massa: ¢ a capacidade de produzir dois sinais distintos para dois
ions com uma diferenga de massa pequena (R=m/Am).

O analisador de massas triplo quadropolo ¢ uma inovagdo da técnica de espectrometria
de massas, depois dos métodos brandos de ionizagdo, chamado de Espectrometria de massas
em “tandem” ou MS/MS, utilizada para identificar compostos desconhecidos, quantificar
compostos conhecidos e auxiliar na elucidagdo estrutural de moléculas. '***%

Para ser possivel a andlise em tandem, sdo necessarios equipamentos apropriados
que permitam o acoplamento de analisadores de massas, sendo as configuragdes mais comuns
os triplos quadrupolos (Q-Q-Q), que sdo equipamentos que apresentam trés analisadores em
sequéncia.

O primeiro analisador (MS1) seleciona o ion precursor que em seguida passa pelo
segundo quadrupolo chamado de cela de colisdo, que ¢ uma cdmara adaptada para realizar a

fragmentagdo do ion precursor. O modo mais comum de se obter fragmentos ¢ através da



dissociagdo induzida por colisdo (CID — collision induced dissociation). A cela de colisdo ¢
preenchida com um gas inerte, como argdnio, onde os ions sdo acelerados pela aplicagao de
altos campos elétricos para uma regido de alto vacuo no interior do segundo quadrupolo, que
sofre repetidas colisdes com o gas argdnio, até ocasionar sua fragmentagdo, conduzindo a
formacdo dos ions produto. Os fragmentos formados serdo analisados pelo terceiro
quadrupolo (segundo analisador - MS2) antes de chegar ao detector, ¢ 3124125, 136.127.128 A
energia de colisdo pode ser controlada através do ajuste de voltagem entre a fonte de ions ¢ o
segundo quadrupolo .'**

Para melhorar a eficiéncia no transporte de ions, alguns instrumentos foram
construidos com um hexapolo adicionado antes do primeiro quadrupolo, logo ap6s o cone de
extragdo. Ou seja, os ions primeiro passam pelo hexapolo, em seguida passam por um pré-
filtro e sdo direcionados ao primeiro quadrupolo'?, seguindo o processo normal descrito

acima e demonstrado na figura a seguir.

Cone de anostra
Ay

(A)

Qe . P
, . - :
G ZRAIEHRE ] Wﬁ~
de (74 i~
et Detector
1® anaiisador  Camara de cofisdo 2" analisador
Seleciodo Selegdo de fragmentos

Ioh precursor

Figura 13. Representag@o esquematica de um analisador de massa com um hexapolo
seguido de triplo quadrupolo preparado para tandem-MS (A) Triplo quadrupolo (B) Processo
de selecdo do ion precursor seguida de sua fragmentagdo (fonte: Manual de operacdes da

Waters).

Os analisadores descritos anteriormente possuem as vantagens de possuir alta
especificidade, precisdo e exatiddo, que torna possivel a analise de misturas complexas, alta
sensibilidade, principalmente no modo MRM (Monitoramento de Reagdes Multiplas),

tornando possivel a quantificag@o de espécies em nivel de tracos.



A desvantagem do analisador de massas quadrupolo é a baixa resolu¢ao (R= 3000-
5000) e o fato de ser limitado a dois estagios de analise de massas (MS?), trabalhando com
uma razao massa/carga menor que 4000.

Na EM ¢ possivel a aquisicdo de dados no modo SCAN (Varredura) utilizado para
analise qualitativa ¢ modo MRM (Monitoramento de Reacdes Multiplas), utilizado para
analises quantitativas. Para trabalhar neste 0iltimo modo ha necessidade do acoplamento do
espectrometro de massas com a cromatografia liquida (LC-MS/MS). O modo SCAN ¢ ideal
para obter informagdo estrutural dos compostos, mapa de fragmentagdo, diferenciagdo de
isdmeros e identificacdo de peptideos, além disso, ¢ utilizado para obter impressdes digitais
de amostras.

3.10.6. Detector

O detector mede a abundancia de elétrons gerados pelos ions, para cada relagdo m/z. A
maioria dos sistemas de MS usa algum tipo de multiplicador de elétrons como detector,
combinado a um amplificador de sinal. O registro de todas as m/z detectadas durante a
varredura constitui o espectro de massas. Ou seja, os detectores funcionam pela conversao dos
feixes de ions em sinais elétricos, que podem ser armazenados e traduzidos em imagens.

O detector depende do tipo de analisador e no triplo quadrupolo sdao utilizados
normalmente os detectores fotomultiplicador ¢ o multiplicador de elétrons, sendo que o
ultimo, utilizado neste trabalho, possui o multiplicador de elétrons. O mesmo funciona pela
emissdo de elétrons secundarios produzidos por dinodos quando os ions provenientes dos
analisadores chocam-se a eles. Potenciais mais altos nos dinodos de conversao sdo utilizados

’ : TS B 124,126
para acelerar ions de massas altas e assim melhorar a sensibilidade. ™

3.10.7. Cromatografia liquida de Ultra performance acoplado a Espectrometria

de Massas UPLC-MS/MS

O espectrometro de massas com fonte de ionizacdo eletrospray € extremamente
compativel com a técnica de cromatografia liquida, pois combina as vantagens da
cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separacdo) com as vantagens da
espectrometria de massas (obtencdo de informagdo estrutural, massa molar e aumento
adicional da seletividade). O acoplamento dessas duas técnicas gera o sistema conhecido

como LC-MS/MS. 2



Atualmente existe o sistema cromatografico conhecido como UPLC (ultra
performance liquid chromatography), que € a sofisticacdo do sistema CLAE (“high
performance liquid chromatography”). Este sistema diminui o tempo ¢ custo da andlise, além
de melhorar a qualidade dos resultados, permite que os cromatografos trabalhem com
eficiéncias mais altas em uma variagdo mais ampla de velocidades lineares, taxas de fluxo e
contrapressoes. 124.123.126.127

O sistema LC-MS/MS nao ¢ ideal para identificagdo e sim separagdo dos compostos e
quantificacdo. No entanto, a identificagdo de compostos é conseguida pelo uso de padrdes
analiticos, através da comparacao dos tempos de reteng@o e obtengdo de espectros de massas.
126 A coincidéncia de tempos de retengdo entre o analito ¢ o padrdo no confirma a estrutura
do analito. '*'**'*" A confirmagio estrutural pode ser obtida comparando os padrdes de
fragmentagao e intensidade relativa dos ions com padrdes analiticos ou com dados de banco

124 126127 A figura a seguir representa uma separagio cromatografica de uma

de espectros.
amostra complexa, evidenciando a separacao dos diferentes compostos presentes na amostra ¢

seus respectivos espectro de massas, ou seja, os ions que geraram cada banda cromatografica.
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Figura 14. Separagdo cromatografica e seu respectivo espectro de massas

(http://www.waters.com).

A maioria dos estudos publicados com o uso da técnica de LC-MS/MS para andlise de
compostos organicos em mel ou propolis utiliza a fase mével em modo gradiente de eluigéo,
devido a complexidade da amostra estudada. Diversas fases moveis tém sido utilizadas, mas a
mais comum ¢ composta por sistemas bindrios contendo um componente aquoso € um
solvente orgdnico menos polar. Por exemplo, um método disponivel para a andlise de
compostos fenolicos em mel é um gradiente de fase reversa usando como fase movel uma

solugdo aquosa de acido formico e metanol. 2



3.10.8. Fingerprinting de amostras complexas

O fingerprinting ou "impressao digital" ¢ um grafico da abundéancia relativa de ions em
um feixe, em funcdo de seus valores de m/z. Para um composto, seu espectro de massas ¢
chamado de impressdo digital da substancia, pela inexisténcia de duas substancias com o
mesmo espectro de massa. Essa propriedade faz com que a identificacdo da substancia
presente na amostra seja considerada inequivoca e incontestavel e é obtido no espectrometro
de massas no modo de analise conhecido como varredura (MS Scan).

Quando a amostra analisada ¢ composta por uma mistura complexa de substancias
quimicas, a impressdo digital da amostra fornece ions moleculares dos compostos presentes
na amostra e, portanto, da informagdo qualitativa sobre sua composi¢do quimica. Dessa
forma, ¢ possivel a analise de um conjunto de amostras de forma rapida, possibilitando a
avaliagdo de um grande e diferente nimero de compostos (ions m/z).

Na analise por impressdes digitais ndo ha necessariamente a intengdo de identificar
cada composto detectado, mas sim de comparar e classificar perfis que podem identificar
substancias discriminantes ou marcadoras de um determinado grupo de amostras. Neste
trabalho analisaram-se diferentes amostras de mel de abelha Apis mellifera obtendo-se as
respectivas impressoes digitais, verificando os perfis dos compostos organicos presentes no
mel, em busca de ions ou aspectos caracteristicos do mel do Estado do Parana que possam ser
vinculados ao local de producao do mel.

Com o uso da ESI-MS e analisador triplo quadrupolo ¢ possivel obter as impressdes
digitais por infusdo direta das amostras no espectrometro de massas, sem nenhum método de
separacao. A impressao digital é obtida em questdo de segundos para cada amostra em ampla
faixa de relagdo m/z, onde cada impressdo digital possui caracteristicas proprias,
proporcionando que esta técnica seja utilizada para analise qualitativa e exploratoria de
amostras. No geral, um estudo por impressdo digital segue o esquema representado a seguir,

sendo este o utilizado neste trabalho.
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Figura 15. Esquema geral de analise por impressdo digital.

Ha muitos trabalhos na literatura com o uso da espectrometria de massas com fonte de
ionizacdo eletrospray para caracterizagao por impressoes digitais dos mais variados produtos,

129’130, uisque 21, cerveja

como na analise de extrato de produtos naturais 2, vinho **, propolis
22 perfume. !

A ESI-MS por impressdo digital foi utilizada para determinar os componentes
principais de extratos de plantas, sendo possivel através desta técnica detecta-los rapidamente,
utilizando pequenas quantidades de amostra em baixas concentragdo das seguintes plantas
investigadas:  antocianinas  (Vaccinium  myrtillus), isoflavonas (Glicina, soja),
flavonolglicosides e terpenos (Ginkgo biloba), triterpenos (Centella asiatica), cafeoil-quinico
acidos (Cinara scolimus, alcachofra), ginsenosides (Panax ginseng), catequinas (Camellia
sinensis, o cha verde) e flavonas e flavanonas (Propolis).*®

Um grupo de pesquisadores utilizou a espectrometria de massas com ionizagdo por
eletrospray em modo negativo para comparar amostras de propolis de abelhas Apis mellifera
de diferentes regides do Brasil com amostras de propolis das abelhas nativas, Tetragonisca
angustula (jatai), com o objetivo de estabelecer a provavel fonte vegetal para a propolis
produzida pelas abelhas nativas. Foram analisados diversos extratos de plantas visitadas por
essas abelhas. >’ Os resultados demonstraram que a composi¢do quimica da propolis da Apis
mellifera ¢ dependente da regido, enquanto que, a propolis de abelhas nativas mostra
composicdo quimica constante, independente da regido, e diferente de todas as amostras de

propolis de Apis mellifera. Tal resultado sugere que as abelhas nativas da espécie T. angustula



retiram a resina para a producdo da propolis de uma Unica fonte vegetal, sugerindo ser a

. . . . . . . 2
Schinus terebenthifolius, conhecida como aroeira e comum em todo o territério nacional. 7

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Obtencao das amostras de mel

Foram analisadas 82 amostras de mel de abelha Apis mellifera provenientes das
regides norte, nordeste, sul, centro-oeste, sudeste ¢ do litoral do Parand. Também foram
analisadas trés amostras de mel de abelha Jatai (Tetragonisca angustula angustula)
provenientes da mesorregido Oeste (Toledo, Cascavel e Nova Santa Rosa). As amostras foram
adquiridas dos apicultores e comércios locais. A aquisicdo das amostras foi continua desde
Janeiro de 2011 a Marco de 2012. Os méis foram devidamente armazenados em refrigerador a
aproximadamente 8§°C em embalagens de polietileno. Todas as amostras foram identificadas,

transportadas e armazenadas sob o abrigo de luz e calor, até¢ o momento das analises.

4.2. Reagentes e Solucoes

Os seguintes padrdes analiticos foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha): acido caféico, acido galico, acido vanilico, canferol, quercetina, acido p-
cumadrico, acido clorogénico, acido fertlico, 4cido sinapinico, hesperitina, hesperidina,
salangina. As solucdes estoques dos padrdes dos acidos organicos foram preparadas na
concentracao de 100 ug/mL pela dissolugdo em agua ultra-pura e metanol. As solugdes foram
conservadas sob refrigeracdo, a aproximadamente 2 °C e protegidas da luz. Todas as solucdes
foram filtradas através de membranas de 0,45 um (Millipore) e desgaseificadas antes da sua
utilizagao.

Os demais reagentes utilizados foram: metanol - grau LC (Carlo Erba, Mildo, Italia),
acido cloridrico 37%- PA, ACS (Merck, Darmstadt, Alemanha), hidroxido de amodnio - ACS
para andlise (Carlo Erba, Mildo, Italia), dgua ultra pura (Gehaka, Kansas City, KS, EUA).
Para extragdo em fase solida utilizaram-se cartuchos Strata-X (500mg/3mL) obtidos da

Phenomenex.



4.3. Extracio das Amostras

ETAPA 1 - Pré-tratamento das amostras de mel

Foram pesados 5 g de cada amostra de mel e dissolvidos em 20 mL de uma solugdo
aquosa de acido cloridrico de pH 2,0. Para completa dissolucdo, as solucdes foram agitadas
durante 5 minutos em agitador de tubos (Phoenix AP56) e em seguida filtradas com auxilio de

funil de filtracdo e algodao para remocao de particulas sélidas.

ETAPA 2 - Extracao dos compostos organicos em fase solida

Para a remocao dos agticares do mel e concentragdo dos compostos organicos utilizou-
se a extragdo em fase solida (SPE) em cartuchos Strata-X (500 mg/3mL) Phenomenex C;g. Os
cartuchos foram acondicionados por lavagem com 6 ml de metanol grau LC, seguido de 6 mL
de agua ultrapura ¢ 6 mL de uma solugdo aquosa de HCI pH 2,0. O processo de eluigdo foi
auxiliado por centrifugagdo a 1000 rpm durante 1 mim (Eppendorf 5810 R). A capacidade em
volume dos cartuchos utilizados é de 3 mL. Portanto, para cada solugdo a eluicao foi realizada
por 3 vezes com volumes de 2 mL, totalizando 6 mL para cada eluente.

