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RESUMO

NASCIMENTO, K. S. Compostos fenolicos, capacidade antioxidante e propriedades fisico-
quimicas de méis de Apis mellifera do estado do Rio Grande do Sul. 2016. 82f. Dissertacao
(Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo,
Brasil.

O mel é um alimento doce feito por abelhas a partir do néctar das flores. Estudos consideram o mel
um adogante natural, fonte de compostos antioxidantes, que quando incluidos na dieta tornam-se
aliados contra danos oxidativos. No entanto, a composicdo do mel é muito variavel, pois depende
da fonte floral que o origina, das condices ambientais onde é produzido e do modo como é
recolhido e processado. A regido Sul distingue-se das demais regides brasileiras em func¢éo do seu
clima e vegetacdo. Além disso, o somatério dos principais estados da regido Sul representa 49 %
da producdo de mel do pais, destacando-se o estado do Rio Grande do Sul (RS) como o maior
produtor. Uma recente pesquisa demonstrou que outro produto da colmeia, o pélen apicola,
produzido na mesma regido, apresentou maior capacidade antioxidante quando comparado ao pélen
produzido em outras regides do pais, tornando oportuna a busca por méis com possiveis efeitos
benéficos a saude. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar os méis de
Apis mellifera, produzidos no estado do RS, quanto as propriedades fisico-quimicas e antioxidantes,
e estabelecer correlagbes com a origem boténica. Para isso, foram obtidas 52 amostras, adquiridas
na Casa do Mel, em Viamdo, no RS, de diversas origens botanicas e diferentes locais do estado. As
propriedades fisico-quimicas avaliadas foram: analise melissopalinologica, umidade, cinzas,
condutividade elétrica, pH e acidez livre, cor, atividade diastasica, agucares, hidroximetilfurfural
(HMF) ereac0es qualitativas de Fiehe e Lund, de acordo com as andlises preconizadas pelas normas
brasileira e internacional. A avaliacdo das propriedades antioxidantes consistiu na identificagcdo e
quantificacdo dos compostos fenolicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia; determinacao
da capacidade redutora do Folin-Ciocalteu; determinacdo de flavonoides totais; capacidade de
absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC); determinacdo do poder redutor do ferro (FRAP); e
sequestro do radical estadvel DPPH. Os resultados para a andlise fisico-quimica caracterizaram os
meéis em: monoflorais (eucalipto, aroeira, quitoco, uva japdo, flor do campo e laranjeira) e
heterofloral; a umidade apresentou média de 18,3+0,7 % (max. 20); o valor médio para cinzas foi
de 0,3+t0,2 % (max. 0,6); a condutividade elétrica foi de 0,59+0,2 mS.cm? (max. 0,8); o pH com
média de 4,18+0,3 e a acidez livre com 32+9,8 mEq.Kg? (max. 50); a cor variou do extra branco
ao ambar; a média da atividade diastasica foi de 16,4+11,0 °Gothe (min. 8); as médias para frutose
e glicose foram, respectivamente, 37,9+1,4 e 32+25 ¢.1007, onde a razdo frutose/glicose foi de
1,2+0,1; o teor médio de HMF foi de 56458 mg.Kg?! (méax. 60); e as reacdes de Fiehe e Lund
apresentaram, respectivamente, resultados negativo e positivo para todas as amostras, indicando a
pureza dos méis analisados. No que concerne a analise de antioxidantes, os acidos galico, cindmico
e 0 p-cumarico, e os flavonoides quercetina e miricetina, foram identificados. O teor de fendlicos e
flavonoides totais foram de 61,3+18,3 mgEAG.Kg! e 0,7+0,7 mgQE.100g™, respectivamente. A
capacidade antioxidante pelo método ORAC foi de 7,8+4,3 mmolET.Kg?; pelo ensaio FRAP foi
de 1,2406 pmolET.gY; e pelo método DPPH (ECsy) foi de 72,4+89,8 mg.mlt. Os méis
apresentaram-se de acordo com os parametros fisico-quimicos exigidos pela legislacdo brasileira e
recomendacgOes internacionais, para o controle de qualidade do mel. A capacidade antioxidante foi
semelhante a encontrada na literatura cientifica. As espécies botanicas que apresentaram maior
atividade antioxidante foram eucalipto e aroeira. O conteido de fendlicos totais ndo apresentou
diferenca estatistica entre esses dois tipos de méis, no entanto o teor de flavonoides nos méis de
aroeira foi maior (p<0,05) do que o referido nos méis de eucalipto. O &cido galico foi 0 composto
majoritario presente nos meis de eucalipto e aroeira, e 0 &cido p-cumarico nos méis de uva japao.
Por fim, as propriedades fisico-quimicas e biologicamente ativas dos méis foram influenciadas pela
origem floral.

Palavras-chaves: Mel, propriedades fisico-quimicas, capacidade antioxidante, estado do Rio
Grande do Sul.



ABSTRACT

NASCIMENTO, K. S. Phenolic compounds, antioxidant capacity and physicochemical
properties of Apis mellifera honey from Rio Grande do Sul state. 2016. 82f. Dissertagao
(Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2016.

Honey is a sweet food made by bees from the nectar of flowers. Previous studies consider honey
as a natural sweetener, source of antioxidant compounds that when included in the diet become
allies against oxidative damage. However, honey composition is variable because it depends on
the floral source, environmental conditions where it is produced and how it is collected and
processed. The southern region is different from other Brazilian regions because of its climate and
vegetation. In addition, the sum of the main states of the South is 49% of the country’'s honey
production, and Rio Grande do Sul (RS) state is the biggest producer. A recent study showed that
another product of the hive, bee pollen, derived from this region showed higher concentrations of
antioxidant compounds when compared to other regions of the country, encouraging researches
for honeys with possible beneficial health effects. Inthis sense, this study aims to characterize Apis
mellifera honey produced in the state of RS, as the physicochemical and antioxidants properties,
and establish correlations with the botanical origin. For this, 52 samples were obtained, collected
from Honey House, in Viamdo, RS, of various botanical origins and different parts of the state.
The physicochemical properties evaluated were: melissopalinological analysis, moisture, ash,
electrical  conductivity, pH and free acidity, colour, diastase activity, sugars,
hydroxymethylfurfural (HMF), and Fiehe and Lund reactions, according to the analytical
standards established by the Brazilian and international recomendations. The evaluation of
antioxidant properties consisted in the identification and quantification of the phenolic compounds
by high-performance liquid chromatography; determining the reducing capacity of the Folin-
Ciocalteu; determination of total flavonoid; ability to absorb oxygen radical (ORAC); determining
the reducing power of iron (FRAP); and DPPH radical scavenging method. The results for the
physicochemical analysis characterized the honeys in: monofloral (eucalyptus, mastic, quitoco,
Japan grapes, field flower and orange) and heterofloral; the average to moisture was 18.3+0.7 %
(max. 20%); the average of ashes was 0.3£0.2 % (max. 0.6%); the electrical conductivity was
0.59+0.2 mS.cm! (max. 0.8); the result to pH was 4.18+0.3 and free acidity was 32+9.8 mEq.Kg-
1 (max. 50); the colour varied to extra white to amber; the average of diastase activity was
16.4+11.0 °Gothe (min. 8); the average of glucose and fructose determination were, respectively,
37.9+1.4 and 32+2.5 g.100°1; the ratio fructose/glucose was 1.2+0.1; the average content of HMF
was 5.6+5.8 mg.Kg! (max. 60); and the Fiehe and Lund reactions presented, respectively, negative
and positive results to all samples, indicating the purity of honeys analyzed. Regarding the analysis
of antioxidants, gallic acid, cinnamic acid and p-coumaric acid, and flavonoids quercetin and
myricetin, were identified. Flavonoid and phenolic total content were 61.3+18.3 mgEAG.Kg! and
0.7+0.7 mgQE.100g™, respectively. ORAC antioxidant capacity was 7.8+4.3 mmolET.Kg?; FRAP
was 1.2+0.6 umolET.g; and DPPH assay (ECsg) was 72.4+89.8 mg.ml-1. Analyzed honeys presented
all physicochemical parameters in accordance to honey quality control from Brazilian and international
recommendations. The antioxidant capacity was similar to data from scientific literature. The botanical
species with the highest antioxidant activity were eucalyptus and mastic. Total phenolic content
showed no statistical difference between these two types of honeys, however flavonoid content of
mastic honeys was higher (p<0.05) than eucalyptus honeys. Gallic acid was the major compound
present in eucalyptus and mastic honeys, and p-coumaric acid in Japan grape honeys. Finally,
physicochemical and biologically active properties honeys were influenced by honey floral source.

Keywords: Honey, physicochemical properties, antioxidant capacity, state of Rio Grande do Sul.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracdes sobre a apicultura

A apicultura é a ciéncia, arte ou técnica de criacdo de abelhas. As abelhas sdo
descendentes de vespas que mudaram sua alimentacdo para polen e néctar a medida que
surgia na terra uma nova classe de vegetais, plantas que produziam flores e frutas, chamadas
faner6gamas. Ao longo desse processo evolutivo, surgiram varias espécies de abelhas. Essa
cooperacao entre abelhas e plantas foi essencial para a diversificacdo natural desses
organismos, bem como para o surgimento de produtos que sao utilizados pelo homem para
fins alimentares e medicinais desde os primordios até os dias atuais (PEREIRA et al., 2003;
SOUZA, 2007).

Os produtos produzidos pelas abelhas incluem a cera de abelha, o pélen apicola,
a geleia real, a propolis e o mel. A cera de abelha é um produto ndo comestivel, muito
utilizado pelas indUstrias de cosméticos e conhecido por conter mais de 300 componentes,
sendo a maior parte uma mistura de acidos, vitamina A e outras substancias com diferente s
propriedades. O polen apicola tem sido reconhecido como um produto potencial para
aplicacbes médicas e nutricionais devido principalmente apresenca de compostos bioativos.
A geleia real, por sua vez, tem apresentado propriedades funcionais, tais como atividades
antibacteriana, anti-inflamatoria, vasodilatadoras, hipotensoras, antioxidante e antitumoral.
A propolis é constituida principalmente por ceras e 6leos essenciais de origem vegetal, sendo
bastante utilizada pelo homem devido suas propriedades antibacterianas. Ja o mel é o
produto apicola mais consumido no mundo, desde a antiguidade, especialmente por ser um
adocante natural (MARCUCCI, 1996; ALMEIDA-MURADIAN etal., 2005; SABATINI et
al, 2009; RAMADAN; AL-GHAMDI, 2012; PREMRATANACHAI; CHANCHAO,
2014).

O mel é um dos alimentos mais antigos ligados a historia humana. O surgime nto
e a firmacdo da apicultura ocorreram devido a necessidade de aumentar a producdo desse
produto. Por vérios seculos o mel foi retirado dos enxames de forma extrativista e predatoria,
causando muitas vezes morte das abelhas e danos ao meio ambiente. Com o passar do tempo
0 homem foi entendendo a necessidade de proteger os enxames, instalad-los em colmeias
racionais e maneja-los, nascendo assim a apicultura (PEREIRA et al., 2003; BERA;
ALMEIDA-MURADIAN, 2007).

No Brasil, a apicultura comecou a ser praticada com a introducdo da abelha da

espécie Apis mellifera pelos jesuitas, a partir de 1840. Posteriormente, outras racas dessa
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espécie foram trazidas por imigrantes europeus, principalmente nas regibes Sul e Sudeste.
Em 1956 abelhas africanas foram introduzidas no pais e, a unido de abelhas africanas e
europeias formou uma espécie hibrida, que passou a ser chamada de abelha africanizada. O
carater agressivo dessa espécie marcou um periodo dificil, onde houve abandono da
atividade, morte de animais e pessoas, além da caréncia de mel no mercado consumidor, o
que incentivou a falsificacdo do mel em todo o Pais. Apoés, aproximadamente, 10 anos foi
estabelecido o controle sobre essas abelhas e sua capacidade de alta produtividade foi
considerada. Atualmente, as abelhas africanizadas representam quase 90% das abelhas
existentes no Brasil (WIESE, 2000; SEBRAE, 2015).

A apicultura é uma atividade conservadora e importante. E uma das poucas
atividades no ramo da agropecuaria que contempla todos o0s requisitos no tripé da
sustentabilidade: (a) o econdmico, porque gera renda para os agricultores; (b) o social,
porque utiliza a mao-de-obra familiar no campo, diminuindo o éxodo rural; (c) e o ecoldgico,
porque ndo ha a necessidade de desmatamento para a criacdo de abelhas. Além disso, as
abelhas sdo colaboradoras importantes para a agricultura moderna, através dos servicos de
polinizacdo que realizam. Dos 115 principais produtos alimentares globais 52 dependem da
polinizacdo das abelhas para que ocorra a produgdo. Dessa forma, constata-se que o setor
apicola é um importante gerador de riquezas, capaz de unir 0 aumento da produtividade
agricola com a manutengdo e desenvolvimento da fauna e flora da biodiversidade nacional
(ABEMEL, 2015; KLEIN et al., 2007).

O Brasil é um grande produtor de alimentos, ao passo que apresenta fauna e flora
diversificadas. Assim, a preservacdo de sua natureza e o incentivo a producdo agricola
devem ser preocupacdes constantes. Nessa perspectiva, o setor apicola harmoniza-se como

um oOtimo contribuinte.

1.1.1. Mel: definicdo, processamento e produgdo
O mel é o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir do
néctar das flores ou das secrecGes procedentes de partes vivas das plantas ou ainda de
excrecOes de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, que as
abelhas recolhem, transformam, combinam com substancias especfificas préprias,
armazenam e deixam maturar nos favos da colmeia (BRASIL, 2000).
Apds a maturacdo, ocorre a extragdo e o processamento do mel, os quais

contemplam as etapas apresentadas na Figura 1. A realizagdo desses procedimentos em
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instalagdes e condigoes adequadas ¢ fundamental para garantir a expedicdo de um produto

final de qualidade (PEREIRA etal., 2003).

Transporte dos favos Recepcio das
para a casa do mel melgueiras

¥

Filtragem domel  |[a— Centrifugacio e Desoperculacio

Coleta dos favos [

Y

Decantagio Envase —» Armazenamento | Expedigio

Figura 1. Fluxograma do processamento do mel (PAS, 2008; WIESE, 2000, adaptado).

Em relagdo a produgdo e exportacdo de mel, a China ¢ lider no ranking mundial
ha alguns anos, de acordo com a Organizagdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e
Alimentagdo (FAO). O Brasil, por sua vez, ocupou o 11° lugar nas ultimas pesquisas. A
Tabela 1 apresenta o posicionamento dos paises exportadores de mel no ranking mundial,

no ano de 2013 (ABEMEL, 2015).

Tabela 1 — Posicionamento dos paises exportadores de mel no ranking mundial

Posicionamento Pais exportador Volume exportado (toneladas/ano)
Exportagdo mundial 594.218
1 China 124.901
2 Argentina 65.180
3 Vietna 35.313
4 México 33.458
5 india 30.099
6 Alemanha 22.628
7 Bélgica 22.020
8 Ucrania 21.674
9 Espanha 21.284
10 Hungria 20.724
11 Brasil 16.181
12 Bulgaria 12.658
13 Roménia 12.649
14 Uruguai 12.352
15 Canada 12.287
16 Taildndia 11.600
17 Italia 11.463
18 Nova Zelandia 9.592
19 Polonia 9.216
20 Chile 8.195

Fonte: Associagdo Brasileira dos Exportadores de mel (ABEMEL, 2015).
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Nos ultimos 40 anos, o setor apicola brasileiro tem crescido consideravelmente,
onde as atividades progrediram mais de dez vezes. Por outro lado, em 2012, foi verificada
queda de 19,3 % na producao do mel, no comparativo ao ano de 2011. Essa redu¢do ocorreu
devido afalta de floragao consequente da seca advinda nesse periodo, o que levou a extingao
da atividade apicola em muitas areas. Naturalmente, o valor de produgdo também diminuiu
(3,6 %), se comparado ao ano anterior. O preco do produto ascendeu de R$ 5,96 o quilo, em
2011, para RS 7,11, em 2012 (IBGE, 2012).