Os filtrados obtidos para as amostras de mel através do processo de clean-up (Etapa 1)
foram aplicados nos cartuchos ja equilibrados com a solu¢ao de HCI pH 2,0 e eluidos com 6
mL dessa mesma solug¢do acida. Em seguida, realizou-se a lavagem com 6 mL de agua
ultrapura, para remover todos os aglicares e outros constituintes polares presentes na amostra.

Os acidos organicos absorvidos no cartucho foram eluidos com 6 mL de metanol grau
LC. A solucdo resultante foi concentrada no concentrador liquido-liquido sob fluxo de
nitrogénio com aquecimento em banho-maria a temperatura de 45 °C (Tecnal TE-0195),
obtendo-se dessa maneira o extrato dos compostos organicos presentes no mel. As amostras
foram todas extraidas em duplicatas e as impressodes digitais por ESI(-)-MS foram obtidas

para cada amostra de mel.
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Figura 16. Fluxograma do processo de extracdo dos compostos organicos do mel.

4.4. Condicoes analiticas do espectrometro de massas

As analises foram realizadas no laboratorio do Centro de estudos Biofarmacéuticos —

Biocinese, localizado em Toledo — PR, usando um espectrometro de massas em tandem

(ESI(-)-MS/MS) de Marca Waters - Quattro Premier XE (Waters, Milford, MA, USA),

equipado com fonte de ionizacdo ESI,

MassLynx 4.1 e

analisador de massas triplo quadropolo, software

ionizagdo electrospray em modo de ioniza¢do negativo (ESI-) com as

seguites condigdes de analise: gas do cone 100 L/hr, gas de dessolvatacdo (nitrogénio) 700

L/hr, voltagem do capilar -4,00 kV, voltagem do extrator 4 V, temperatura da Fonte 110 °C,

temperatura de dessolvatagio 400 °C, voltagem do cone variou entre -10 a -40 V e a energia

do gas de colisdo (argdnio) variou de entre 10 a40 V.

4.5. Obtencio dos ESI-MS e ESI-MS/MS das amostras e padroes analiticos

Para obtengdo das impressoes digitais ESI(-)-MS) os extratos foram reconstituidos em

2 mL de uma solugdo de hidroxido de amdnio 0,5% v/v em metanol 50% v/v e injetados por

infusdo direta no espectrometro de Massas com auxilio de seringa de volume de 250 pL

(Harvard Apparatus, Natick, MA) em fluxo de 20 pL/min. Em seguida, os ions de maior

intensidade (maior que 25%) foram selecionados e submetidos a colisdo por argdnio (CID)

para obtengdo dos ESI(-)-MS/MS.

Para a obteng@o dos espectros dos padrdes analiticos, preparou-se uma solugdo de 100

ng/mL em metanol 50% v/v de cada padrido que foram injetados por infusdo direta no




equipamento, obtendo-se primeiramente os ESI(-)MS seguido dos ESI(-)MS/MS.

4.6. Condicoes para analise por UPLC-MS/MS

Para separar os compostos organicos foi usado um cromatdgrafo liquido de ultra
performace acoplado ao espectrometro de massas em Tandem. As condi¢des do
espectrometro de massa utilizada para as analises foram as mesmas citadas acima. Utilizou-se
cromatografo liquido da marca Waters, sistema UPLC, modelo Acquity (Waters UPLC
Acquity™ - Milford, MA, USA).

A coluna utilizada foi de marca Waters, Modelo Acquity UPLC® BEH, C18 (50 x 2,1
mm, 1,7 mm). A eluigdo foi realizada em modo gradiente linear com fluxo de 0,25 pL/min,
iniciando com uma propor¢ao de 78% de uma solucao aquosa de acido formico 0,2 % v/v e
22% de metanol, mantendo-se essa condigdo por 3 minutos, iniciando um gradiente linear até
100% de metanol por 10 minutos. A condigdo final de 100% de metanol foi mantida por mais
dois minutos e aos 16 minutos de corrida retornou-se a propor¢ao inicial, mantendo até o fim
da corrida que teve um tempo total de 26 min. As condigdes cromatograficas estdo
sumarizadas na tabela 02 e o gradiente utilizado na tabela 03.

Tabela 02. Condi¢des cromatograficas para analise dos extratos de mel por UPLC-MS/MS

Condicoes Cromatograficas
Sistema — Modelo - Fabricante UPLC - Acquity — Waters
Detecgao Espectrometria de Massas
Fase movel Metanol: Acido Férmico 0,2%
Bomba A Acido Formico 0,2%
Bomba B Metanol grau LC
Fase movel: propor¢ao Gradiente Linear
Fluxo (mL/min) 0,25 mL/min
Temperatura do Auto Injetor 6°C
Temperatura da Coluna 40 °C
Volume de Injegdo S uL
Tempo total de corrida 26 minutos

Tabela 03. Gradiente linear do software MassLynx . 4.1

Gradiente
Linearidade | Time (mim) Fluxo %A %B Curva
1 Inicial 0,25 78.0 22.0 Inicial
2 3.0 0,25 78.0 22.0 6
3 10.0 0,25 00.0 100.0 6
4 12.0 0,25 00.0 100.0 6
5 16.0 0,25 78.0 22.0 6
6 26.0 0,25 78.0 22.0 11




4.7. Obtencao dos LC-MS/MS

Para confirmar os ions visualizados na ESI(-)-MS analisou-se por LC-MS/MS uma
amostra de mel de Toledo (TO). A amostra foi extraida, transferida para o insert vial e

posicionada no autoinjetor do equipamento para obter o cromatograma dos ions totais (TIC).

4.8. Analise quimiométrica

Para a comparacdo do perfil em compostos fendlicos das diferentes amostras de mel
utilizou-se a Analise das Componentes Principais (PCA), utilizando o software
Matlab&Simulink-R2006a.

Para tal, os objetos foram as amostras de mel e as varidveis os ions [M-H] observados
nas impressoes digitais de cada amostra ¢ que apresentaram intensidade superior a 25%. A

PCA realizou-se com os dados brutos e baseada na matriz de covariancia.



5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Extracao dos compostos fenodlicos do mel e desenvolvimento do método de

analise por ESI(-)-MS e ESI(-)-MS/MS

O desenvolvimento de um método eficiente, seletivo e especifico para analise de
compostos fendlicos presentes no mel utilizando a técnica de ESI(-)-MS/MS depende muito
da otimizacdo do método de extracdo e das condigcdes experimentais do espectrometro de
massa, pois ambos influenciam significativamente na obten¢ao do resultado final.

Para as analises das amostras de mel usou-se um espectrometro de massas tipo triplo
quadrupolo e fonte de ionizagdo eletrospray em modo varredura. Para a ionizacdo dos
compostos foram testados dois modos de ionizagdo: o modo positivo através do qual sdo
gerados fons protonados que podem ser representados como [M+H]" e o modo negativo que
provoca a desprotonagdo da molécula gerando ions representados como [M-H]".

A intensidade do sinal e a resolu¢do dos picos na faixa de massa de 100 a 1000 m/z
foram os critérios utilizados para a escolha entre os modos de ionizagdo. Como ndo se
observaram ions intensos acima de 650 m/z a faixa de trabalho utilizada foi de 100 a 650 m/z.
A ionizagdo em modo negativo demonstrou melhores resultados, pois apresentou maior
sensibilidade, sem qualquer evidéncia de formagdo de adutos, o que facilita a interpretagdo do
espectro de fragmentacio e a determinagio estrutural. *>°’

A melhor ionizacdo em modo negativo também pode ser explicada pelo fato de a
maioria dos compostos conterem grupos acidos fendlicos em sua estrutura quimica, que se
ionizam mais facilmente em modo negativo, ou seja, sio mais facilmente desprotonados. ***’
O modo negativo também ¢ reportado como o modo de ionizagdo que fornece maior
sensibilidade para a deteccdo de flavonoides e acidos fendlicos. 2

Além do modo de ionizagdo, otimizaram-se outros parametros, como temperatura da
fonte, fluxo dos gases nitrogénio e argdnio, energias do cone, do capilar e energia de colisdo.
Estes parametros sdo determinantes na sensibilidade; intensidade sinal/ruido dos ions e
numero de ions fragmentos observados.

A otimizac¢do dos pardmetros instrumentais para a detec¢do foi efetuada pela infusao
direta de uma solug¢do de 100 ng/mL em metanol 50% v/v de cada padrdo analitico, com

vazdo de 20 uL/min. O objetivo foi obter as impressdes digitais com a melhor relagdo

sinal/ruido e resolucdo tanto para os ions principais como para os ions fragmentos, sendo que



a energia de cone e colisdo aplicada para fragmentagdo dos ions foi conforme necessidade,
pois alguns necessitam energias maiores ou menores para sofrerem fragmentagao.

O principal problema na analise de compostos fendlicos em mel ¢ o elevado teor de
acucares, dificultando a extragdo e recuperagdo dos analitos da matriz. Como a técnica de
ESI(-)-MS ¢é muito sensivel, exige um clean-up muito eficiente e especifico da amostra, pois a
presenca de qualquer interferente serd detectada, podendo ocorrer contaminagao e saturagao
do equipamento com os agucares ¢ demais impurezas presente no mel.

Desta forma, baseando-se nos diferentes tipos de pré-tratamentos de amostras de mel
relatados na literatura para andlise de compostos fenolicos, testou-se a extragdo liquido-
liquido com os solventes éter etilico e acetato de etila e a extracao em fase s6lida com trés
diferentes cartuchos, o Spe-ed TM C18/18 (500 mg/3mL), OASIS HLB cartridge (Waters 500
mg/3mL- C;g) e Strata-X (Phenomenex 500 mg/3mL- Cys).

A avaliagdo dos resultados do pré-tratamento foi qualitativa e monitorada por ESI(-)-
MS tendo em conta a melhor eliminag¢do dos acticares do mel e ainda a deteccdo dos
compostos fendlicos. A extracdo liquido-liquido foi demorada, pois foi utilizada uma grande
quantidade de amostra e principalmente, de solvente organico. A principal desvantagem da
extragdo liquido-liquido foi falta de seletividade, pois as impressdes digitais apresentaram
muitas interferéncias que possivelmente sdo dos aguicares ¢ outros constituintes do mel que
ndo sdo de interesse neste trabalho. Desta forma o método de pré-tratamento mais seletivo e
que foi empregado neste trabalho foi a SPE utilizando os cartuchos da Strata-X.

A natureza do solvente utilizado e o pH sdo igualmente importantes na geragdo de ions
positivos e negativos.”’ Portanto, para uma boa ionizacdo das moléculas também é necessério
utilizar um modificador i6nico. O modificador adicionado a solucao de diluigdo da amostra
apos a extragdo e/ou a fase movel tem a fung@o de auxiliar na ionizagao das moléculas. Como
o modo de ionizagdo utilizado foi o negativo, testaram-se varias bases: acetato de amonio,
hidréxido de amoénio e formiato de amdnio. A base que melhor promoveu a desprotonagao
dos compostos acidos do mel, resultando em bom sinal analitico para os ions, foi o hidréxido
de amoénio 0,5% v/v em metanol 50% v/v.

Ap6s a extragdo dos acidos organicos do mel e otimizacao das condigdes analiticas do
espectrometro de massas, analisaram-se todas as amostras obtendo as impressdes digitais para
cada amostra por ESI(-)-MS. Os ions [M-H] com intensidade superior a 25% foram
selecionados e submetidos a colisdo em CID por argdnio para obtencdo de seus fragmentos
principais por ESI(-)-MS/MS.

A partir da comparagdo dos espectros obtidos com dados da literatura ou pela analise



de padroes foi possivel a identificacdo de nove ions [M— H]', € com o objetivo de confirmar a
identidade desses ions obtidos desenvolveu-se um método por LC-MS/MS. O método
detectou os ions principais, fornecendo os padroes de fragmentagdo e separagdo

cromatografica em um intervalo de 26 mim com alta intensidade e seletividade.

5.2. Analise classificatéoria do mel produzido no Estado de Parana baseada na

impressao digital ESI(-)-MS e analise multivarida

As amostras de mel adquiridas e analisadas neste trabalho sdao representativas do mel
produzido no Estado do Parana, tendo sido incluidas na amostragem todas as mesorregioes
paranaenses. Na figura 17 estdo destacados em amarelo os municipios de origem do mel que
foram considerados neste estudo. Na tabela 04 estdo descritos os municipios de acordo com

suas mesorregides de origem e siglas utilizadas para a identificacdo das amostras.

SAO PAULO

CenTro ORIENTAL

SANTA CATARINA

Figura 17. Mapa do Estado do Parana com destaque para as mesorregidoes (A) e
municipios (B) de onde amostras de mel foram analisadas neste estudo (mapa adaptado de

. . 43
www.sites-do-brasil.com).

O processo de aquisi¢do das amostras teve duragdo de um ano e dois meses, devido a o
grande niimero de amostras analisadas e por ser necessaria a aquisicdo de amostras produzidas
em diversas regides do Estado. Por esse motivo, as amostras sdo das varias estacdes do ano,
apresentando coloragdes que variaram de clara, dourado e escuro, mas a predominancia era de
amostras de cor clara, consideradas como sendo de melhor qualidade. **

Sabe-se que a cor do mel estd relacionada com sua origem floral, processamento,
armazenamento, fatores climaticos durante o fluxo de néctar, temperatura na qual o mel
amadurece na colméia, entre outros fatores. 22>**® Como algumas amostras neste trabalho

foram adquiridas nos comércios locais, ha informagdes impossiveis de serem levantadas.



Algumas embalagens traziam a classificagdo do mel como polifloral ou silvestre.
Também a declaracdo dos apicultores em relagdo a origem floral das amostras ¢ intuitiva,
devido a diversidade da flora nativa, tornando-se dificil afirmar com certeza a florada

predominante do mel sem uma analise polinica.