Ressalta-se grande queda na producdo dos estados do Nordeste do pais,
sobretudo no Piaui, Ceard, Pernambuco e Bahia. As regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste
aumentaram suas producdes em 2012, mas em volume msuficiente para compensar as
quedas na regido Nordeste do pais (IBGE, 2012).

Os estados do Rio Grande do Sul (20,2 %), Parand (16,4 %) e Santa Catarina
(13,1 %) foram aqueles com maiores produgdes de mel em 2012. Nao obstante, os trés
municipios com as maiores produgdes estdo localizados no Sul: Bom Retiro (SC); Ortigueira
(PR); e Igara (SC) (IBGE, 2012).

Em relacdo a exportagdo de mel no Brasil, houve redugdo de 25.987 toneladas
em 2009 para 16.180 em 2013. Essa reducdo de aproximadamente 38% foi ocasionada por
perdas de enxames nas regides produtoras, devido principalmente aos episddios de seca.
Esse acontecimento acarretou para a regido Nordeste, que desde 2009 ocupava o posto de
maior regido exportadora, uma reducdo de 52% na producdo e 25% nas exportagdes de mel,
cedendo o lugar de principal produtor e exportador de mel do Brasil aregiao Sul (ABEMEL,
2015).

De acordo com o Sebrae (2014), o Brasil mantem um bom posicionamento nas
exportacdes de mel em todos os anos (2008-2012). No entanto, apresentou melhor ranking
em quantidade produzida, quando comparado com o ranking em valor de produgdo. Isso
significa que paises que produzem menores quantidades de mel estdo oferecendo seu
produto com maior prego. Paises como Vietnd, Alemanha e Hungria, por exemplo, estavam
em posicoes inferiores ao Brasil no ranking de exportacio em 2011, considerando
quantidade exportada, porém em posicdes superiores no ranking em valores exportados.

Nesse sentido, ¢ fundamental a realizagdo e incentivo de ferramentas que
garantam a qualidade do produto exportado, contribuindo assim para a valorizagdo do mel
brasileiro, além de incentivar produgdes sustentdveis no pais, as quais o governo brasileiro
tem estimulado. Nesse contexto as andlises fisico-quimicas sdo as principais ferramentas

para a avaliacdo dos indicadores de qualidade no produto.
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1.1.2. Parametros de controle de qualidade do mel

Existem especificacdes brasileira e internacional para o controle de qualidade
do mel. O Codex Alimentarius (2001) estabelece parametros para a determinacdo da
qualidade do mel. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por sua
vez, aprovou no ano de 2000, o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Mel
(BRASIL, 2000), com o propésito de padronizar o processamento, assegurar condicdes
igualitarias e fornecer total transparéncia na elaboracdo e comercializacdo do produto
brasileiro. Tanto a norma brasileira quanto a internacional estabelecem como requisitos de

qualidade fisico-quimica do mel as andlises indicadas na Tabela 2.

Tabela 2. Especificacdes das normas brasileira e internacional para o controle de qualidade

do mel.

Anélises Norma Brasileira Norma Internacional
Umidade (%) Max 20 Max 20

Acucares redutores (%) Min. 65 Min. 60

Sacarose aparente (%) Max 6,0 Max 10

Sélidos insolaveis (%) Méx. 0,1 Max 0,1

Minerais (cinzas) (%) Méax. 0,6 -

Condutividade elétrica (mS.cm1) - Max 0,8

Acidez livre (mEq.Kg?1) Max. 50 Max. 50

. VN Min. 8 na escala de Gthe; ou  Min. 8 ou min. 3, se 0 HMF <

Atividade diastasica (°Gothe) 3, se 0 HMF < 15mg/kg 15mg/kg

Max. 40; e em regides

o 4 .
Hidroximetilfurfural (HMF) (mg.Kgt) Max 60 tropicais: max. 80

Fontes: BRASIL, 2000 e CODEX ALIMENTARIUS, 2001.

O teor de umidade depende das condicbes ambientais e manipulacdo por
apicultores no periodo de safra, e pode variar de estacdo para estacdo e de ano para ano.
Um teor elevado de umidade pode conduzir a fermentacdo indesejavel no mel durante o
armazenamento, causada pela acéo de leveduras osmotolerantes, sobre os agucares glicose
e frutose, resultando na formacdo de &lcool etilico e diéxido de carbono, onde o alcool, na
presenca de oxigénio, pode ser oxidado para acido acético e agua, resultando assim em um
gosto amargo (HABIB etal., 2014).

Em relacdo aos acUcares, a glicose e a frutose sdo os principais constituintes do
mel. A proporgdo desses aglcares depende em grande parte da fonte de néctar. E por isso
que valores minimos séo estabelecidos, para atestar a qualidade e a pureza do mel. A razdo
frutose/glicose tem sido recomendada para avaliar a granulacdo do mel, porque a glicose é

menos solivel em agua do que a frutose. O contelido de sacarose, por sua vez, € utilizado
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para detectar adulteracdo no mel por adicdo de aglicares comerciais derivados da cana-de-
acucar e do milho. Outros agUcares sdo encontrados em quantidades minimas, e atualme nte
estudos tem relatado que o perfil de agUcares pode estar associado a origem boténica e
geografica do mel (BOGDANOV, 2009; HABIB et al., 2014; SILVANO etal., 2014).

O conteudo de sélidos insoliveis é um indicador de pureza e pode estar
relacionado a falta de conhecimento em relacdo a extracdo de qualidade, processamento
adequado e manejo de equipamentos devidamente higienizados. O componente insollvel
em agua do mel inclui: cera, pélen, favo de mel, abelhas e particulas de sujeira (BELAY et
al., 2013).

O teor de cinzas varia conforme fatores ambientais, geograficos e botanicos, 0s
quais influenciam o conteddo dos elementos inorganicos no mel. Valores elevados podem
indicar concentracdo de minerais encontrados no néctar, variabilidade no tipo de solo,
praticas de colheita, e ainda materiais coletados pelas abelhas (BELAY et al, 2013;
BOGDANOV, 2009).

A condutividade elétrica no mel esta relacionada com as concentracfes de
minerais e cinzas totais, sais, acidos organicos e proteinas, e é um parametro que sofre
variacdo de acordo com as condicbes ambientais e origem floral. E uma analise
recomendada apenas pela norma internacional (BOUSSAID et al., 2014; CODEX, 2001).

O pH no mel, apesar de ndo ser um parametro obrigatorio para a avaliacdo da
gualidade do produto, é importante pelo fato de estar intimamente associado ao
desenvolvimento de microrganismos. Alimentos com o pH superior a 4,5 podem
desenvolver mais facilmente a multiplicacdo de microrganismos. Além disso, pode ser
utilizada como anélise complementar aacidez livre. A acidez livre do mel, além de conferir
caracteristicas quimicas e sensoriais, estd fortemente relacionada com a ocorréncia de
fermentacdo. A acidez do mel caracteriza-se principalmente pela presenca de acidos
organicos, oriundos de diversas fontes de néctar, mas também por acdo da enzima glicose-
oxidase que origina 0 acido glucdnico (acido com maior predominancia no mel), e a acdo
de bactérias durante o processo de maturagdo do mel (FINOLA et al., 2007; FRANCO et
al., 2008; SILVANO et al., 2014).

Em relagdo a atividade diastasica, é conhecido que o mel contém baixas
concentracdes de uma série de enzimas, das quais as mais importantes sdo a diastase,
invertase (a-glicosidase), glicose-oxidase, catalase e fosfatase &cida. Estas enzimas sao
procedentes do néctar, dos fluidos salivares e das secre¢Bes das glandulas da faringe das

abelhas. Diastases sdo um grupo de enzimas de digestdo de amido que incluem o- e f-
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amilase. A enzima a-amilase hidrolisa cadeias de amido em locais aleatdrios, produzindo
uma variedade de dextrinas, e a S-amilase separa o agucar redutor maltose do final da cadeia
de amido. A atividade diastésica € expressa em numero de diastase (ND), correspondente a
escala Gothe (° Gothe), que é definido como a atividade da enzima em 1 g de mel, capaz
de hidrolisar 0,01 g de amido em uma hora a 40 °C. Um ND baixo indica que o mel foi
exposto a altas temperaturas (SAKAC etal.,, 2012; SAK-BOSNAR et al., 2012).

O HMF (Figura 2) é um composto furanico que pode ser formado pela reacdo
de Maillard ou por desidratacdo das hexoses em meio acido. O tratamento térmico favorece
a formacdo de HMF, mas esse composto também pode ser formado em baixas temperaturas
durante longos periodos de armazenamento, porém em baixas concentracBes, uma vez que
areacdo de Maillard diminui nessas condicGes. Além da temperatura, a formacdo do HMF

depende do tipo de agUcar, pH e atividade de agua.

OH

5-hidroximetil-2-furaldeido
HMF

Figura 2. Estrutura quimica do HMF.

Estudos in vitro indicam que o HMF pode ser citotoxico, mutagénico,
carcinogénico e genotdxico, e por isso a importancia de monitorar as concentracdes desse
composto em alimentos, especialmente no mel. A presenca de hexoses em meio acido no
mel favorece a formacdo de HMF. Portanto, o teor de HMF pode indicar o grau de frescor
do mel, enquanto niveis elevados podem indicar ocorréncia de armazenamento inadequado
ou prolongado, superaquecimento ou adicdo de acucar invertido (BASTOS et al., 2002;
CAN etal., 2015; BILUCA et al., 2014).

1.1.3. Composicao quimica e propriedades do mel
O mel é um produto alimentar natural, produzido em quase todos os paises e
largamente utilizado. E geralmente classificado em monofloral ou heterofloral. Méis
monoflorais sdo produzidos por uma espécie de planta, que contém seu néctar
predominante em relacdo as contribuicbes menores de néctar de outras origens botanicas.

Méis heteroflorais apresentam varias fontes vegetais, das quais nenhuma é predominante.
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O mel ndo pode ser considerado um alimento completo, mas oferece potencial
como um suplemento dietético. O mel é uma solucdo supersaturada de agUcares, dos quais
frutose (38%) e glicose (31%) sdo os principais constituintes, e em seguida a agua com
contribuicdo aproximada de 18%. Outros agucares, proteinas, certas enzimas, carotenoides,
compostos fenolicos, aminodcidos livres, acidos organicos, produtos da reacdo de
Maillard, vitaminas e minerais comp8em a minoria entre os elementos presentes no mel
(VILHENA; ALMEIDA-MURADIAN, 1999; DAS etal., 2015; MARCHINI et al., 2004;
HABIB etal., 2014).

Apesar de ser conhecido principalmente por seu poder adocante, 0 mel é um
alimento de alta qualidade, rico em energia e inimeras outras substancias benéficas ao
equilbrio dos processos biologicos do corpo. E um alimento que apresenta propriedades
benéficas e tem sido foco de estudos que visam demonstrar o seu potencial funcional (DAS
et al,, 2015; GASIC, etal., 2014).

Estudos demonstraram as propriedades funcionais em méis de diferentes origens
boténicas e geograficas. Apesar da composicdao do mel disponivel comercialmente variar
muito em todo o mundo, essa propriedade tem sido atribuida principalmente a presenca de
polifendis, isto €, flavonoides e &cidos fenodlicos (GASIC, et al., 2014; SILVA et al.,
2013a).

Os flavonoides e acidos fendlicos, foram reconhecidos como o0s principais
constituintes  responsaveis por propriedades promotoras de salde no mel. Estes
fitoquimicos foram estudados quanto a sua atividade antimicrobiana, anti-inflamatdria,
antimutagénica, antitumoral, antioxidante, e muitos outros efeitos sobre a salde humana.
Sua identificacdo e quantificacdo sdo de grande interesse, pois além da contribuicao
significativa para a bioatividade geral do mel, podem ser utilizados para classificar os méis
de acordo com sua origem botanica (KECKES etal., 2013; OLIVEIRA etal., 2012).

1.2. Compostos bioativos fendlicos em alimentos

Ha 400 mihdes de anos atrds quando as plantas terrestres evoluiram, elas
provavelmente produziram metabolitos secundarios (MS) como um meio de defesa contra
herbivoros, microrganismos e plantas concorrentes; como compostos de sinal para atrair
animais polinizadores e animais de dispersdo de sementes; e também como compostos
antioxidantes, para protecdo ultravioleta. Os MS sdo sintetizados durante a fotossintese e,
apesar de ndo estarem diretamente envolvidos nos processos de crescimento,

desenvolvimento e reproducdo, como o0s metabdlitos primarios, sdo importantes a
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sobrevivéncia das plantas (Figura 3). S&o compostos biologicamente ativos, capazes de
interferir a nivel molecular no organismo, é por isso que nos Ultimos anos, uma atencdo
crescente tem sido dedicada a acdo dos compostos presentes em alimentos de origem vegetal
na manutencdo da salde humana (MARTINS et al, 2016; SILVA et al., 2010; WINK,
2016).

Fotossinteza
1
[ 1
Mletabolizmo Metabolisme
primaric sacundzario
I 1
[ | 1 1 | 1 |
Proteinas Lipidacs Carboidratos Clorofila Alealoidas Terpenos & Compostos
estarpides fendlicos

Figura 3. Relagdo entre os metabolismos primario e secundério em plantas (MARTINS et
al., 2016, adaptado).

Os trés grupos de agentes fitoquimicos mais importantes sao os terpenos (varias
unidades de isopreno), os alcaloides (compostos nitrogenados heterociclicos) e os
compostos fendlicos. Estes, também chamados polifendis, compdem o maior grupo, com
mais de 8.000 estruturas identificadas e largamente distribuidas. Esses compostos
apresentam como modelo estrutural basico um grupo fenol, constituido por um anel
aromatico hidroxilado. No entanto, os polifendis apresentam ampla diversidade estrutural,
sendo agrupados em diferentes classes de acordo com sua estrutura quimica basica, entre
elas: acidos fenolicos e flavonoides. Os &cidos fenolicos constituem os &cidos
hidroxibenzoicos e os acidos hidroxicindmicos (Figura 4). Os principais flavonoides
apresentam seis subclasses: antocianidinas, flavonas, isoflavonas, flavonois, flavanonas e
flavandis (Figura 5) (MARTINS et al., 2016; LIU et al., 2015; SILVA etal.,, 2016).

Os acidos fenolicos e flavonoides s&o os compostos fendlicos mais comuns e,
geralmente, apresentam-se como conjugados soliveis em &gua (glicosideos) e formas
insollveis. Na natureza, os &cidos fendlicos exibem principalmente formas insolGveis ou
conjugadas, enquanto os flavonoides apresentam-se como glicosideos com um ou multiplos
acucares ligados através de um grupo OH (OH-glicosideo) ou através de ligacdes carbono-
carbono (C-glicosideos). Os fendlicos conjugados insoliveis tém demonstrado uma
capacidade antioxidante significativamente maior em comparacdo com o0s fendlicos
conjugados livres e sollveis (ACOSTA-ESTRADA etal., 2014).
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B o L
A

"
Substituicdo Derivados do 4cido hidroxicindmico  Derivados do acido hidroxibenzoico
R*=OH Acido o-cumarico
R*=0OH Acido p-cumarico Acido hidroxibenzoico
R*=R*=0OH Acido cafeico Acido protocatecoico
R‘=0CHjs, R*=0H Acido ferdlico Acido vanilico
R’=R*=R*=0OH - Acido galico
R'=R*=0OH - Acido gentisico
R?=R*=0CH3, R*=0OH Acido sinapico Acido siringico

Figura 4. Modelo estrutural basico dos acidos hidroxicindamicos e acidos hidroxibenzoicos
(HELENO et al., 2015).

aH

OH O
Isoflavena Flavanol Flavanona

Figura 5. Estrutura quimica das principais classes de flavonoides (CERQUEIRA et al.,
2007, adaptado).

A estrutura dos compostos fendlicos varia de uma simples molécula a um
complexo polimero de elevado peso molecular. O potencial antioxidante desses compostos
depende do numero e disposicdo dos grupos hidroxilas na molécula de interesse (SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015).