Tabela 04. Relagdo de Municipios do Parand de onde amostras de mel de Apis mellifera

foram adquiridas

Municipio | Sigla | Microrregiao
Mesorregido - Oeste
Assis chateubrind AC Toledo
Entre Rios do Oeste ERO Toledo
Foz do Iguagu FI Foz do Iguacu
Guaira GA Toledo
Marechal Candido Rondon MCR Toledo
Maripa MP Toledo
Ouro Verde do Oeste 00 Toledo
Palotina PA Toledo
Pato Bragado PB Toledo
Terra Roxa TR Toledo
Cascavel CA Cascavel
Jesuitas JS Toledo
Missal ML Foz do Iguacu
Nova Santa Rosa NSR Toledo
Medianeira MD Foz do Iguacu
Quatro pontes QP Toledo
Santa Helena SH Toledo
Toledo TO Toledo
Mercedes ME Toledo
Guaraniagu GU Cascavel
Ibema 1A Cascavel
Santa Tereza do oeste STO Cascavel
Brasiliana LB Toledo
Tupassi TS Toledo
Mesorregiao - Norte Central
Arapongas AS Apucarana
Manoel Ribas MR Ivaipora
Maringa MA Maringa
Candido de Abreu CuU Ivaipord
Mandaguagu UM Astorga
Cambé CE Londrina
Londrina LD Londrina
Ibipora IP Londrina
Rolandia RD Londrina




Continuac¢io da Tabela 04. Relagdo de Municipios do Parana de onde amostras de mel de

Apis mellifera foram adquiridas

Municipio | Sigla | Microrregiio
Mesorregiao - Noroeste
Altoénia AA Umuarama
Guairaca GR Paranavai
Paranavai PI Paranavai
Pérola PE Umuarama
Terra Rica TA Paranavai
Cianorte CN Cianorte
Jussara JA Cianorte
Loanda LO Paranavai
Umuarama UA Umuarama
Nova Esperanca NA Astorga
Municipio Sigla | Microrregiao
Mesorregiao - Centro Sul
Campina do Simao CS Guarapuava
Guarapuava GC Guarapuava
Palmas PS Palmas
Candoi CI Guarapuava
Cantagalo CG Guarapuava
Laranjeira do sul LS Guarapuava
Santa Maria do Oeste SMP Pitanga
Nova Laranjeira NL Guarapuava
Mesorregiao - Sudoeste
Barracdo BO Francisco Beltrdo
Pérola do Oeste PO Capanema
Planalto PT Capanema
Pranchita PR Capanema
Barra Grande MG Capanema
Realeza RA Capanema
Mesorregido - Centro Ocidental
Araruna AR Campo Mourao
Terra Boa TB Campo Mourdo
Mesorregiao - Metropolitana de Curitiba
Antonina Al Paranagud
Curitiba CB Curitiba
Paranagua PG Paranagua
Campo Largo CL Curitiba
Cerro Azul CzZ Cerro Azul
Lapa LA Lapa
Colombo CcO Curitiba
Matinhos MO Paranagua
Marcondes MS Curitiba
Morretes MT Paranagud
Mesorregiao - Sudeste
Bituruna BA Unido da vitoria
Cruz Machado CM Unido da vitéria
Irati I Irati
Prudentépolis PD Prudentdpolis
Prudentopolis Lixeira PL Prudentdpolis
Barra Mansa BM Prudentopolis
Prudentopolis Relogio PU Prudentdpolis




Continuac¢io da Tabela 04. Relagdo de Municipios do Parana de onde amostras de mel de

Apis mellifera foram adquiridas.

Municipio | Sigla | Microrregiio
Mesorregiao - Centro Oriental
Castro CT Ponta Grossa
Tibagi TI Telémaco Borba
Mesorregiao - Norte Pioneiro
Bandeirantes BS Cornélio Procopio
Jacarezinho JO Jacarezinho
Ribeirao Claro RC Jacarezinho
Santa Mariana SM Cornélio Procopio

Para verificar a possivel relacdo entre o perfil de compostos fendlicos dos méis
oriundos do Estado do Parand e a regido geografica de produgdo do mel, informacdo que
poderia auxiliar na rastreabilidade do mesmo, foi utilizada a analise multivariada. Os
espectros de impressoes digitais obtidos para as 82 amostras de mel foram examinados quanto
aos ions presentes e suas intensidades relativas. Foram selecionados 20 ions que tiveram suas
intensidades relativas registradas para cada amostra de mel: m/z 163, 169, 179, 199, 201, 255,
263, 285,299, 319, 333, 339, 361, 363, 383, 399, 443, 447, 529 ¢ 595. Esses dados formaram
a matriz para a analise das componentes principais constituida por 20 variaveis (colunas) e 82
amostras (Linhas).

A analise por PCA foi aplicada neste trabalho com a finalidade de reduzir a
dimensionalidade dos dados e fornecer uma melhor visualizacdo dos agrupamentos das
amostras e desta forma verificar a relacdo das mesmas com suas respectivas mesorregioes.
Isso principalmente devido ao numero elevado de amostras de mel consideradas no estudo e
sua complexidade quimica evidenciada pelo grande nimero de ions presentes nas impressoes
digitais, os quais sao muito dificeis de serem avaliados individualmente pela simples inspe¢ao
visual.

Os dados graficos foram gerados empregando a matriz de covariancia (Figura 18). Os
resultados da PCA demonstraram que as seis primeiras componentes principais explicaram
mais de 70% da varidncia dos dados. A PCI e a PC2 juntas capturaram mais de 40% da
variancia total. Através da analise dos scores para as duas primeiras PCs, as amostras foram
classificadas em cinco grupos. Os agrupamentos observados mostraram-se, com algumas

excecdes, intimamente relacionados com as mesorregioes de origem dos méis.
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Figura 18. Analise das componentes principais para as amostras de méis oriundas de

diversas regides paranaenses considerando os dados obtidos por ESI(-)-MS: (A) Projecdes das

amostras ¢ (B) Projecdes das variaveis no plano formado pela PC1 ¢ PC2.

Grupo I: Mesorregioes do Centro Sul e Sudeste do Parana

O grafico de escores mostra uma separacdo nitida entre os grupos I, II, III e IV
enquanto que, as amostras do grupo V localizadas proximas da origem, apresentam
caracteristicas intermediarias.

O grupo I ¢ formado principalmente por méis produzidos nas mesorregioes Centro Sul
e Sudeste (figura 19) que possuem clima subtropical, chuvoso e as temperaturas mais frias do
estado. Também ¢ importante destacar a predomindncia de Araucarias em ambas as
mesorregides. Neste estudo foram analisadas 8 amostras do Centro Sul e 7 do Sudeste e todas
as amostras classificaram-se neste grupo de acordo com a semelhanca de seus ions [M-H]

mais intensos o que demonstra perfis semelhantes em acidos organicos.
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Figura 19. Mapa representando as mesorregides (A) Sul (B) Sudeste (mapa adaptado de

www.sites-do-brasil.com). *

A particularidade mais notavel do ESI(-)-MS do Grupo I é a presenca do ion m/z 255,
observado em todas as amostras do grupo com alta intensidade. Os ions m/z 163 e 383
também sdo importantes neste grupo, pois os mesmos estdo presentes em todas as amostras
com alta intensidade (a partir de 60 a 100%), sendo este o grupo em que o ion m/z 383 mais
se destacou. Outra caracteristica importante ¢ a auséncia do ion m/z 285 para todas as
amostras do grupo.

O grupo 1 ¢é constituido por 19 amostras (Tabela 05), sendo 4 amostras consideradas
como excecgdes por pertencerem a outras mesorregides, sendo elas os méis de: Marcondes
(MS) de origem da mesorregidao Metropolitana, Candido de Abreu (CU) e Manoel Ribas
(MR) do Norte Central ¢ Barra Grande (BG) do Sudoeste do estado paranaense. Essas
amostras pontuais classificaram-se no Grupo [ por apresentarem espectros ESI(-)-MS
semelhantes aos mostrados na figura 20, principalmente quanto a intensidade do ion com m/z

255.



Tabela 05. Resumo das amostras de mel classificadas no Grupo I e seus ions caracteristicos.

Mesorregiao Mesorregiao fons
g Sigla g Sigla Excecio Sigla Principais
Sul Sudeste
(m/z)
Camplrja do S Prudentopolis PD Mesorregiao Norte
Simado central
Guarapuava GC Pruden,topohs PU Candido CcU
Relagio de Abren 163. 169
Prudentopolis Manoel ) ’
Patmas i Lixeira o Ribas | M| 179,199,
, . Mesorregiao » 255,
Candoi CI Bituruna BA Metropolitana 263, 299,
Cruz 333, 361,
Cantagalo CG Machado CcM Marcondes MS 363:1 :33 e
Laranjeira do LS Irati I Mesorregiao
sul Sudoeste
Nova
.. NL Barra
Laranj eira Barra Mansa BM Grande BG
Santa Maria SMP

A mesorregidao Sudoeste e Norte central fazem divisa com a mesorregido Sul, ja a

mesorregido Metropolitana faz divisa com a mesorregido Sudeste, desta forma estas

mesorregides apresentam fonte floral, clima e relevo semelhantes, em grande parte,

principalmente nas areas de divisa, classificando-as no mesmo grupo de acordo com a

composi¢cdo de compostos organicos.
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Figura 20. Impressao digital obtida por ESI(-)-MS para amostra de mel de Guarapuava

classificada no grupo 1.




Grupo II: Mesorregioes Metropolitana de Curitiba e Centro Oriental do Parana

O grupo II ¢ formado pelas amostras de origem nas mesorregioes Metropolitana e

Centro Oriental (Figura 21) e pode ser visualizado tanto no plano formado pela PC1 ¢ PC2

(Figura 22) como pela PC2 e PC3 (Figura 23). Foram analisadas 10 amostras da mesorregiao

Metropolitana de Curitiba ¢ 2 do Centro Oriental e somente a amostra de Marcondes de

origem Metropolitana ndo classificou-se neste grupo, devido a apresentar o ion m/z 255 com

boa intensidade caracteristico do grupo I. As localizagdes geograficas dessas duas

messoregides estdo demonstradas nos mapas da figura a seguir.
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amostras e (B) Projecdes das variaveis no plano formado pela PC2 e PC3.

O Grupo II tem como particularidade a presenga do ion m/z 443 com alta intensidade

(acima de 70%) para todas as amostras do grupo. A presenga, com intensidade média, do ion

m/z 319 em todas as amostras também ¢é uma caracteristica deste grupo (Figura 05), visto que

a observacao do ion m/z 319 nas amostras de méis dos outros grupos ndo ¢é constante. Ainda o
grupo II tem como diferencial a auséncia dos ions m/z 255, 285, 339, 383, 399 ¢ 529 para
todas as amostras do grupo, ou seja, estdo ausentes 6 ions que ocorrem nos demais grupos,

conforme a Tabela 06 com destaque em negrito para os dois ions mais importantes do grupo.

Apenas os méis do grupo III, apresentado a seguir, também ndo mostraram os ions

m/z 255 e 339.

Tabela 06. Resumo das amostras de mel classificadas no Grupo II e seus ions
caracteristicos.

Mesorregiio Mesorregiao
Metropolitana Sigla Centro Oriental Sigla Ions Principais (m/z)
Curitiba
Antonina Al
Cerro Azul CZ
Campo Largo CL Castro cT
Lapa LA 163,169, 179, 199, 201, 263,
Colombo CO 299, 319, 333, 361, 363, 443,
Curitiba CB 447
Matinhos MO Tibagi TI
Morretes MT
Paranagua PG
1004
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Figura 23. Impressao digital obtida por ESI(-)-MS para amostra de mel de Curitiba



classificada no grupo II.
Grupo III: Mesorregiao Sudoeste do Parana

O grupo III contém apenas 8 amostras de mel sendo 5 méis oriundos da mesorregiao
Sudoeste (Figura 24). Foram analisadas 6 amostras desta mesorregido e 5 foram classificadas
pela PCA neste grupo de acordo com a semelhancga de seus espectros de ESI(-)-MS. O clima
nesta mesorregido ¢ subtropical, chuvoso tendo verdes mais quentes. A vegetagdo ¢
caracterizada pela floresta e as Araucarias, porém essas em menor extensao que a observada

nas mesorregides centro sul, sudeste e metropolitana.
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Figura 24. Mapa representando a mesorregido Sudoeste (mapa adaptado de

www.sites-do-brasil.com) *

Todas as amostras do grupo Il apresentaram ions em m/z 163, 169, 179, 199, 201,
263,299, 333, 361, 363 e 447. Dentre esses ions, os de m/z 201 e m/z 199 ocorrem em todas
as amostras de méis paranaenses analisadas neste estudo ¢ também os ions m/z 163, 169 ¢ 179
tém distribuicdo ampla, ausentes apenas em amostras pontuais de mel.

Por outro lado, o ion m/z 255, caracteristico do grupo I, e o ion 339 estdo ausentes
para todas as amostras deste grupo, conforme pode ser verificado na Tabela 07.

A semelhanga entre os méis da regido sudoeste foi bem capturada pela PC5 ¢ PC6
(Figura 25). No grafico de pesos da Figura 25B se destaca o ion m/z 399 que esta presente em
6 méis do grupo, exceto na amostra de Jesuitas e Quatro Pontes do Oeste do Estado. O ion
m/z 399 ndo ocorre constantemente em méis de outras mesorregides o que poderia indicar

esse ion como caracteristico da regido sudoeste, porém para confirmar essa observagao, um



nimero maior de amostras dessa mesorregidao deve ser incluido no estudo. A figura 26

representa o espectro de massa para o grupo 111
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Figura 25. Analise das componentes principais para as amostras de méis oriundas de
diversas regides paranaenses considerando os dados obtidos por ESI(-)-MS: (A) Projecdes das

amostras e (B) Projecdes das varidveis no plano formado pela PC5 e PC6.

Tabela 07. Resumo das amostras de mel classificadas no Grupo III e ions
caracteristicos.

Mesorregiio Sigla Excecio Sigla fons Principais (m/z)
Sudoeste Mesorregiao Oeste
Planalto PT Quatro Pontes QP
Pl;"‘“fh“a I};i Missal ML | 163,169, 179, 199, 201, 263, 299,
sl 333,361, 363, 399, 443 ¢ 447
Barracio BO Jesuita JS
Pérola do Oeste PO

A mesorregido Oeste faz divisa com a mesorregido Sudoeste ¢ ambas apresentam o
Clima Cfa, com vegetacdo em maior parte de floresta tropical e ficam localizadas no segundo
planalto. Portanto, essa semelhanga de clima, vegetagdo e relevo entre essas duas

mesorregides provavelmente ¢ responsavel pela composicdo quimica desses méis.
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Figura 26. Impressao digital obtida por ESI(-)-MS para amostra de mel de Pérola do

Oeste classificada no grupo II1.

Grupo IV: Mesorregioes Norte Central, Noroeste, Norte Pioneiro, Oeste e Centro

Ocidental do Parana

O grupo IV ¢ formado por 5 mesorregides, € estas tém em comum as temperaturas
médias mais altas do Estado do Parana e altitudes mais baixas, pois as temperaturas tém
relacdo com a latitude, devido as massas de ar quente normalmente avangarem de
Norte/Noroeste, e com a altitude, visto que, quanto maior a altitude, mais frio, e vice-versa.
Sendo este provavelmente o motivo pelo qual essas mesorregides se agruparam, considerando
que possivelmente apresentam as mesmas fontes florais fornecendo uma composi¢ao
fitoquimica semelhante. As localizagdes geograficas dessas mesorregides estdo representadas
nos mapas da figura 27, exceto a mesorregiao Oeste que estd representada na figura 30. A
vegetacdo nessas mesorregides também apresenta como caracteristica comum a
predominancia da floresta tropical.