Plantas superiores e 0s seus constituintes sdo fontes de antioxidantes naturais,
tais como os polifendis, que sdo encontrados em abundancia em especiarias, ervas, frutas,
legumes, cereais, grdos, sementes, chas e 6leos. Esses compostos sdo parte essencial da dieta
humana e sdo de consideravel interesse, devido as suas propriedades antioxidantes e efeitos
benéficos potenciais a saude humana (AHMAD et al., 2016).
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Os éacidos fenolicos e flavonoides sdo antioxidantes naturais, capazes de inibir
ou reduzir a acdo de radicais livres. Evidéncias indicam que os radicais livres implicam na
patologia de diversas doengas humanas, uma vez que aumentam O estresse oxidativo e,
potencialmente, podem danificar moléculas bioldgicas, tais como proteinas, hidratos de
carbono, lipidios e DNA. Por essa razdo, 0s compostos biologicamente ativos tém
demonstrado efeitos positivos sobre doencas cronicas, tais como doencas cardiovasculares,
cancer, obesidade e diabetes (ALVES et al, 2013; BORLINGHAUS et al, 2014,
CAROCHO et al., 2013; FINOCCHIARO et al., 2010; IRONDI et al., 2015; KUMAR et
al., 2013; SHAQO et al., 2014; TAOFIQ etal., 2015).

1.3. Radicais livres e antioxidantes

Os radicais livres (RL) sdo moléculas instdveis e altamente reativas, que
possuem um elétron ndo emparelhado em seu orbital. S&o conhecidos por desenvolverem
um papel duplo, como espécie benéfica e deletéria. A producdo continua dos RL pelos
sistemas enziméticos é parte da funcdo celular normal e, em niveis moderados, é essencial
a salde por estarem envolvidos em varios processos bioldgicos. O equilibrio entre producdo
e remocdo de RL é realizado pelo mecanismo de defesa do corpo, que garante as
concentragdes ideais. Quando hd um desequilibrio causado por producdo excessiva de RL,
de forma enddgena (reacbes metabolicas) ou por fatores exdgenos (radiagdes ionizantes, por
exemplo), ocorre 0 estresse oxidativo, que esta fortemente relacionado a uma ampla
variedade de doencas humanas (FANG etal., 2002; FILIPOVIC etal., 2015).

As principais espécies reativas de interesse bioldgico, provenientes do
metabolismo celular, compreendem as espécies reativas de oxigénio (ERO) e as espécies
reativas de nitrogénio (ERN). Exemplos de ERO sé&o superdxido (O2+), radical hidroxila
("OH), peroxido de hidrogénio (H20:2), radical peroxila (ROO-), hidroperdxido organico
(ROOH), oxigénio singlete (*O2) e 0zbnio (O3). Exemplos de ERN sdo 6xido nitrico (NO-),
peroxinitrito (ONOO"), acido peroxinitroso (ONOOH) e diéxido de nitrogénio (NO2). Em
niveis normais esses radicais contribuem para a homeostase celular. No entanto, se exibem
niveis extremamente elevados, ocorre a saturacdo dos mecanismos de defesa celular (agéo
antioxidante) e moléculas intracelulares ficam seriamente danificadas, afetando células
vizinhas, contribuindo assim para a inducdo de doencas cronico-degenerativas
(DEVASAGAYAM etal., 2004; FANG et al., 2002; LABAT-ROBERT et al., 2014).

A protecdo contra radicais livres pode ser aumentada pela ingestdo de

antioxidantes na dieta. Um antioxidante é uma substancia que pode interferir em ciclos
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oxidativos para inibir ou retardar danos oxidativos em biomoléculas. Essas substancias
podem interagir, com seguranca, com radicais livres e terminam a reacdo em cadeia antes
de danificar moléculas vitais, utilizando diversos mecanismos: (a) eliminacdo de espécies
que iniciam a peroxidacdo, (b) quelacdo de metais para impedir a geracdo de espécies
reativas ou decomposicdo de perdxidos, (c) interagdo com Oz paraa prevencdo daformacao
de perdxidos, (d) interrupcdo da reacdo em cadeia auto-oxidativa, e/ou (e) reducdo de
concentracdes de O: localizadas (OROIAN et al., 2015; SHAHIDI; ZHONG, 2015).

Esses compostos podem estar presentes naturalmente em plantas, animais e
microrganismos ou podem ser sintetizados por meios quimicos. Quando adicionados a
alimentos, antioxidantes sdo capazes de prevenir a deterioracdo, retardar a formacdo de
produtos de oxidacdo tdxicos, manter a qualidade nutricional do alimento e aumentar o prazo
de validade dos produtos. Devido as preocupagdes de seguranca e limitagdes sobre o uso de
antioxidantes sintéticos, antioxidantes naturais obtidos a partir de materiais comestiveis,
subprodutos comestiveis e fontes residuais tém demonstrado interesse  crescente
(EMBUSCADO, 2015; SHAHIDI; ZHONG, 2015).

As principais classes de compostos naturais com atividade antioxidante s&o:
vitaminas (C e E), carotendides (carotenos e xantofilas) e polifendis (flavondides, éacidos
fendlicos, lignanas e estilbenos) (OROIAN et al., 2015; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN,
2015; SINDHI etal., 2013).

O amplo interesse em relagdo aos antioxidantes, deve-se aos efeitos desses
compostos sobre os radicais livres e consequentes beneficios que promovem ao organismo.
Aléem disso, a falta de terapias eficazes para a maioria das doencas cronicas faz com que a
utilidade de antioxidantes na protecdo contra essas doencas seja cada vez mais estudada.
Tais efeitos, em sintese, resultam do potencial de Oxido-reducdo de determinados
compostos; a capacidade de competicdo por sitios ativos e receptores nas multiplas
estruturas celulares; ou, ainda, a habilidade em modular aexpressdo de genes que codificam
proteinas envolvidas em mecanismos intracelulares de defesa contra processos oxidativos
degenerativos de estruturas celulares (DNA, membranas) (BASTOS etal.,, 2009; MARTINS
et al., 2016).

1.4. Métodos para a avaliacdo da capacidade antioxidante
Em virtude da grande diversidade quimica existente entre 0S cOmpostos
antioxidantes, varios ensaios in vitro ttm sido realizados para avaliar a capacidade

antioxidante em amostras de interesse. Outra questao, é que os modelos de teste antioxidante
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variam em diferentes aspectos, € por isso que a atividade antioxidante ndo deve ser
mensurada com base em um Unico modelo de teste (ALAM et al., 2013; SCHAICH et al.,
2015).

Dependendo das reacfes envolvidas, estes ensaios podem ser classificados em
dois tipos: ensaios baseados em reacOes de transferéncia de dtomos de hidrogénio (TAH) e
ensaios baseados em transferéncia de elétrons (TE). Amaioria dos ensaios baseados na TAH
empregam um esquema de reacdo competitiva, em que antioxidante e substrato competem
por radicais peroxil gerados termicamente, através da decomposicdo de azo compostos. Esse
ensaio inclui o método de capacidade de absor¢do do radical oxigénio (ORAC) e o potencial
reativo antioxidante total (TRAP). Os ensaios baseados em TE mensuram a capacidade de
um antioxidante na redugdo de um oxidante, que muda de cor quando reduzido. O grau de
mudanca da cor esta correlacionado com a concentracdo de antioxidantes da amostra.
Ensaios baseados em ET incluem o método do reagente Folin-Ciocalteu (FCR), a capacidade
antioxidante equivalente ao trolox (TEAC), o poder antioxidante redutor do ferro (FRAP) e
0 sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (HUANG et al., 2005).

Entre os diversos métodos, ORAC, DPPH, FRAP e Folin-Ciocalteu séo
largamente utilizados na literatura cientifica para a analise da capacidade antioxidante em
alimentos e bebidas, inclusive no mel (ALVAREZ-SUAREZ etal., 2012).