O grupo 1V, no eixo negativo da PC1, é o maior grupo formado pela PCA (Figura 28)
contendo 26 amostras de méis das mesorregidoes Norte Central (7), Noroeste (7), Norte
Pioneiro (3), Oeste (7) e Centro Ocidental (2) (Tabela 08), sendo que o nimero de amostras
analisadas por mesorregides foram: 9 amostras do Norte Central; 10 do Noroeste; 4 do Norte

Pioneiro; 24 do Oeste e 2 do Centro Ocidental.
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Figura 27. Mapas das Messoregides: (A) Noroeste (B) Centro Ocidental (C) Norte

Central (D) Norte Pioneiro (mapa adaptado de www.sites-do-brasil.com) 30
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Figura 28. Ampliagdo do Plano formado pela PC1 e PC2 evidenciando o Grupo IV.

Os méis do grupo IV apresentaram o ion m/z 339 com boa intensidade, sendo este



caracteristico deste grupo. Apresenta ainda o ion m/z 285 em 70% das amostras, também com
boa intensidade. Ja o ion m/z 595 esta presente em algumas amostras, mas € o0 grupo que mais
apresenta este ion. O ion m/z 163 esta presente nestas amostras com baixa intensidade, sendo
que o mesmo apresentou-se nos demais grupos com alta intensidade. No entanto, neste grupo
ocorreu muita variagdo dos ions, ou seja, somente os ions m/z 169,199, 201 e 447 estdo
presentes para todas as amostras (Figura 29). A mesorregido do Oeste paranaense € a que teve
um maior numero de amostras analisadas, sendo que 7 méis do total de 24 pertencentes a
mesorregido oeste, encontram-se no Grupo IV.

Tabela 08. Resumo das amostras de mel classificadas no Grupo IV e ions

caracteristicos.
Municipio Municipio Municipio ‘
G - P ox .x Ions
Municipio Mesorregiao Municipio Mesorregiao Sigla Mesorregiao Sigla | principais
Mesorregiao | Sigla Norte Sigla | Mesorregiao | Sigla Norte Centro ( m/f)
Qeste Central Noroeste Pioneiro Ocidental
Sta Tereza .
do Oeste STO Arapongas AS Terra Rica TA Sta Mariana SM
Tupassi TS Londrina LD Jussara JA Araruna AR 163, 169,
S , 179, 199,
Pato Bragado | PB Ibipora P Pérola PE Jacarezinho 10 201, 285,
Medianeira MD Rolandia RD Loanda LO 333, 339,
Ouro Verde | 1 Cambé CE Paranavai PI 361, 363,
do Oeste Ribeirdo Claro | RC Terra Boa B 447,595
Terra Roxa TR Mandaguacu UM Guairaca GR
Ibema 1A Maringd MA Cianorte CN
e Scan ES-
2.50e7
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Figura 29. Impressao digital obtida por ESI(-)-MS para amostra de mel de Paranavai

classificada no grupo IV.




Grupo V: Mesorregiao Oeste do Parana

Em sua maioria, o grupo V ¢ formado pelos méis com origem na mesorregiao Oeste
(Figura 30). Esta mesorregido teve um maior nimero de amostras analisadas, no total 24
amostras que ficaram divididas em: 14 amostras no grupo V, 7 amostras no grupo IV e 3

amostras do grupo III.

L

{
Foz po )
Icuacu

Figura 30. Mapa representando a mesorregido Oeste (mapa adaptado de www.sites-

do-brasil.com) >’

Este grupo ¢ composto por 18 amostras, sendo 4 consideradas excegdes, pois através
da classificag@o dos ions principais pertencem a esse grupo, porém foram produzidas noutras
mesorregides (Tabela 09).

Tabela 09. Resumo das amostras de mel classificadas no Grupo V da mesorregiao

Oeste e ions observados por ESI(-)-MS.

Municipio Sigla Excecdes Sigla | fons Principais (m/z)
Mesorregiao Oeste
Brasiliana LB Mesorregiao Norte Pioneiro
Toledo TO
Cascavel CA .
Marechal Candido Rondon MCR Bandeirantes BS
Nova Santa Rosa NSR
Santa Helena SH Mesorregiio Noroeste 163, 169, 179, 199, 201,
Foz do Iguagu FI » 263, 285, 299, 333, 361,
Guaraniacu GU Altonia AA
. 363 e 447
Palotina PA
Assis chateubrind AC
Mercedes ME Umuarama UA
Maripa MP
Guaira GA N. Esperanca NA
Entre Rios do Oeste ERO




Esse grupo ndo apresentou nenhum ion especifico, ou seja, ndo apresentou nenhum ion
com intensidade superior a 25% que ndo esteje presente nos demais grupos, portanto
apresenta caracteristicas similares a todas as amostras de mel analisadas. Ou seja, todos os
ions observados estdo presentes em outro grupo. O diferencial ¢ que o grupo V ndo apresenta
regularmente os ions que sao especificos dos outros grupos como os ions m/z 255, 443, 319 e
399. A presenga os ions m/z 263 e 299, em todas as amostras do grupo V com boa
intensidade, presentes em somente algumas amostras do grupo IV, foi o motivo pelo qual as
amostras de Bandeirantes (BS) de origem da mesorregido Norte Pioneiro, Antonia (AA),
Umuarama (UA) e Nova Esperanca (NA) da mesorregido Noroeste, classificaram-se neste
grupo (Figura 31).

As seguintes amostras ficaram localizadas na PCA entre o grupo IV e V: Assis
Chateubrind (AC), Guaraniagu (GU) Mercedes (ME), Maripa (MP), Guaira (GA), Entre Rios
do Oeste (ERO) todas da regido Oeste ¢ Nova Esperanca (NA) do Noroeste, ou seja, essas
amostras poderiam pertencer ao grupo IV ou V, mas devido a semelhanga maior entre os ions
foram classificadas no grupo V, sendo os ions m/z 263 e 299 os determinantes nesta
classificac@o, pois todas essas amostras citadas apresentam esses dois ions muito intensos que
¢ a caracteristica principal para a formagao do grupo V.

A mesorregido Noroeste faz divisa com a mesorregiao Oeste, apresentando clima tipo
Cfa, ¢ estao localizadas no segundo planalto, podendo possivelmente ser o motivo que trés
méis da mesorregido Noroeste apresentaram semelhancas em sua composi¢ao de compostos
organicos com a regido Oeste, pois provavelmente possuem fonte floral semelhante.

Ja a mesorregido Norte Pioneiro ndo estd localizada proxima a regido Oeste uma
justificativa para o mel de Bandeirantes pertencer ao grupo da mesorregido Oeste ¢ que
provavelmente esta amostra nao seja da regido de onde foi adquira. Outra explicagdo seria o
manejo de colméia de uma regido para outra em periodos de escassez de fonte floral

dispiniveis para as abelhas.
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Figura 31. Impressao digital obtida por ESI(-)-MS para amostra de mel de Cascavel

Agruparam-se todas as informagdes importantes em relacdo aos grupos formados na

Tabela 10. fons encontrados nos ESI(-)-MS de cada grupo e suas mesorregides.

fons principais [M-

Caracteristica

Grupo | Mesorregioes Amostras (siglas ) ,
P g (G H] (m/z) Especifica
Centro Sul GC, PU, 1L, BG, BA, CU, BM, 163, 169, 179, 199, 201,
Grupo 1 eeS doestg NL, MR, MS, PS, CS, CG, PL, | 255,263,299, 333, 361, m/z 255
u CIL SMP, CM, PD, LS 363, 383, 447
Metropolitana 163, 169, 179, 199, 201,
Grupo II de Curitiba e AL CZ’I\%’ g? ’TCIB};CLiA’ Mo, 263,299, 319, 333, 361, ﬂ; ‘3“1‘3
Centro Oriental T 363, 443,447
163, 169, 179, 199, 201,
Grupo III Sudoeste RAngPI;bMJLs’ - 263. 299, 333. 361, 363, m/z 399
PR B0 399, 443, 447
Norte Central PL, AS, GR, JA, AR, LD, JO
’ > s e i 163, 169, 179, 199, 201
Grupo IV Noroeste, Norte LO, RC, IP, RD, CE, MD, TR, > > K > >
P Pioneiro, Oeste ¢ | UM, PE, STO, TS, PB, SM, CN, 285,333, 2&97’ 361, 363, m'z 339
Centro Ocidental MA, OO0, IA, TA, TB
LB, TO, CA, MCR, NSR, SH, 163, 169, 179, 199, 201, Nao apresenta
Grupo V Oeste FI, AC, ME, GA, ERO, GU, 263, 285,299, 333, 361, nenhum ion

MP, BS, AA, UA, NA, PA

363, 383,447

especifico




A partir dos dados da tabela acima, podemos concluir que:

1) Os ions m/z 163, 169, 179, 199, 201, 333, 361, 363 ¢ 447 estdo presentes em
todos os grupos e devem corresponder a produtos naturais amplamente distribuidos na flora
disponivel para as abelhas;

2) Particularmente os ions m/z 201 e 199 estao distribuidos, sem excec¢ao, em todas
as amostras de mel, o que pode indicar que esses ions sejam marcadores dos méis do Parana
ou, mais provavelmente, que correspondem a compostos comuns no reino vegetal. A
afirmacdo de que algum ion seja marcador do mel paranaense deve ser confirmada pela
analise, qualitativa e quantitativa, de méis de outros Estados do Brasil, mas através da
literatura verificou-se que esses ions ndo estdo presentes em méis de outros Estados do Brasil.

3) Osions m/z 263 e 299 ndo estdo frequentemente presentes nos méis do grupo IV.
Portanto, a auséncia simultanea desses ions em amostra de mel é um indicativo de que a
mesma ¢ oriunda das mesorregides do Norte Central, Noroeste, Norte Pioneiro ou Centro
Ocidental. Ao mesmo tempo ¢ um indicativo forte de que o mel ndo foi produzido nas
mesorregides Centro Sul, Sudeste, Metropolitana de Curitiba, Centro Oriental ou Sudoeste,
que sempre apresentaram esse ion;

4) O ion m/z 255 ¢ marcador dos méis produzidos nas mesorregides Centro Sul e
Sudeste;

5) A presenca de um ion m/z 443 intenso e, em menor extensdo um ion m/z 319, ¢
indicativo de méis oriundos das mesorregides Metropolitana de Curitiba e Centro Oriental,

6) O ion m/z 399 ¢ um possivel marcador do mel da mesorregiao Sudoeste e;

7) O ion m/z 339 ocorre frequentemente nos méis das mesorregidoes Norte Central,
Noroeste, Norte Pioneiro, Oeste e Centro Ocidental e estd ausente nos méis das mesorregioes
Metropolitana de Curitiba e sudoeste;

Das 82 amostras analisadas, somente 11 amostras (13%) ndo foram classificadas no
grupo principal de suas mesorregides de origem. Através desses resultados pode se concluir
que as amostras de mel de uma mesma mesorregido sdo semelhantes em sua composi¢do de
acidos orgénicos e compostos fenolicos e sdo de origens florais semelhantes. Essa conclusao
nos leva a sugerir que o perfil de compostos organicos obtido por ESI-MS e, aliado a
ferramentas quimiometricas, possa ser utilizado como um dado complementar para atribuig@o
da origem geografica do mel.

O agrupamento de algumas mesorregides em um mesmo grupo se justifica pelo fato

das proximidades das localizagdes geograficas, pela semelhanga do clima e vegetagdo, pois os



meéis nao se diferenciaram significativamente quanto a suas impressoes digitais. O que
contribuiu para formagdo de cinco grupos foi a presenca de algum ion especifico, que esta
ausente nos demais grupos e, portanto, podem ser considerados como caracteristico do grupo
e sdo essenciais para atribuir a origem geografica do mel produzido no Estado.

Sugere-se que um estudo mais detalhado da contribuicdo do perfil de compostos
fenolicos no mel seja realizado incluindo amostras de localidades distantes, por exemplo, um
numero consideravel de méis de outros Estados brasileiros. No anexo 2 estdo demonstrandos

os ions principais e suas respectivas intensidades de acordo com os grupos descritos acima.

5.3. Identificacao por ESI(-)-MS/MS de compostos organicos no mel de Apis

mellifera produzido no Parana

Os ions principais de cada amostra foram selecionados ¢ submetidos a andlise por
ESI(-)-MS/MS. O padrao de fragmentacdo observado para esses ions foi comparado com os
MS/MS dos padrdes analiticos disponiveis e com dados da literatura sendo possivel a
identificacdo de nove acidos organicos que estdo demonstrados na tabela 11. Também foi
verificado que os ions nas amostras de mel que apresentaram a mesma m/z, apresentaram o
mesmo espectro de fragmentagao, indicando que se tratava do mesmo composto.

A figura 32 apresenta as estruturas quimicas dos compostos identificados nas amostras
de mel do Estado do Parana. Verificou-se a presenga de diversas classes de compostos
fenolicos como derivados do acido benzodico (acido galico), flavondides de diversas classes,
compostos fendlicos prenilados (fenilpropanodides). Ainda foram identificados diterpenos
funcionalizados com unidades carboxila como os acidos cupréssico e agatico (diterpenos

labdanicos). No anexo 03 estdo demonstrados os espectros obtidos dos padrdes analiticos.
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Figura 32. Estrutura quimica dos compostos identificados no mel de Parana.



Tabela 11. Comparagido dos ESI(-)-MS/MS dos ions principais do mel de A. mellifera com os ESI(-)-MS/MS obtidos para os padrdes

analiticos e dados reportados na literatura.

. ~ Condicoes , - . .
Identificacao naie ESI(-)-MS/MS dos ions [M—H] - m/z (Abundancia relativa %)
Equipamento
_ CE ~ roe .
[M-H] | Composto | Grupo V) Cone (V) Encontrado nas Amostras Padrio analitico Literatura
Acido p- 119 (100), 93 (5) "2
163 éflf;i{io %VHe’ 31, 15 -10 163 (10), 119 (80) 163(15), 119(100) (100),93 &)
163 (15), 119 (100), 93 (10) '**
12
o LI I, 169 (5), 125 (95), 169(10), 125(100), 125 (100), 79 (8), 81 (6)
169 Acido gil 25
cido galico |y, 15 79 (20), 81 (10) 79(30) 169 (5), 125 (100), 79 (20), 81 (20) **°
I, I, 111 179 (25), 135 (60) 179(20), 135(45) 135 (100) -
A o n: s 1Ly 5 5 5 > s 113
179 Acido caféico | 1,0y, | 30 20 97 (10). 107(30) 107 (40). 97(10) 179 (3), 135 (100), 107 (10) _
179 (5), 135 (95), 97 (10), 107 (5) !
255(50), 227(15),
255 (70), 227 (15),
. . 213(20), 185(50), 255 (20), 227 (10), 213 (35), 185 (30), 171(100),
255 Pinocembrina I 30 20 213 (20), 185 (zltgé, (13701) (70), 151 (50), 171(40), 151(30). 151 (60). 145 (70), 107 (70 "
145(40), 107 (15)
285 (40). 256 (70), 285 (45), 256 (55). | 289 (11000),213591 (11(;)0)2,2993 (f405),118177 (1300),11;55 (1205), 256
25 239 (30), 210 (60), 185 (40), 169 (30), | 239 (60), 210 (50), (10), 239 ( 6)>9 (10), 0(“3)’ (10),
285 Canferol VeV | 30 151 (80), 145 (90), 117 (100), 185 (50), 169 (40), 169 (10), 107 (10)
107 (50), 93(55) 151 (60), 145 (50), ”
117 (50), 107 (25) 151 (100), 93 (45), 117 (30), 145 (25)
. I, 11, 11T 299 (10), 284 (40), 200 (30), 164 (25), 299 (10), 284 (100), 200 (10), 164 (10),
299 Canferida ev |2 -20 151 (20), 107 (20) N/A 151 (20, 107 (10) '
Acido 113
319 cupréssico 1 30 -30 319 (100), 99 (15) 319(80), 99(20) 319(100), 99(10), 97(10)
333 Acido agatico Ii\l,l’e I{} 35 -40 333 (90), 289 (25) N/A 333 (100), 289 (10), 119 (10) '
Acido 3-prenil-
4- LI, 10, 13
363 | fihidrocina. ey | 20 25 363 (20), 187 (30), 149 (20) N/A 363 (30), 187 (100), 149 (45)
moiloxicindmico




Os compostos identificados sdo amplamente distribuidos na natureza e ja foram
identificados em outros derivados apicolas como a propolis e mel. Acrescenta-se que
numerosos ions ainda nao foram identificados e pelos padroes de fragmentagdo observados
devem pertencer as classes acima mencionadas, bem como, também ¢é provavel a presenca de
acidos carboxilicos alifaticos.

Os seguintes compostos identificados no mel do Parana ja foram identificados em mel,
propolis ou plantas: acido p-cumarico (m/z 163), acido caféico (179 m/z), pinocembrina (m/z
255), canferol (m/z 285), canferida (m/z 299), acido cupréssico (m/z 319), acido agatico (m/z
333), 4cido 3-prenil-4-dihidrocinamoiloxicindmico (m/z 363). *'*!"3

Ja para o ion m/z 169 identificado como acido galico e, encontrado em todos os
grupos, nao ha relatos na literatura de ter sido anteriormente encontrado em mel ou propolis
do Parana.

Porem, ¢é necessario um estudo mais aprofundado em rela¢do aos ions: m/z 199, 201,
263, 339, 361, 383, 399, 443, 447, 529 e 595 com o objetivo de sua identificagdo. A seguir
serd apresentada uma breve discussdo dos padrdes de fragmentacdo dos compostos

identificados.

5.3.1. ESI(-)-MS/MS para os acidos carboxilicos identificados no mel de Parana

Neste trabalho foram identificados &cidos carboxilicos de natureza fendlica e
diterpenos acidos. Os compostos fenolicos sdo importantes compostos presentes em mel e
possuem algumas fragmentagdes caracteristicas.

Os acidos fenodlicos caracterizam-se por possuirem um anel benzénico, um grupo
carboxilico e um ou mais grupos hidroxila ligados ao anel aromatico o que lhes confere
propriedades antioxidantes. *° Suas rea¢des de fragmentagdo tem como caracteristica a perda
de fragmentos neutros (H,O, MeOH, CO, CO, etc.) que fornece informagdes acerca de grupos
funcionais presentes na molécula, auxiliando na determinagdo estrutural.

O padrao de fragmentacao de uma molécula depende também do modo de ionizagao,
sendo a ionizagao por eletrospray em modo negativo, o modo ideal para compostos fendlicos,
pois devido a seu carater acido formam maior quantidade de fons. **

O espectro MS/MS de acidos fenolicos tem como principal caracteristica a presenca
de um ion fragmento intenso devido a perda de 44 Da a partir do ion molecular. A mesma ¢
atribuida a saida do CO, devido a presenga do grupo carboxila, proporcionando um anion

fragmento que pode ser representado como [M-H-COO]’,



O ion m/z 163 estd presente em todos os grupos de amostras, sendo que das 82
amostras, somente 5 ndo apresentam esse ion: Guairaca (GA), Loanda (LO), Paranavai (PI),
Terra Roxa (TA) do grupo IV e Nova Esperanca (NA) do grupo V. Este ion foi identificado
como acido p-cumarico através de seu padrio de fragmentagdo que apresentou um Unico

fragmento m/z 119 muito intenso atribuido a perda de CO, (44Da) a partir do ion molecular

(Figura 33 e 34).
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Figura 33. Proposta de fragmentacao do 4cido p-cumadrico ion [M-H] m/z 163.
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Figura 34. Espectro de massa do acido p-cumarico ion [M-H] m/z 163.



O ion m/z 169 identificado como acido galico (Figura 35), apresenta o fragmento

principal m/z 125 (figura 36) atribuido também a perda de CO, (44 Da). O mesmo estd

ausente em apenas uma amostra, a de Umuarama (UA) do grupo V.
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Figura 35. Proposta de fragmentag@o do acido galico ion [M-H] m/z 169.
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O ion m/z 179 identificado com o acido cafeico, produz um fragmento intenso em m/z
135, atribuido a perda de CO, (44 Da) e outro fragmento em m/z 107, atribuido a perda
sucessiva de CO e CO, (Figuras 37 e 38). Este composto estd presente em todas as amostras
dos grupos I, I e 111, e somente esta ausente para algumas amostras dos grupos IV ¢ V. Desta
forma, esses trés acidos fendlicos citados estdo presentes em todos os grupos com alta
intensidade, sugerindo ser caracteristica dos méis do Parana apresentar esses compostos.
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Figura 37. Proposta de fragmentacdo do acido caféico ion [M-H] m/z 179.
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Figura 38. Espectro de massa do dacido caféico ion [M-H] m/z 179.



O ion m/z 363 identificado com a&cido 3-prenil-4-dihidrocinamoiloxycinamico
apresenta dois fragmentos: ion m/z 187 originado pela perda de 176 Da e o ion em m/z 149
correspondente a perda de 214 Da que pode ser atribuida & unidade dihidrocinamoiloxy
(Figuras 39 e 40). Este composto esta ausente somente para algumas amostras do grupo IV.
Nos demais grupos aparece com boa intensidade, sendo que nos grupos Il e III este ion

apresenta maior intensidade.
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Figura 39. Proposta de fragmentag@o do acido 3-prenil-4-dihidrocinamoiloxicindmico

ion [M-H] m/z 363.
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Figura 40. Espectro de massa do acido 3-prenil-4-dihidrocinamoiloxicinamico

dihidrocinamoiloxicindmico ion [M-H] m/z 363.



O éacido agatico ion m/z 333 é um terpeno, apresentando uma fragmentacdo branda
com somente um unico padrdo de fragmentacdo, o ion m/z 289 gerado da perda de CO, (44
Da). (Figuras 41 e 42). Este composto estd ausente somente para algumas amostras do grupo

IV, nos demais grupos esta presente com alta intensidade.

Zamh s 1

COOH
-CO2 COOH

COOH

Figura 41. Proposta de fragmentacao do acido agatico ion [M-H] m/z 333.
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Figura 42. Espectro de massa do acido agatico ion [M-H] m/z 333.



O ion m/z 319 foi identificado como sendo acido cupréssico, um diterpeno labdano,
que apresenta um unico fragmento, o ion m/z 99, originado pela perda de 220 Da, atribuida a
perda dos anéis condensados (Figuras 43 e 44). Este composto ¢ evidenciado no grupo II,
sendo que este grupo também tem como diferencial a presenca constante do ion m/z 443. Ou
seja, ¢ uma caracteristica dos méis das mesorregides Metropolitana de Curitiba e Centro
Oriental a presenca desses ions, porém eles nao sdo exclusivos ao grupo II.

O terpeno acido cupréssico ja foi identificado na resina de Araucdria angustifolia,
entdo essa € uma possivel fonte vegetal visitada pelas abelhas nessas mesorregidoes
paranaenses, provavelmente para coleta da propolis. '**
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m/z 99
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Figura 43. Proposta de fragmentacdo do acido cupréssico ion [M-H] m/z 319.
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Figura 44. Espectro de massa do acido cupréssico ion [M-H] m/z 319.



Considerando as informagdes acima,

tudo indica que os ions desprotonados [M-H]

m/z 199 e m/z 201 sejam acidos carboxilicos. O ion m/z 199 apresenta o fragmento intenso

em m/z 155 que pode ser representado como [M-H-CO;] e outros fragmentos de menores

intensidades em m/z 181 [M-H-H,O] e m/z 137 [M-H- H,O-CO,] (Figura 45). Essa tltima

sequéncia de fragmentagdo observa-se também para o composto com ion [M-H]| em m/z 201

que apresentou fragmentos em m/z 139 devido as perdas sucessivas de CO, e H,O totalizando

62 Da, em m/z 183 devido a perda de H,O (18 Da) e em m/z 157 pela perda de CO, (44 Da)

(Figura 46). E estes dois ions estdo presentes em todas as amostras analisadas.
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Figura 45. Espectro de massa do ion [M-H] m/z 199 nao identificado.
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Figura 46. Espectro de massa do ion [M-H] m/z 201 ndo identificado.



O ion m/z 263 apresentou trés fragmentos intensos: o0 m/z 153 originado pela perda de
110 Da a partir do ion molecular; o ion m/z 219 originado pela perda de CO, (44 Da) e; o
fragmento de m/z 204, originado pela perda de 59 Da a partir do ion desprotonado (Figuras 43
¢ 44). Essa ultima perda de massa indicou a presenga de ao menos uma unidade acetila o que
leva a sugerir a presenca do acido 3,4-diacetilcafeico. Este ion ¢ muito importante para o
grupo V, ou seja, este grupo ndo apresenta nenhum ion especifico, sendo esse o diferencial
para formagdo deste grupo, mas tem como caracteristica apresentar com muita intensidade os
ions: m/z 263 ndo identificado ¢ o m/z 299 identificado como canferida, sendo este

considerado ion marcador das amostras de propolis do Parana. '

0 » o _
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CH3Y © CH, o
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CHs 0 X _COOH

-H
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Figura 47. Proposta de fragmentacdo do acido 3.4-diacetilcafeico ion [M-H] m/z 263.
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Figura 48. Espectro de massa do acido 3,4-diacetilcafeico ion [M-H] m/z 263.



Através das informagdes obtidas para o acido agatico e acido cupréssico sugeresse que

o fon m/z 383 seja um terpeno dicarboxilico. Os fragmentos m/z 321, 339 e 295, observados

na Figura 49, podem ser explicados como decorrentes da perda de 62 Da [M-H-CO,-H,O]J,
44 Da [M-H-CO,] e 88 Da [M-H-CO,-CO;], respectivamente.
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Figura 49. Espectro de massa do ion [M-H] m/z 383.

5.3.2. ESI-MS/MS para os flavonéides
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Assim como nos dacidos fenolicos, nos espectros de massas dos flavonodides se

observam fragmentos originados pela perda de pequenas moléculas neutras como: H,O, CO,

CO,, C,H,0 e CH30H. Sendo também comum observar perdas de 15 Da (CHj), 31 Da

(CH30), 29 Da (CHO), etc.*

De maneira geral, os ions observados no MS/MS dos flavonoides apresentam os anéis

A ¢ B intactos devido a quebra de ligagdes no anel C, gerando os fons ' A" ¢ '/ B™ (modo

negativo), que fornece informagdes do tipo e do nimero de substituintes nos anéis A e B,

onde os sobrescritos i ¢ j indicam qual ligagdo do anel C foi quebrada.

Por exemplo: a

clivagem das ligagdes 1 ¢ 3 do anel C ¢ produzida por um mecanismo denominado como retro
Diels-Alder (RDA), que origina o fon A" e/ou "B, 1212212
O espectro de ESI(-)-MS/MS da canferida (Figuras 50 e 51) de m/z 299 um flavonol

metoxilado apresentou os seguintes fragmentos: 284, 200, 164, 151, 107. A perda de uma

metila [M-H-CHj3] - gera o fragmento de m/z 284, ja o ion m/z 151 é decorrente da clivagem

de retro Diels-Alder, que corresponde ao fragmento '"A”>" O fon m/z 164 é produzido pela



fragmentag@o do anel C nas posi¢des 0 e 3 formando um ion com o anel B intato representado

como ™[

com formagcdo do fon **[A-H].

B]. O ion m/z 107 provavelmente é produzido pela fragmentagdo das ligagdes 0 e 4

Este composto foi encontrado em todas as amostras de mel dos grupos I, I, [l e V, o

que nos permite sugerir que o mesmo pode ser considerado caracteristico dos méis das

mesorregides Centro Sul e Sudeste, Metropolitana de Curitiba e Centro Oriental, Sudoeste e,

em menor extensdo, do Oeste do Parana. Como ja descrito anteriormente, esse ion ¢ muito

importante para caracterizagdo do grupo V, pois juntamente com o ion m/z 263 diferenciaram

as amostras do grupo IV e V.
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Figura 50. Proposta de fragmentacdo da  Canferida {fon [M-H]
299.
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Figura 51. Espectro de massa da Canferida ion [M-H] m/z 299.
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O ion 255 identificado como Pinocembrina (Figuras 52 e 53) também apresenta o

fragmento m/z 151, bem como outros fragmentos de menores intensidades como o ion em

m/z 227 devido a perda de 28 Da que pode ser da clivagem simultanea das ligagdes 3 ¢ 4 com

perda de CO, o fragmento m/z213 perda de 42 Da, atribuida a perda do ion [M-H-C,H,07]".'*

Este composto estd presente para todas as amostras do grupo I, podendo ser considerado

caracteristica dos méis deste grupo, pertencentes na sua maioria as mesorregioes Centro Sul e

Sudeste.