O método ORAC verifica a capacidade antioxidante de uma amostra, a partir do
monitoramento da inibicdo da oxidacdo induzida por radicais peroxil, gerados pelo 2,2'-
azobis-(2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH), a temperatura de 37°C. Radicais
peroxil sdo radicais livres predominantes na oxidacdo lipidica em alimentos e sistemas
bioldgicos sob condicdes fisiologicas. Assim, valores de ORAC sdo biologicamente
importantes, considerados como uma referéncia para a eficacia antioxidante. Nesse ensaio
o radical peroxil reage com um composto fluorescente, resultando na perda da fluorescéncia,
que é monitorada por um fluorimetro. Um conjunto de curvas de decaimento da
fluorescéncia é construida e a area integrada entre presenca de antioxidantes e auséncia
(corrida em branco) pode ser calculada como um indicador da capacidade de eliminagcdo de
radicais peroxil. O antioxidante padrdo Trolox é usualmente utilizado como valor de
referéncia, e os antioxidantes da amostra mencionados como equivalentes de Trolox. O
ensaio € automatizado, utilizando um sistema multicanal de manuseio de liquidos, acoplado
a um leitor de microplacas de fluorescéncia (SHAHIDI; ZHONG, 2015; ZULUETA et al.,
2009).
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Outra estratégia para determinar a atividade antioxidante é mensurar diretamente
a habilidade de sequestrar radicais livres especificos, como acontece no método DPPH. O
radical DPPH, é um radical livre estavel, possui coloracdo purpura e é caracterizado por uma
banda de absorcdo a 517nm. Esse método mede a perda de absorcdo quando o radical é
reduzido por acdo de um antioxidante ou espécie radicalar, mudando a coloracdo para
amarelo palido. E um método amplamente utilizado para determinar a atividade antioxidante
de compostos fenolicos purificados e extratos de plantas naturais. A simplicidade e arapidez
da andlise deste método isento de substrato tém sido evidenciadas para uma vasta gama de
compostos. No entanto, um dos maiores inconvenientes desse método é a utilizacdo do
DPPH a base de metanol no ensaio, ocasionando perda da contribuicdo de antioxidantes
hidrofilicos, porque sdo precipitados pelo solente (ALAM et al, 2013; LUCAS-
ABELLAN etal., 2011; NICKLISCH etal., 2014).

O método FRAP, por sua vez, estima a capacidade dos antioxidantes em reduzir
0 ion férrico (Fe*3)em ion ferroso (Fe*?), em meio &cido (pH 3,6). A formacdo do complexo
reduzido apresenta coloragdo azul intensa e o monitoramento da atividade redutora da
amostra é medido a 593nm. Ao contrario dos outros métodos baseados em TE, o ensaio
FRAP deve ser realizado sob condicbes com pH baixo, a fim de manter a solubilidade do
ion e principalmente o direcionamento na transferéncia de elétrons (SHAHIDI; ZHONG,
2015).

O conteudo de fendlicos totais (CFT) ou ensaio de Folin-Ciocalteu, é outro
parametro importante da capacidade antioxidante. E um método bem conhecido e
amplamente utilizado para a avaliagdo antioxidante de alimentos e extratos de plantas. O
ensaio € baseado na reducdo do reagente Folin-Ciocalteu por compostos fenolicos sob
condicBes alcalinas. Acredita-se que o reagente Folin-Ciocalteu contém complexos de
acidos fosfomolibdato- fosfotungstato que, quando reduzidos, exibem uma coloracdo azul
com maxima absorcdo a 765 nm. E um método sensivel ao pH, temperatura e tempo de
reacdo, e apesar da preocupacdo em relacdo a contribuicdo de agentes redutores ndo-
fendlicos presentes, como agucares redutores e certos aminoacidos, € um método simples,
reprodutivel e robusto (SHAHIDI; ZHONG, 2015).

E importante compreender os mecanismos, vantagens e limitagdes dos ensaios
de capacidade antioxidante para uma selecdo adequada dos métodos. Além disso, €
consideravel a realizacdo adjacente de outros métodos que favorecam o isolamento e a
purificagdo dos compostos (OROIAN et al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

O mel ¢ um alimento doce feito por abelhas a partir do néctar das flores. Muitos
autores associam o mel como uma fonte de antioxidantes naturais. No entanto, sua
composicdo ¢ muito variavel, pois depende da origem botanica e geografica, da espécie de
abelha e das condigdes ambientais do local onde € produzido.

A regido Sul distingue-se das demais regides brasileiras em fungdo do seu clima e
vegetagdo. Além disso, o somatorio dos principais estados da regido Sul representa 49 % da
producao de mel no pais, destacando-se o Rio Grande do Sul como o maior produtor. Estudo
realizado recentemente, por Arruda (2013), demonstrou que outro produto da colmeia, o
polen apicola, produzido nessa mesma regido, exibiu atividade antioxidante superior,
quando comparado ao polen apicola produzido nas demais regides do Brasil

Assim, baseado na busca por alimentos que, quando incluidos na dieta tornam-se
aliados a saude, verificou-se a oportunidade de investigar méis com possiveis efeitos
benéficos; adicionado a isso, ¢ relevante certificar a adequagdo de méis para o consumo
humano, contribuindo assim para a seguranga alimentar e nutricional, bem como para a
valorizagdo do produto local e consequente mcentivo a producdao e comercializagao,
repercutindo assim, de forma positiva, na sociedade cientifica, na economia e no meio

ambiente.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

O objetivo geral desse trabalho foi caracterizar os méis de Apis mellifera,
produzidos no estado do Rio Grande do Sul, quanto as propriedades antioxidantes e fisico-

quimicas.

3.2. Objetivos especificos

1. Determinar as caracteristicas fisico-quimicas de méis de Apis mellifera, produzidos
no estado do Rio Grande do Sul e verificar seu enquadramento nas especificaces
brasileira e internacional;

2. Avaliar a capacidade antioxidante dos méis por trés métodos distintos: ORAC,
FRAP e DPPH,;

3. Determinar o teor de compostos fenélicos, por espectrofotometria e cromatografia
liquida de alta eficiéncia;

4. Correlacionar as propriedades fisico-quimicas, atividade antioxidante e origem

botanica encontradas.
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4, MATERIAL E METODOS
4.1. Material

Os méis de abelhas Apis mellifera foram adquiridos diretamente da Casa do Mel,
estabelecimento da Associacdo Galcha de Apicultures (AGA), em Viamdo, RS.

Foram obtidos dois conjuntos de amostras, um no ano 2014 e outro em 2015,
totalizando 52 amostras, com aproximadamente 300 g de mel cada, de diversas origens
boténicas, e abrangéncia de coleta em diferentes regibes do estado do Rio Grande do Sul,
indicadas na Figura 6 e descritas na Tabela 3.

As amostras foram transportadas em embalagens hermeticamente fechadas e, ap6s

o0 recebimento, foram mantidas a temperatura ambiente, em local seco e ao abrigo da luz.
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Figura 6. Mapa do estado do Rio Grande do Sul indicando as regides onde as amostras foram

coletadas.



Tabela 3. Identificagdo das amostras por local e periodo de coleta.

Amostra Local de coleta M és/Ano da coleta
1 Eldorado do Sul/RS 03/2014
2 Eldorado do Sul/RS 03/2014
3 Eldorado do Sul/RS 04/2014
4 Eldorado do Sul/RS 04/2014
5 Eldorado do Sul/RS 04/2014
6 Eldorado do Sul/RS 04/2014
7 Eldorado do Sul/RS 02/2014
8 Eldorado do Sul/RS 04/2014
9 Eldorado do Sul/RS 04/2014
10 Eldorado do Sul/RS 04/2014
11 M ostardas/RS 03/2014
12 Séo Gabriel/RS 02/2014
13 Canela/RS 11/2014
14 Canela/RS 05/2014
15 Roca Sales/RS 04/2014
16 Tramandai/RS 11/2014
17 Trés Coroas/RS 11/2014
18 Pantano Grande/RS 10/2014
19 Taquara/RS 11/2014
20 Pantano Grande/RS 11/2014
21 Taquara/RS 12/2014
22 Cachoeira do Sul/RS 01/2014
23 Taquara/RS 12/2014
24 Palmares do Sul/RS 08/2014
25 Taquara/RS 11/2014
26 Taquara/RS 10/2014
27 Taquara/RS 11/2014
28 Palmares do Sul/RS 03/2014
29 Encruzilhada do Sul/RS 06/2014
30 Maquiné/RS 12/2014
31 Sédo Gabriel/RS 08/2014
32 Séo Gabriel/RS 11/2014
33 M ostardas/RS 03/2015
34 Sdo Gabriel/RS 02/2015
35 M ostardas/RS 03/2015
36 Roca Sales/RS 05/2015
37 Taquara/RS 03/2015
38 Tramandai/RS 04/2015
39 Pantano Grande/RS 04/2015
40 Cachoeira do Sul/RS 04/2015
41 Palmares do Sul/RS 05/2015
42 Taquara/RS 02/2015
43 Séo Gabriel/RS 04/2015
44 Séo Gabriel/RS 04/2015
45 Bardo triunfo/RS 04/2015
46 Eldorado do Sul/RS 04/2015
47 Eldorado do Sul/RS 04/2015
48 Bardo triunfo/RS 04/2015
49 Bardo triunfo/RS 04/2015
50 Eldorado do Sul/RS 04/2015
51 Eldorado do Sul/RS 04/2015
52 Minas do ledo/RS 04/2015

33
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4.2.Métodos
4.2.1. Anélise melissopalinologica

A determinacdo da origem boténica foi realizada em parceria com o Laboratorio
de Apicultura (LABAPIS) do Departamento de fitossanidade da Faculdade de Agronomia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). A andlise foi realizada de acordo
com o método padronizado por Maurizio e Louveaux (1965).

Foram dissolvidos 10 g de mel em 20 mL de &gua. Apos centrifugacdo, o
sedimento foi incluido em gelatina glicerinada ndo corada e as laminas vedadas com
parafina. Foi realizada uma preparacdo microscopica com uma gota do sedimento e uma
pequena porcdo de gelatina glicerinada, fixada e solidificada antes da observacdo. Os
resultados foram interpretados pela dominancia ou ndo dos tipos polinicos, levando-se em

consideracdo a super ou sub-representacdo das espécies.

4.2.2. Determinacdo da umidade

A umidade foi determinada de acordo com o método refratométrico de
Chataway, indicado por Cano et al. (2001), que compararam métodos para a determinacao
da umidade no mel, e recomendado pela AOAC (1990) e legislacdo brasileira (BRASIL,
2000). Para isso foi utilizado um refratdmetro digital modelo DR2o1-95 da marca Kruss. O
método consiste na determinacdo do indice de refracdo do mel a 20 °C, que é convertido
para o contetdo de umidade, em percentual, através de uma tabela de referéncia (Tabela de

Chataway). As andlises foram realizadas em triplicata.

4.2.3. Determinacdo do residuo mineral fixo (cinzas)

O residuo mineral fixo foi determinado por gravimetria de acordo com o método
descrito pela AOAC (1990) e legislacdo brasileira (BRASIL, 2000). As amostras foram
previamente incineradas, em seguida foram levadas a mufla aquecida a 550° C por cinco

horas (até peso constante). As andlises foram realizadas em triplicata.

4.2.4. Determinacdo da condutividade elétrica

A determinacdo da condutividade foi baseada no método preconizado pela IHC
(2009), obtida a partir de uma solucdo de 20% de matéria seca de mel a 20°C, utilizando -se
um condutivimetro (CRISON INSTRUMENTS mod EC-Meter BASIC 30+). As analises
foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em mS.cm,
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4.2.5. Determinagio do potencial hidrogenionico (pH) e acidez livre

A acidez livre dos méis foi verificada de acordo com AOAC (1990) e legislacao
brasileira (BRASIL, 2000). O valor do pH foi obtido utilizando-se um pHmetro digital
(HANNA INSTRUMENTS) calibrado com solugcdes tampédo de pH 4,0e 7,0. Em seguida, a
acidez livre foi avaliada, a partir de titulagdo simples com NaOH 0,05 M, interrompendo-se
a titulacdo quando o pHmetro marcava o valor de 8,5. As andlises foram realizadas em

triplicata e a acidez livre expressa em meq.Kg! de mel.

4.2.6. Determinagdo da cor

A determinacdo da cor foi baseada no método descrito por Almeida-Muradian
et al. (2014), utilizando-se um colorimetro (HANNA INSTRUMENTS mod. C221).
Posteriormente, o valor encontrado foi convertido em cor pela escala de Pfund. As andlises

foram realizadas em triplicata.

4.2.7. Determinagdo da atividade diastasica

A determinacdo da atividade diastdsica foi baseada no método de Schade
modificado por White e Hadom, indicado pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2000) e
internacional (CODEX, 2001), onde uma solucdo padrdo de amido (8 mg.mL!) reage com
uma solucdo de iodo 0,0007 M. Em funcdo da concentracdo da enzima e do tempo, a
intensidade da cor roxa varia, sendo verificada em intervalos de cinco minutos. Entdo, foi
realizada uma plotagem da absorbancia pelo tempo e, foi determinado o tempo em que o
fator absorbancia atingiu o valor de 0,235. O nimero de diastase (ND) foi calculado
dividindo-se 300 pelo tempo encontrado, cujo valor minimo deve corresponder a oito na

escala de Gothe.

4.2.8. Determinacdo de acUcares

A determinacdo de acucares foi realizada segundo Bogdanov etal. (1999) e IHC
(2009), com modificacdes. Foi preparada uma solucdo de mel (0,05 g.mLt) com 25 % de
metanol. A solugdo foi fittrada em membrana MILLIPORE de 0,45 pm. As amostras foram
analisadas em CLAE utilizando-se coluna Zorbax NH2 de fase normal (AGILENT, 250 mm
de comprimento; 4,6 mm de didmetro; e 5 pm de porosidade) e pré-coluna Zorbax NH;
(AGILENT, 12,5 mm de comprimento; 4,6 mm de didmetro; e 5 pm de porosidade), operado
a temperatura de 37°C. A fase movel foi composta por acetonitrila : 4gua (80:20, v/v), e 0

fluxo utilizado foi do tipo isocratico a 1,3 ml/min, com volume deinjecdo de 10 phL. A curva
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padrdo foi obtida com padrbes de Frutose, Glicose, Sacarose, Turanose, Maltose, Trealose,
Gentiobiose, Erlose e Melezitose (Sigma aldrich). A deteccéo foi realizada por indice de
refracdo. As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em g.100gt

de mel.

4.2.9. Determinacdo do teor de hidroximetilfurfural (HMF)

A determinagdo do teor de HMF foi realizada segundo Ajlouni e Sujirapinyokul
(2010). As amostras foram homogeneizadas com solu¢bes de Carrez | a 15% e Carrez 1l a
30% na proporcao de 1:100 cada. A solugéo foi fittrada em papel fittro de 80 mg/m? e os 10
mL iniciais foram descartados. Em seguida, a solucdo foi fitrada em membrana
MILLIPORE de 0,22 um. As amostras foram analisadas em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) utilizando-se coluna Cigde fase reversa (PHENOMENEX, 250 mm de
comprimento; 4,6 mm de diametro; e 5 pm de porosidade) e pré-coluna Cig, operado a
temperatura de 30 °C. A fase movel foi composta por A: &4gua e B: metanol, na proporcéao
90:10 (v/v), e ofluxo utilizado foi do tipo isocratico a 0,75 mL/min, com volume de inje¢do
de 20 pL. A curva padrdo foi obtida com padrdo de HMF (1-50 mg.t). A deteccdo foi
realizada com detector de ultravioleta a 285 nm. As analises foram realizadas em triplicata

e os resultados expressos em mg.Kg* de mel.

4.2.10. Determinagdo qualitativa de HMF (Reagéo de Fiehe)

O teor qualitativo de HMF foi analisado a partir do método descrito pelo
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005). O método consistiu na adicdo da solugdo cloridrica de
resorcina (0,01 g.mL1) a amostra, e consequente observacdo da reacdo que resulta na
alteracdo da coloracdo. O resultado € considerado positivo quando a colora¢do varia do rosa

ao vermelho e negativo quando varia do amarelo ao incolor.

4.2.11. Determinacdo da presenca de albuminoides (Reacéo de Lund)

A deteccdo de albuminoides no mel foi realizada de acordo com IAL (2005),
através da formagdo de um precipitado de albuminoides, cujo volume deve variar de 0,6 a
3,0 mL. A reacdo foi obtida a partir da adicdo de acido tanico a 0,5 %, seguida de repouso

por 24 horas. Posteriormente, foi observada a formacdo do precipitado.
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4.2.12. Determinagdo da capacidade redutora do Folin-Ciocalteu e teor de fendlicos
totais

A determinacdo do teor de fendlicos totais foi realizada segundo Zhang et al.
(2006). Foi utilizado espectrofotbmetro Synergy H1 Multi-Mode Reader (Biotek
instruments Inc., VT, USA) com microplaca de poliestireno com 96 pocos e fundo
transparente. Foram adicionados diretamente em cada poc¢o 20 L de solu¢do aquosa de mel
(0,2 g.mL"1), em suas devidas diluicGes, e 100 pL do reagente Folin-Ciocalteu. Apds cinco
minutos de incubacdo foi adicionado 80 pL de carbonato de sodio a 7,5 % e a solu¢do foi
novamente incubada, por 30 minutos, a temperatura de 37 °C. A curva padrdo foi elaborada
com acido galico (Sigma-Adrich) (10,5-210 pg.mL1). As leituras foram realizadas a 760
nm, as andlises realizadas em triplicata e a capacidade redutora do Folin-Ciocalteu foi

expressa em mg equivalentes de acido galico (EAG).100gt de mel.