Na literatura ja foi mostrada claramente a presenga desse flavondide em mel e

9,27,110-112,129,130,53

propolis.
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Figura 52. Proposta de fragmentac@o da Pinocembrina ion [M-H] m/z 255.

0
Craughters of 255E5-
B8.30e4

DM-HY
[M-H-84 Da] - 255 384
171235
255,194
13-
151210
- 255,008
[M-H-70 Da] "
185 304

Zl_‘B-

145.420

[M-H-C.H.O]

5129571.900 82317 101,205

nl

Figura 53. Espectro de fragmentacao da Pinocembrina ion [M-H] m/z 255.
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O canferol de m/z 285 (Figuras 54 e 55) apresenta varias fragmentagdes de sua
estrutura, sendo muito dependente da energia de colisdo utilizada, pois mesmo na literatura ha
divergéncia nos fragmentos. 24"

Os fragmentos obtidos para o canferol sdo quando utilizou-se a energia de colisdo 25V
foram: m/z 257, 239, 211, 187, 169,151, 145,130,117,107,92. O fragmento em m/z 151 ¢
tipico de flavondides com hidroxilas nas posi¢cdes 5 e 7, devido a substituicdo no anel A. O
fragmento m/z 239 foi originado pela perda de 46 Da, possivelmente atribuida a perda
sucessiva de CO e H,0O. As mesorregioes Norte Central, Noroeste, Norte Pioneiro, Centro
Ocidental e Oeste (Grupos IV e V) possuem como caracteristica a presenca deste ion, o

mesmo tem sido utilizado na literatura como marcador do mel de alecrim (Rosmarinus

officinalis). '
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Figura 54. Proposta de fragmentacao do Canferol ion [M-H] m/z 285.
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Figura 55. Espectro de fragmentacdo do Canferol ion [M-H] m/z 285.



O ion m/z 339 apresentou apenas o fragmento de m/z 169 (Figura 56), dificultando sua
identificagdo pela escassa informacao no espectro de massa e na literatura. Baseado na analise
por LC-MS/MS suspeita-se que se trata de um flavonodide. Este ion ¢é caracteristico das
amostras pertencentes as mesorregioes Norte Central, Noroeste, Norte Pioneiro, Oeste e

Centro Ocidental (grupo V).
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Figura 56. Espectro de massa do ion [M-H] m/z 339 nao identificado.

O ion m/z 361 também se suspeita que seja um flavonodide, apresentando os seguintes
fragmentos: m/z 161, 199, 241, 271, 301 (Figura 57). Este composto ndo identificado esta
presente em todas as amostras, dos grupos I, I, IIl e V, sendo que somente o grupo IV possui

amostras que nao apresenta esse ion.
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Figura 57. Espectro de massa do ion [M-H] m/z 361 nao identificado.



O ion m/z 399 apresenta as seguintes fragmentagdes: m/z 311 atribuida a perda

sucessiva de duas moléculas de CO; (88 Da), 337 perda sucessiva de CO, e H,O (62 Da), 355

perda de CO; (44 Da) (Figura 58). O grupo III, que contem os méis da mesoregiao sudoeste,

tem como caracteristica a presenca deste ion, até 0 momento nao identificado, mas se suspeita

que o mesmo possa ser um flavondide, devido seu perfil de fragmentacao ser semelhante aos

observados para os flavonoides.
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Figura 58. Espectro de massa do ion [M-H] m/z 399 ndo identificado.

O ion m/z 447 apresenta os seguintes fragmentos: m/z 101, 199, 271, 297, 323 (Figura

59). Este ion esta presente em todas as amostras do grupo I, III e IV, sendo as amostras do

grupo III que apresentaram maior intensidade para o mesmo.
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Figura 59. Espectro de massa do ion [M-H] m/z 447 nao identificado.
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O ion m/z 443 apresenta os fragmentos em m/z 179 e 263 (Figura 60). Ambos os
fragmentos podem ser indicativo da presenca na estrutura de uma unidade cafeoila. Este ion
esta presente em todas as amostras do grupo II.

100

Daughters of 443E5- T -

1.02e6 [d-H]

[M-H-180Da]" 443,131

263.185
=
[M-H-264 Da]”
179.093
= 249.195 255109
o 79.999 859.114 1 12|.9?0 | | I 285 203 320.017 352867 379.540 388 863 430337 454 434 4QB.DEIH%Z
i, o e G S i, A s B e it S, Bl S e G il R e et Ve A e S o ] S e 1 M o 1 b S b i A S
80 &0 100 120 %40 160 180 200 230 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 S00

Figura 60. Espectro de massa do ion [M-H] m/z 443 nao identificado.

O ion m/z 529 estd ausente somente no grupo III, nos demais grupos se observa em
algumas amostras. Este ion, também nao identificado, apresentou varios fragmentos no seu
espectro de massas (Figura 61): m/z 463, 433, 361, 343, 271, 199. J4a o ion 595, presente em
todos os grupos para algumas amostras, porém mais evidente para o grupo IV, apresentou
apenas 3 fragmentos principais em m/z 564, 330, 263 (Figura 62). O fragmento m/z 564 ¢é
decorrente da perda de CH;O (31 Da) a partir do ion molecular. A seguir representa-se o

espectro de massa do ion m/z 529 e 595 com suas respectivas perdas neutras em Da.
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Figura 61. Espectro de massa do ion [M-H] m/z 529 ndo identificado.
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Figura 62. Espectro de massa do ion [M-H] m/z 595 ndo identificado.

Através dos ESI(-)-MS/MS desses ions ndo identificados, tem-se algumas informacoes
estruturais, mas devido a falta de padrdes analiticos e informagdes em literatura, ndo foi
possivel a comprovacao de sua identificagdo.

Para tanto, seria necessario um estudo mais aprofundado em relagdo aos mesmos ¢ a
obten¢do de dados de massa exata. Para auxiliar na identificacdo e comprovacdo dos ions
obtidos por ESI(-)-MS/MS, realizou-se um estudo por LC-MS/MS.

Na tabela 12, estdo resumidas as conclusdes sobre os ions que sdo caracteristicos das



mesorregides do Parana.

Tabela 12. lons Caracteristicos das mesorregioes do Parana.

M- B
[H]' Composto Grupo Caracteristicas
163 Acido p-cumérico
169 Acido galico
179 Acido caféico
199 Acidos carboxilicos*
201 Acidos carboxilicos™ Tod Caracteristica do mel do Parana em
odos
361 Flavonoide* apresentar esses fons com alta intensidade.
363 Acido 3-prenil-4- dihidrocinamoiloxicindmico
333 Acido agatico
447 CNI**
255 Pinocembrina 1 Centro Sul e Sudeste
383 Terpeno dicarboxilico* Importante Centro Sul e Sudeste
no grupo I
319 Acido cupréssico 1 ) )
i3 NI+ Metropolitana e Centro Oriental
399 Flavonoide * I Sudoeste
339 Flavonoide *
285 Canferol v Norte Central, Noroeste, Norte Pioneiro,
505 CNI** v Oeste e Centro Ocidental
263 Acido 3,4-diacetilcafeico * , ,
Esse ion esta presente em algumas
299 Canferida A% amostras dos outros grupos, mas € mais
destacado no grupo V, mesorregido Oeste
* Sugerido

**Composto ndo identificado

5.4. Confirmacao por LC-MS/MS da atribuicao dos ions identificados

Quando se faz o acoplamento da cromatografia com a EM obtém-se o chamado

cromatograma, € quando este ¢ constituido de todos os ions produzidos pelo espectrometro de

, . : A . .25
massas ¢ denominado TIC pelas siglas em inglé€s para o cromatograma de ions totais.

Com o objetivo de confirmar os ions visualizados na ESI(-)-MS analisou-se por LC-

MS/MS a amostra de mel de Toledo (TO) pertencente ao grupo V, pois apresentou a maioria
dos ions principais, sendo possivel uma separagdo razoavel dos compostos do mel. A
amostra foi extraida (conforme método de extragdo), transferida para o insert vial e injetada
no sistema LC-MS/MS obtendo-se o TIC (Figura 63). Numeraram-se as bandas
cromatograficas de 1 a 17 relacionando-as com seu respectivo espectro de massa que estao

representados na figura 63. Na tabela 13 estéo relacionados os dados de LC-MS/MS obtidos



para todos os ions principais e seus respectivos tempos de retencdo da amostra e alguns
padrdes analiticos.

A retencdo relativa observada no cromatograma da Figura 63 mostra-se similar ao
perfil ja observado para os componentes da propolis onde o composto mais polar acido galico
possui menor tempo de retencdo. Em seguida eluem os fenilpropandides de acordo com o
numero de grupos hidroxilas no anel aromatico. Os compostos de polaridade intermediaria
sdo os flavonoides.

Os diterpenos 4cido cupréssico e acido agatico encontram-se nessa regido do
cromatograma devido aos grupos carboxila na sua estrutura. Por Gltimo eluem os compostos

fenolicos prenilados devido a presenca dos grupos isoprenila que lhe conferem maior carater

lipofilico.
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Figura 63. Cromatograma dos ions totais dos compostos do mel de Toledo (TIC) e seus
respectivos tempos de retencgdo (1) ion m/z -169 acido gélico, (2) ion m/z 179 - &cido caféico,
(3) ion m/z 163 - &4cido p-cumarico, (4) ion m/z 285 — canferol, (5) ion m/z 263 —
desconhecido, (6) ion m/z 199 — desconhecido, (7) ion m/z 201 — desconhecido, (8) ion m/z
255 — pinocembrina, (9) ion m/z 299 canferida, (10) ion m/z 319 - acido cupréssico, (11) ion
m/z 339 — desconhecido, (12) ion m/z 447 — desconhecido, (13) ion m/z 361 - desconhecido,
(14) dion m/z 333 - Aacido agatico, (15) ion m/z 363 - 4acido 3-prenil-4-
dihidrocinamoiloxicindmico, (16) ion m/z 383 — desconhecido, (17) ion m/z 443 —
desconhecido.
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Figura 64. LC/MS/MS dos compostos organicos em modo negativo. (1) ion m/z -169 acido
galico, (2) ion m/z 179 - acido caféico, (3) ion m/z 163 - acido p-cumarico, (4) ion m/z 285 —
canferol, (5) ion m/z 263 — desconhecido, (6) ion m/z 199 — desconhecido, (7) ion m/z 201 —
desconhecido, (8) ion m/z 255 — pinocembrina.
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Continuacao figura 64. LC/MS/MS dos compostos fenolicos em modo negativo. (9) ion m/z

299 canferida, (10) ion m/z 319 - &cido cupréssico, (11) ion m/z 339 — desconhecido, (12) ion

m/z 447 — desconhecido, (13) ion m/z 361 - desconhecido, (14) ion m/z 333 - 4cido agatico,

(15) ion m/z 363 - acido 3-prenil-4- dihidrocinamoiloxicindmico, (16) ion m/z 383 —

desconhecido,

(17

ion

m/z

443

desconhecido.




Tabela 13. fons encontrados em mel de 4. mellifera do estado do Parana por LC-MS/MS

(i) Tr(mim.) T
[M- Composto Gruno do da Fragmentos principais
H]- P P padrio (LC-MS/MS) m/z
o, amostra
analitico

163 Acido p-cumérico LIL 0L IV 5,50 5,47 119 (60)

169 Acido galico L IL, 10, 2,00 2,20 125 (50

179 Acido caféico L IL, 100, 4,40 435 135 (70)

199 CNI* LILULIV | **N/A 8,42 137 (50), 155 (70)

201 CNI* LILULIV | **N/A 9,22 139 (60), 183 (50)

255 Pinocembrina I 9,80 9,91 151 (75), 171 (50), 227 (70)

263 CNI* LI, HN/A 7,80 153 (60), 204 (90), 219 (70)

IVeV
285 Canferol VeV 7,00 6,80 255(60), 211(70), 151(80),
299 Canferida LI, /A 10,96 | 151 (30), 200 (40), 284 (100)
MeV

319 Acido cupréssico 11 12,00 12,23 99 (30)

333 Acido agatico LILIULIV | **N/A 16,76 289 (50)

339 CNI* v FN/A 12,75 168 (70)

L IL, 1L IV
361 CNI* #HN/A 14,75 161 (50), 199 (100),
eV 270 (80), 301 (50)
- . LIL 0L IV
363 _ Acido 3-prenil-4- HEN/A 18,85 149(30), 187(60)
dihidrocinamoiloxicindmico eV

383 CNI* eV F*N/A 21,02 295 (100), 339 (80)

443 CNI* el FN/A 21,80 179 (70), 263 (30)

447 CNI* LLILIV A 13.57 199 (100), 271 (50), 297

eV (90), 323 (80)

*CNI- Composto nao identificado.
**N/A- Padrdo nao disponivel.

Os ions m/z 399, 529 e 595 ndo foram observados nestas condigdes. Os ions m/z 529 e
595 sdo pouco significativos com baixa intensidade, podendo até mesmo ser excluidos da
PCA, mas o ion m/z 399 ¢ importante, pois define a formacdo do grupo III. Uma
possibilidade para estudar melhor esses trés ions seria analisar uma amostra que pertenca ao
grupo 1V, pois este grupo apresenta o ion m/z 595 com boa intensidade e uma do grupo III,
pois este grupo tem amostras que apresentam os ions m/z 399 e 529.

A fragmentacdo dos ions principais obtidas através da LC-MS/MS gera menos
fragmentos para alguns ions do que a ESI(-)-MS/MS, pois a LC-MS/MS considera os ions de
maior intensidade para formagdo dos picos cromatograficos, embora seja possivel confirmar a
presenca dos fragmentos mais importantes (intensos) dos ions principais.

O ion m/z 361 foi identificado na literatura através ESI(-)-MS/MS como sendo o




composto 4cido 15-acetoxi-cupressico com as seguintes fragmentacdes: m/z 361, 301."" Este
ion esta presente nas amostras de mel dos cinco grupos, mas seu ESI(-)-MS/MS apresenta
maior nimero de ions fragmentos: m/z 361, 301, 271 e 199, o que ndo permite sua
identificagdo inequivoca na auséncia de padrdo analitico. Para tal, seria necessario combinar o
espectro ESI(-)-MS/MS com medidas de massa exata.

O mesmo ocorre com o fon 447 identificado na literatura como sendo o composto
acido (E)-3-{-4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-dihidrocinamoiloxi)-3-metil-2-butenil ]-5-prenil-fenil } -
2-propendico, com os seguintes fragmentos: 447, 297, 149.'"* Mas no presente trabalho os
fragmentos obtidos para esse ion foram: m/z 447, 323, 297, 271 e 199. Inicialmente
suspeitou-se tratar-se dos mesmos compostos, por apresentarem algumas fragmentacdes
semelhantes, mas através da LC-MS/MS foi possivel confirmar os fragmentos obtidos por
ESI(-)-MS/MS e verificar que se tratava de outro composto, até o momento ndo identificado.

Através da comparacdo dos resultados obtidos por LC-MS/MS e ESI(-)-MS/MS pode-
se comprovar a eficiéncia do modo ESI(-)-MS/MS na caracterizagdo do perfil dos compostos
fenodlicos do mel. ESI(-)-MS/MS permitiu a obtengdo dos mesmos ions [M-H] e fragmentos,
ainda gerou um numero de fragmentos maior, que facilita a identificagdo estrutural.

Outro ponto positivo do método de infusdo direta € sua rapidez e simplicidade, pois €
necessario apenas ajustar as condi¢des analiticas do espectrometro de massas. Para amostras
muito complexas a andlise por LC-MS/MS demora entorno de minutos enquanto que a analise
por infusdo direta por ESI(-)-MS/MS leva segundos (30 seg. por espectro). O tempo de
analise curto é uma caracteristica desejavel para qualquer método de controle de qualidade.

Para a elucidagdo estrutural dos ions ndo identificados ¢ necessario um estudo mais
detalhado inclusive a obtencdo de medidas de massas exatas dos ions em questdo e
comparagdo com padrdes analiticos. Nao sendo possivel a aquisicdo dos padrdes, seria
necessario o isolamento dos compostos do mel para obtencdo de dados espectroscopicos por

RMN e outras técnicas de determinacao estrutural.



5.5. Uso da impressao digital por ESI(-)-MS e PCA para comparar o mel de

abelha Jatai (Tetragonisca angustula angustula) e de Apis mellifera

Para confirmar a especificidade do método e sua eficiéncia em mostrar as diferencas
em composi¢ao quimica entre as amostras comparadas, foram analisadas trés amostras de mel
de abelha Jatai (Tetragonisca angustula angustula) de origem da mesorregiao Oeste: Toledo,
Cascavel e Nova Santa Rosa.

As trés amostras de mel de Jatai foram extraidas e analisadas de acordo com o
processo realizado para as amostras de mel de Apis mellifera. Foram selecionados 21 ions
com intensidades superiores a 25%: m/z 75, 89, 113, 165, 179, 203, 217, 225, 255,277, 279,
281, 309, 311, 315, 325, 341, 357, 413, 459 ¢ 630. Esses ions foram incorporados a matriz de
PCA juntamente com os ions principais da Apis mellifera (Figura 65). As impressoes digitais
das amostras de mel de A. mellifera foram novamente examinadas na procura pelos ions
anteriores ¢ quando presentes também tiveram suas intensidades registradas para realizar a

PCA.

25 1,0
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0,5
" Mel de Apis

0,0

Factor 2: 11,58%

Factor 2: 11,58%
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Figura 65. Ampliacdo do Plano formado pela PC1 e PC2 evidenciando o grupo de

amostra de mel de Apis mellifera e de Jatai.

Observa-se na PCA a formacao de dois grupos bem separados: o grupo formado pelos
méis de Apis mellifera e o grupo de trés amostras formado pelo mel de Jatai, uma vez que a
composicao em produtos naturais do mel de Jatai € muito diferente do mel de Apis mellifera.
Nesse caso, os méis de Jatai apresentam-se como extremos na PCA e dominam o modelo, ndo
permitindo enxergar as pequenas diferencas entre os méis de Apis mellifera.

O mel de Jatai apenas tem em comum com o mel de Apis os ions em m/z 179 e 255.

No entanto, esses ions ndo sdo os de maior intensidade no mel de Jatai, conforme pode ser



observado nas impressoes digitais a seguir (Figuras 66).

Os ions que determinaram a separa¢do do mel de Jatai sdo: m/z 277, 279, 225, 165,
309, 217, 281, 315, 357, 309. Esses ions nao ocorrem no mel de Apis, mostrando que o tipo
de abelha influencia significativamente a composi¢do fitoquimica do mel. Essa conclusdo ¢
ainda mais significativa quando comparamos méis de Apis e de Jatai produzidos na mesma
regido onde a diversidade floral disponivel para as abelhas ¢ muito similar.

Para verificar a influéncia do género e espécie de abelha na composi¢do fitoquimica
do mel novas pesquisas serdo realizadas onde méis de Apis e de abelhas nativas, da mesma
regido geografica e incluindo um maior nimero de amostras, serdo comparadas quanto a seus

perfis em produtos naturais.
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Figura 66. Impressoes digitais obtidas por ESI(-)-MS de mel de Jatai: (A) Nova Santa

Rosa; (B) Toledo e (C) Cascavel. Impressoes digitais de mel de Apis mellifera de Toledo (D).



6. CONCLUSOES

Através da espectrometria de massas por infusdo direta foi possivel desenvolver um
método simples e rapido para comparar méis de Apis mellifera de diversas regides do Estado
do Parana.

Este trabalho ressalta a importancia da utilizagdo da quimiometria para o tratamento de
dados espectrais obtidos para um grande numero de amostras. O emprego da analise por
componentes principais (PCA) evidenciou os ions comuns e discrepantes entre as diferentes
amostras que dificilmente seriam visualizados diretamente na matriz de dados.

Dessa maneira, a combinacdo dos dados obtidos por ESI(-)-MS e a andlise
multivariada permitiu classificar o mel do Estado do Parand quanto a sua origem geografica
em 5 grupos. Também, foram observadas correlagdes entre o perfil de acidos organicos no
mel e as mesorregides de producdo, o que pode auxiliar no controle e rastreabilidade do mel
produzido no Parana.

Através da espectrometria de massas sequencial ESI(-)-MS/MS, combinado a analise
de padrdes auténticos, foi possivel caracterizar acidos organicos minoritarios contidos nos
méis analisados. No entanto, para fins classificatorios dos tipos de mel apenas se faz
necessaria a comparagdo das impressoes digitais das amostras, ndo sendo imprescidivel a
identificagdo de seus componentes.

Os resultados obtidos nas analises por LC-MS/MS confirmaram os ions obtidos nas
impressoes digitais, e desta forma demonstraram que a técnica ESI(-)-MS/MS determina
claramente o tipo de mel podendo ser usado para a tipificacdo das amostras e a comparagao de
sua composi¢ao.

Através da comparagdo dos resultados obtidos nas analises de mel de Apis com o mel
de Jatai, comprovou-se que o método de estabelecer a impressao digital do mel por ESI(-)-MS
¢ especifico e seletivo, evidenciando claramente que o mel de Apis € rico em compostos
fenolicos e sua composicdo quimica é semelhante entre as mesorregides, sendo totalmente
diferente do mel de Jatai.

Dessa forma, o estudo da composi¢ao fendlica dos méis brasileiros podera fornecer
informacgao da origem geografica e identificacdo de méis auténticos, auxiliando no controle de

qualidade do produto.
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8. ANEXOS



Anexo 1. Tabela das Mesorregides, Microrregido e Municipios do Estado do Parana.

MESORREGIAO SUL - 19 Municipios

Microrregiao Municipios
Campina do Simdo, Candoi, Cantagalo, Espigdo Alto do Iguacu, Foz do Jordao,
Guarapuava Goioxim, Guarapuava, Inacio Martins, Laranjeiras do Sul, Marquinho, Nova Laranjeiras,
Pinhao, Porto Barreiro, Quedas do Iguagu, Reserva do Iguagu, Rio Bonito do Iguacu,
Turvo, Virmond.
Palmas Clevelandia, Coronel Domingos Soares, Honorio Serpa, Mangueirinha, Palmas
Pitanga Boa Ventura de Sdo Roque, Laranjal, Mato Rico, Palmital, Pitanga, Santa Maria do
Oeste.
MESORREGIAQO SUDESTE - 21 Municipios
Prudentopolis Fernandes Pinheiro, Guamiranga, Imbituva, Ipiranga, Ivai, Prudentopolis, Teixeira Soares

Sao Mateus do Sul

Antodnio Olinto, Sao Jodao do Triunfo, Sdo Mateus do Sul

Unido da Vitoria

Bituruna, Cruz Machado, General Carneiro, Paula Freitas, Paulo Frontin, Porto Vitoria,
Unido da Vitoria

MESORREGIAO METROPOLITANA - 37 Municipios

Microrregiao Municipios
Cerro Azul Adrianépolis, Cerro Azul, Doutor Ulysses
Almirante Tamandaré, Araucaria, Balsa Nova, Bocaitva do Sul, Campina Grande do Sul,
Curitiba Campo Largo, Campo Magro, Colombo, Contenda, Curitiba, Fazenda Rio Grande,
Itaperucu, Mandirituba, Pinhais, Piraquara, Quatro Barras, Rio Branco do Sul, Sdo José
dos Pinhais, Tunas do Parana
Lapa Lapa, Porto Amazonas
Metropolitana Agudos do Sul, Campo do Tenente, Pién, Quitandinha, Rio Negro, Tijucas do Sul
Paranagua Antonina, Guaraquegaba, Guaratuba, Matinhos, Morretes, Paranagua, Pontal do Parana
MESORREGIAO CENTRO ORIENTAL -14 Municipios
Jaguariaiva Arapoti, Jaguariaiva, Pirai do Sul, Sengés

Ponta Grossa

Carambei, Castro, Palmeira, Ponta Grossa

Telémaco Borba

Ortigueira, Reserva, Telémaco Borba, Tibagi, Ventania

MESORREGIAO NORTE CENTRAL -79 Municipios

Angulo, Astorga, Atalaia, Cafeara, Centenario do Sul, Colorado, Florida, Guaraci,

Astorga Iguaragu, Itaguajé, Jaguapitd, Lobato, Lupiondpolis, Mandaguacu, Munhoz de Melo,
Nossa Senhora das Gragas, Nova Esperanga, Presidente Castelo Branco, Santa Fé, Santa
Inés, Santo Inacio, Uniflor
Apucarana Apucarana, Arapongas, California, Cambira, Jandaia do Sul, Marilandia do Sul, Maua da
Serra, Novo Itacolomi, Sabaudia
Faxinal Bom Sucesso, Borrazopolis, Cruzmaltina, Faxinal, Kaloré, Marumbi, Rio Bom
Florai Doutor Camargo, Florai, Floresta, Itambé, Ivatuba, Ourizona, Sdo Jorge do Ivai
o Arapud, Ariranha do Ivai, Candido de Abreu, Godoy Moreira, Grandes Rios, Ivaipora,
Ivaipora Jardim Alegre, Lidianopolis, Lunardelli, Manoel Ribas, Nova Tebas, Ribeirdo Bonito,
Rio Branco do Ivai, Rosario do Ivai, Sdo Jodo do Ivai, Sdo Pedro do Ivai.
Londrina Cambg, Ibipord, Londrina, Pitangueiras, Rolandia, Tamarana
Maringa Mandaguari, Marialva, Maringa, Pai¢andu, Sarandi
Porecatu Alvorada do Sul, Bela Vista do Paraiso, Florestopolis, Miraselva, Porecatu, Prado

Ferreira, Primeiro de Maio, Sertandpolis




Continuacio Tabela das Mesorregides, Microrregido e Municipios do Estado do Parana.

MESORREGIAO NOROESTE - 61 Municipio

Microrregiio

Municipios

Cianorte

Cianorte, Cidade Gaucha, Guaporema, Indianopolis, Japura, Jussara, Rondon, S&o
Manoel do Parana, Sdo Tomé, Tapejara, Tuneiras do Oeste

Paranavai

Alto Parana, Amapora, Cruzeiro do Sul, Diamante do Norte, Guairaga, Inaja, Itauna do
Sul, Jardim Olinda, Loanda, Marilena, Mirador, Nova Alianc¢a do Ivai, Nova Londrina,
Paraiso do Norte, Paranacity, Paranapoema, Paranavai, Planaltina do Parana, Porto Rico,
Queréncia do Norte, Santa Cruz de Monte Castelo, Santa Isabel do Ivai, Santa Monica,
Santo Antonio do Caiua, Sdo Carlos do Ivai, Sdo Jodo do Caiua, Sdo Pedro do Parana,
Tamboara, Terra Rica

Umuaram

Alto Paraiso, Alto Piquiri, Altonia, Brasilandia do Sul, Cafezal do Sul, Cruzeiro do
Oeste, Douradina, Esperanga Nova, Francisco Alves, Icaraima, Ipora, Ivaté, Maria
Helena, Mariluz, Nova Olimpia, Perobal, Pérola, Sdo Jorge do Patrocinio, Tapira,
Umuarama, Vila Alta, Xambré

MESORREGIAO NORTE PIONEIRO - 46 Municipios

Assai

Assai, Jataizinho, Nova Santa Barbara, Rancho Alegre, Santa Cecilia do Pavdo, Sao
Jeronimo da Serra, Sdo Sebastido da Amoreira, Urai

Cornélio Procopio

Abatia, Andira, Bandeirantes, Congonhinhas, Cornélio Procopio, Itambaraca, Leopolis,
Nova América da Colina, Nova Fatima, Ribeirdo do Pinhal, Santa Amélia, Santa
Mariana, Santo Antonio do Paraiso, Sertaneja

Jacarezinho Barra do Jacaré, Cambara, Jacarezinho, Jundiai do Sul, Ribeirao Claro, Santo Antonio da
Platina
Ibaiti Conselheiro Mairinck, Curiuva, Figueira, Ibaiti, Jaboti, Japira, Pinhaldo, Sapopema

Wenceslau Braz

Carlopolis, Guapirama, Joaquim Tavora, Quatigua, Salto do Itararé, Santana do Itararé,
Sao José da Boa Vista, Siqueira Campos, Tomazina, Wenceslau Braz

MESORREGIAO OESTE - 50 Municipios

Cascavel Cascavel, Rio do Salto, Juvindpolis, Sdo Jodo do Oeste, Sede Alvorada, Sdo Salvador,
Distrito Sete, Espigdo Azul
Céu Azul, Foz do Iguagu, Itaipulandia, Matelandia, Medianeira, Missal, Ramilandia,
Foz do Iguagu Santa Terezinha de Itaipu, Sdo Miguel do Iguagu, Serrandpolis do Iguagu, Vera Cruz do
Oeste
Assis Chateaubriand, Diamante d'Oeste, Entre Rios do Oeste, Formosa do Oeste, Guaira,
Toledo Iracema do Oeste, Jesuitas, Marechal Candido Rondon, Maripa, Mercedes, Nova Santa
Rosa, Ouro Verde do Oeste, Palotina, Pato Bragado, Quatro Pontes, Santa Helena, Sao
José das Palmeiras, Sdo Pedro do Iguagu, Terra Roxa, Toledo, Tupassi
MESORREGIAO SUDOESTE - 37 Municipios
Microrregiao Municipios
Capanema Ampére, Bela Vista da Caroba, Capanema, Pérola d'Oeste, Planalto, Pranchita, Realeza,

Santa Izabel do Oeste

Francisco Beltrdo

Barracdo, Boa Esperanga do Iguacu, Bom Jesus do Sul, Cruzeiro do Iguacu, Dois
Vizinhos, Enéas Marques, Flor da Serra do Sul, Francisco Beltrdo, Manfrindpolis,
Marmeleiro, Nova Esperanga do Sudoeste, Nova Prata do Iguagu, Pinhal de Sdo Bento,
Renascenca, Salgado Filho, Salto do Lontra, Santo Anténio do Sudoeste, Sdo Jorge
d'Oeste, Veré

Pato Branco

Bom Sucesso do Sul, Chopinzinho, Coronel Vivida, Itapejara d'Oeste, Mariopolis, Pato
Branco, Sao Jodo, Saudade do Iguagu, Sulina, Vitorino

MESORREGIAO CENTRO OCIDENTAL - 25 Municipios

Campo Mourdo

Araruna, Barbosa Ferraz, Campo Mourdo, Corumbatai do Sul, Engenheiro Beltrao,
Farol, Fénix, Iretama, Luiziana, Mamboré¢, Peabiru, Quinta do Sol, Roncador, Terra Boa.
Goioeré: Altamira do Parana, Boa Esperanga, Campina da Lagoa, Goioeré, Janiopolis,
Juranda, Moreira Sales, Nova Cantu, Quarto Centenario, Rancho Alegre d'Oeste, Ubirata

Goioeré

Altamira do Parana, Boa Esperanca, Campina da Lagoa, Goioeré, Janidpolis, Juranda,
Moreira Sales, Nova Cantu, Quarto Centenario, Rancho Alegre d'Oeste, Ubirata




Anexo 2. Tabela com as intensidades relativas dos ions principais de cada grupo de amostras de

mel formado segundo a PCA.

Intensidades relativas dos ions princi

ais das amostras pertencentes a0 GRUPO I

Municipio Sigla [163]169|179]1199|201|255]263(285]299(319{333)339(361]363|383[399]|443(447|529|595
Barra Grande BG [100{100( 80 [ 50 [ 50 | 50| 60| O | 70 | 70 |100{ 70 [ 50 [ 40 {100 O | 25|50 0 | O
Barra Mansa BM (1001100 70 | 60 [ 4514580 | 0 |85 [45]40| 0 {35308 ] 0| 0 |45] 0[O
Bituruna BA [95[45(100{30([75|135]140| 0 | 75]50]100f O [60[30|95]| 0 |35]|55]40] 0
Campina do Simdo CS [80]100[{60|55[80]50]190| 0 |60 0 |65] 0 |50]|35[75]30] 0 [45] 0[O
Candido de Abreu CU |90 |100{ 70 | 50 | 7530 [100] O [55]25]80f 0 |35[25]100] O [25]60[ O | O
Candoi CI |70]100{55]170]145]60([85| 0 [40| O |85]50]60]45]100f 0 [ O (35[0 ] O
Canta Galo CG | 85]100{ 40 [100] 50| 25[40]| O [60]55]100f 0 |75(35]60]| 0 [30]70([40] O
Cruz Machado CM |100]100] 35 1100]140 | 35|55] 0 [45| 0 |40 O |35]50|85[ 0[O0 [55[0]O0
Guarapuava GC [85]190|95|75]145]165]145]| 0 |60| 0 [80| O [65]50|55] 0] 0 |55]0(O0
[rati II |195(40]|75]|70|55([45]45| 0 |45]185[65] 0 (7013085 0 |40(8 ] 0 | O
Laranjeira do sul LS |100] 60 | 40 |1001 60 |50|70| O [30| O [40) 0 |60]125]|35[40(25(35( 0| O
Manoez Ribas MR [ 75100[100{40 | 75]160]145] 0 |55] 0 [7065(55]130]190] 0] 0 [55]0 (O
Marcondes MS 195[60]95[50]160]|60[65] 0 [60]55]65([100]60([25]45] 0 [30]75[0 ] 0
[Nova Laranjeira NL [100[ 75 [ 55755065190 0 | 60|40 |100[ O [ 80 |30 [100] 0 |25]90] 0 | O
Palmas PS [80]100]1 85180 [35[55]185[ 0 |35[60([55] 0 [55]25]75[0 |35(70] 010
Prudentdpolis PD |100f{ 5040 |80 |45([55]100f 0 |55] 0 [40] O | 65]30]50(45]50|85]30]30
Prudentopolis Lixeira | PL |100[ 45|45 (4075|8055 0 [50]30(100f 0 |70 {30]40| O | O |45| O |35
[Prudentopolis Relogio | PU | 90 | 55| 85 [ 60 |1001 6585 0 [70] O [90| O | 55[25]100f O |40 |55| O |40
Rio Piovial (Sta Maria)] SMP | 60 [100| 45 [ 40 | 45|25 [100] O [45]55]160[70]|75({30]65] 0 [ 0 |60 0] O

Intensidades relativas dos ions principais das amostras pertencentes ao GRUPO 11

Municipio Sigla|163(169]179{199]201]255(263]|285|299|319{333|339|361(363|383(399|443(447|529|595
[Antonina Al [ 751100{45[85]165| 0 |85 ] 0 [40]35[70]) 0 [80|55[ 0] 0 |90]30]| 0 |60
Campo Largo CL | 70 [100] 25|70 (30| O [100] O | 75]45]90] 0 |100[{70] O | O | 80|25 O |60
Castro CT [ 45]100]40[70]135] 0 |100] O [70]65[85] 0 [70[65] O | O |75[40] 0 | O
Cerro Azul CZ [50]80]30[65]125]0]95] 0 [60]30[85] 0 [100{8 | O | 0 |70(30] 0] O
Colombo CO|[60]90]25]170|30| 0 |80 O [65(50(100f O [95]190| O | O |85] O | O |45
Curitiba CB|50[80| 757050 0 [85 ] 0 | 507090 0 |80|50] 0| O [80|25[ 0] O
Lapa LA [45(70[25]45]125] 0 |100] O |45]125]190| O [100[{70| O [ O [80| O | O |25
Matinhos MO|60|70[35(70[30] 0 [80] O |55]35]65] 0 ]100[{45] 0| 0 |90]|45( O |40
Morretes MT [45]170[50[60 25| 0 |55] 0 [65]45][100] O [55]75[ 0] 0|75 0] 0[O0
Paranagua PG [70[50[30]70]30] 0 |80 O |60]|45]|100f O [958 | O [ O [90 50| O | O
Tibagi TI 160160 [25[50(30| 0 [75] 0 |25]|55]70] 0 |85]190] 0] 0 |100] O [ O | O

Intensidades relativas dos ions principais das amostras pertencentes ao GRUPO 111

Municipio Sigla |163(169]179(199]201|255]263]|285[299|319|333]339|361| 363 |383(399(443| 447 529|595
Barracao BO 1001902516030 0 [100[ O [ 65 (25|40 0 [25][95[30|70( 0 60| O |45
Jesuitas JS 130]80]130[60|25] 0 9510 [8 [0 ([8]O0]|75([55]0]0]0|75[0]0
Missal ML |100] 80| 60 [80]35] 0 [100[75[40 | O [55]0]70({30]| 0 [40|35]65([40] 0
Pérola do Oeste PO [75]80[85[70[50] 0 |100) 0 |80 | O |60 0 |50]45] 0 [70]125]50| 0 | O
Planalto PT [90)65[40]55(25]| 0 [85[ 0 |55[30]60|0 |45[85]25]|55]45[80| 0 |25
Pranchita PR |70 7513585140 0 [70] 0 [70 |55[55]0]30]65] 0 |60|25[75|0 |0
Quatro pontes QP | 80 [100] 50 1001 30 [ O [75]85[55] 0 [35]0]80({30] 0| 0 |[50[65]0 |0
Realeza RA [100] 70| 35]145]140) 0 [100{25]40 [25]45]0140[70] 0 |65]35(90[50]25




Continuacio da Tabela com os ions principais de cada grupo de amostras de mel formado

segundo a PCA

Intensidades relativas dos ions principais das amostras pertencentes ao GRUPO IV

Municipio Sigla|163]169]179]199(201(255|263]285|299(319({333|339(361(363|383(399|443|447(529(595
Arapongas AS (4512510 165]125{0 | 01010 (f35[0]55/45[0140/ 01016000
Araruna AR |55]130]60]170130f{0 |0 ]140] 0|0 [35]35[25]0] 0]35]70]60] 0 |45
Cambeé CE 7516510701301 0]10]01]01]45/01(45]65/0(55]0]0130]01]60
Cianorte CN [40]40]55]160]25{30[ 0 |25]55]0 [55[/25/0f0]0/f25]60]65]0 |55
Guairaca GR[0]45]30]70]30{0 | 0]25]0(f{0[40]40|50[ 0] 0]01]60[{45[0 {40
Ibema IA 160]100]150180(30[0 [0 145/ 00751095160 0]0]10]60[0]0
Ibipora IP [45(45]10 1652510 10]10(0(f65]60]65({80]30]70]01]0125[01]0
Jacarezinho JO 1351501070351 0100 [0]60]0]35]45]125{40]10f[0([55]01]0
Jussara JA 1351306070301 01020100 [55]55]0]01]01]45[75]{50( 0 |35
Loanda LO]10135({70]190140]1 0 [0 (f35]0101({60f{50]0f0f0f0[80]45] 0 |25
Londrina LD 140135/ 01801251 0[0f0]01]45[0(f40]|55]125]25{0f01]25]10(0
Mandaguacu UM | 60]251100{90[45]55] 0 [50[ 0 |65]45] 0 140]125({ 0 |25[45({40]30]40
Maéringa MA |55[40{45]75]130] 0 {100/30] 0 ] 0 140{30{60]30/45{30]35]35]0 10
Medianeira MD [35[55]75]160f{25]0]0140[ 00 ]30]60{80]140] 0]10]10145(010
Ouro Verde do Oeste 00 |35]55160]140]25{0 [55]50]101]01{40]60|80]75]40{0f01]35]10(0
Paranavai PI 130{45]70{90[40] 0 |0 [50[0]0145]60]40]130f 0100 [40] 0 |55
Pato Bragado PB |55[45[75[55]30] 0 [45[{60[{ 0 |0 |25]25]75]125{25]0f{0({45]10]0
Pérola PE 165]1500901100140f 0 {5070 0 |25[{40]70]50]35] 0 ({45{0 1551010
Ribeirao Claro RC155140[{ 01501251 0 [0f0]0160[0(f60]70[30{35[0 0 ]40] 0 [20
Rolandia RD|55]70{ 01601301 0[0f0]0]70[0(50]60]25]45{0f0]30]07(0
Santa Mariana SM[60]80]45]80]35{0 |00 ]0([8([55]45|55[25]65/0]0155/01(0
Santa tereza do oeste STO|35[65[] 0 [45]25]10(50f{45[{0]0]50]01]70]50{0]0f0(f50]0]60
Terra Boa TB |80]50] 0951401251 0] 0]0]0|35|/50]0]J0]0]0]75[{55{0 140
Terra Rica TA 1251503512510 10 (025|010 1({60f{25]65[0f 0[40[90]65] 0 [45
Terra Roxa TR | 0 185]140[{60f{30] 0 |35{40{ 0|0 |45]0 160]40{ 0] 0 100{25] 0 | 0
Tupassi TS 140]35]75140]125] 0 [55]160] 010 [55[/0(f65[35]0[0]01]25]01]0

Intensidades relativas dos ions principais das amostras pertencentes ao GRUPO V

Municipio Sigla |163/169(179|199(201]255|263|285|299(319|333|339(361|363(383(399|443(447|529|595
Assis chateubrind AC |35]140170]50({40| 0 ]100J70]50] 0 |70({40]70]135]0 [ 0[O0 |55]01]60
Guaraniacu GU [50]150]25(45]25[0]50[60[70]25{45]50|65]35]35/30]0]80(25]0
Mercedes ME [40[55]50[100]40] 0 [50]60]50] 0 |35[55]65[40]55] 00 [55]/0/(0
Nova Esperanca NA | 0 ]125]140]100)145]1 0 [88[30]170]1 0 |30 0 |60]40)55[ 0 [55]55] 025
Umuarama UA [55]1 015018012510 [65[55]80] 0 140]25[50(35]125]01]0(f60[0]0
Maripa MP [65]60] 0 190]35[40({45[{80]70] 0 145] 0 [65[25]0]01]0(5([0]0
Guaira GA 140130]75]65]25[0 |75[50{55]0125]0]70|55]0/0]01]45{01]60
Bandeirantes BS [40]40] 0 {80]40f 0 |100f{25[50]55(100]40]60| 0 |60| O [40]40(50]25
Cascavel CA 140[60(80[90]45] 0 1100190700 |80 ] 0 |60]30[f0]0]10145]101{0
Entre Rios do Oeste ERO |25]150[50[80[45] 0 |100]145]30[30f25[40])85]135] 0 [40[45]45]70] 0
Foz do Iguacu FI 135]55[{80]140(25]25]80]50]45[0 140|0 [75]125(25[0]101(f70]01]0
Linha Brasilia LB [85]40] 0 [75]30f55]100{30[{40]45([50]35]75[40]55] 0 [35] 0 [42]35
Marechal C. Rondon MCR|[50]180]160]70]140f 0 [60[75]145] 0 |55] 0 [55]60]145] 010 (f45[01]0
[Nova Santa Rosa NSR [60]65]55(100{50f 0 |70|55]60] 0 [50({45]60]40]35({45[40]/60] 010
Santa Helena SH [45[65]25(100]45] 0 [85]50/40] 0 |45]0 [45[40]40] 0 ([45]70]/01]0
Toledo TO |175180]{40]100{40)50[75]35]55[0 |30f35[{55]50(35[{60]45({30]01]0
Palotina PA [45]170]125[55]25[0 [50[45]145] 0 |35]55[90|45] 0] 0[]0 (35[0]0
Altonia AA [40]50]551100]50f30f75[65]145] 0 150] 0 [45[50]140]40]35[25[0]0




Anexo 03. Espectros ESI(-)-MS/MS dos Padroes Analiticos

ESI(-)-MS/MS - IONS 163 m/z: Acido p-cumirico
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ESI(-)-MS/MS - IONS 179 m/z: Acido Caféico
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ESI(-)-MS/MS - IONS 285 m/z: Canferol
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ESI(-)-MS/MS - IONS 319 m/z: Acido Cupréssico
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