4.2.13. Determinacao do teor de flavonoides totais

A determinacdo do teor de flavonoides totais foi realizada segundo Xu e Chang
(2007), com modificacbes. Foi utilizado espectrofotometro Synergy H1 Multi-Mode Reader
(Biotek instruments Inc., VT, USA) com microplaca de poliestireno com 96 pogos e fundo
transparente. Foram adicionados diretamente em cada pogo 180 pL de solugcdo aquosa de
mel (0,2 g.mLt) e 15 L de NaNO2 2,5 %. Apds seis minutos foram adicionados 15 pL de
AICk 10% e, depois de cinco minutos, foram adicionados 50 yL de NaOH 1M. Aguardou-
se 10 minutos, tempo necessario para a formacdo do complexo flavonoide-aluminio, a
temperatura ambiente. A curva padrdo foi elaborada com quercetina (Sigma Chemical co.)
(0,1-50 pg.mL-1). As leituras foram realizadas a 415 nm, as analises realizadas em triplicata

e o0s resultados expressos em mg equivalentes de quercetina (EQ).100g! de mel.

4.2.14. Determinacdo da capacidade antioxidante
4.2.14.1. Capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC)

A capacidade de absorgéo de radicais de oxigénio foi determinada segundo Prior
et al. (2003). Foi utilizado espectrofotdmetro Synergy H1 Multi-Mode Reader (Biotek
instruments Inc., VT, USA) com microplaca de poliestireno com 96 pocos e fundo
transparente. Nos pocos foram adicionados 25 pL de solugdo de mel (0,05 g.mLt, com 25
% de metanol), devidamente diluida com tampéo fosfato 75 mM (pH 7,1), 25 uL do controle
e 25 pL da curva padrdo de trolox (6-hidrox-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico)

(Sigma  Aldrich). A esse volume foram adicionados 150 pL de solucdo de fluoresceina 40
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nM (Sigma Aldrich), seguido por incubagdo a 37 °C por 30 minutos. Na sequéncia foram
misturados 25 pl da solugdo do radical peroxila 2,2’-azobis (2-amidinopropano)
dihidrocloreto (AAPH 153 nM) (Sigma Aldrich), desencadeando a reacdo. A reacdo foi
monitorada a cada um minuto, por uma hora. A curva padrdo de trolox foi realizada nas
concentracdes de 6,25 a 100 pM. A capacidade antioxidante foi determinada pela curva de
reducdo da intensidade da fluoresceina com a concentracdo de equivalentes Trolox. As
andlises foram realizadas em ftriplicata e os resultados foram expressos em mmol

equivalentes Trolox (ET).Kg?! de mel.

4.2.14.2. Sequestro do radical estavel DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

A determinacdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH foi realizada de
acordo com Bobo-Garcia et al. (2015). Foi utilizado espectrofotometro Synergy H1 Multi-
Mode Reader (Biotek instruments Inc., VT, USA) com microplaca de poliestireno com 96
pogos e fundo transparente. Foi preparada uma solugdo metandlica de DPPH (200 uM) a
fim de exibir, aproximadamente, 0,9 de absorbancia, no comprimento de onda de 517 nm.
Na microplaca, foram adicionados 80 pL de controle e cinco diluicdes diferentes da solu¢éo
aquosa de mel (0,2 g.mL"1) com suas respectivas proporcoes de metanol 80% e agua. Entdo,
160 pL da solucdo DPPH foi adicionada, seguindo para incubagdo por 1 hora e 30 minutos,
a temperatura ambiente. Ap0s o periodo de incubacdo foi efetuada a leitura a 517 nm. O
resultado da atividade antioxidante foi expresso como a capacidade de sequestrar/reduzir o
radical DPPH, em percentual (ECso), ou seja, a quantidade de compostos antioxidantes
necessarios para reduzir em 50 % a concentragdo inicial do DPPH (BRAND-WILLIANS et
al, 1995). As analises foram realizadas em triplicata, os resultados foram expressos em
mg.mL1 de mel, e o percentual de descoloracdo foi calculado conforme a seguinte féormula:

% de descoloragdo = [1- (AbSamostra — AbSbranco/AbScontrole)] X 100

4.2.14.3. Determinacdo do poder redutor do ferro — Método FRAP

A determinacdo do poder redutor do ferro foi obtida por meio do método
descrito por Benzie e Strain (1996). Foi utilizado espectrofotometro Synergy H1 Multi-
Mode Reader (Biotek instruments Inc., VT, USA) com microplaca de poliestireno com 96
pocos e fundo transparente. O reagente FRAP foi preparado com tampéo acetato de sédio
300 mM pH 3,6, solucdo de 2,4,6-tripiridil-s-triazine (TPTZ) (Flucka Chemicals Siusse) 10
mM em &cido cloridrico (Synth) 40 mM e solu¢do de cloreto férrico (Synth) 20 mM, na

propor¢do 10:1:1. O reagente foi aquecido em banho-maria a 37 °C até o0 momento do uso.
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Na microplaca foram adicionados 20 pL de solugcdo de mel (0,2 g.mL"). Em seguida, foram
adicionados, rapidamente, 150 pL de reagente FRAP aquecido em cada pogo. Logo, iniciou-
se 0 periodo de incubacdo por oito minutos, a mesma temperatura. Apos esse periodo, foi
realizada a leitura das absorbancias a 593 nm. A curva padrdo foi preparada com trolox (6-
hidrox-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico) (Sigma Aldrich) na concentragdo de 25 a
800 uM. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em pmol

equivalentes Trolox (ET).gt de mel.

4.2.15. Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos
4.2.15.1. Preparacdo dos extratos

A preparacdo dos extratos para determinagdo dos compostos fendlicos foi
realizada segundo Spiliot et al. (2014), com modificagdes. Foram adicionados 500 mg de
mel a 500 pL de &gua em micro tubos (Axygen, MCT-200-C) e homogeneizados até
completa dissolugdo. Aliquotas de 500 pL de n-Butanol P.A. (Sigma Aldrich-Vetec) foram
adicionadas, seguidas de agitacdo e centrifugacdo (10.000 rpm; 10 minutos). O sobrenadante
foi recolhido e reservado. Esse procedimento foi realizado trés vezes. O volume aproximado
de 1,5 mL de fase butanolica resultante foi submetido a evaporacdo em nitrogénio
(Labconco, 7812010, Centrivap). Em sequéncia, foram adicionados 500 pL de acetato de
etila P.A. (Synth), seguidos de agitacdo e retirada do sobrenadante. Este procedimento foi
realizado trés vezes. O volume total de sobrenadante resultante foi submetido a evaporagdo
(Labconco, 7812010, Centrivap). Em seguida, as amostras foram ressuspendidas em 250 pL
de solugdo de metanol e acido férmico 5 % (grau CLAE), na propor¢do 1:1, e fitradas em

filttros de 0,45 pm. As analises foram realizadas em duplicata.

4.2.15.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos seguiu o modelo
descrito por Spilioti et al. (2014), com modificacbes. A analise foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando-se coluna Cigde fase reversa (MERCK
LICHROSPHER 100 RP 18E, 250 mm de comprimento; 4,6 mm de diametro; e 5 um de
porosidade) e pré-coluna Purospher RP-18E (4x4 mm; 5 pm), operada a temperatura de 25
°C. A fase mdvel foi composta por A: agua acidificada com é&cido formico a 5 % e B:
metanol, com fluxo de 0,8 mL/min. A fase movel foi eluida em modo gradiente: 2 % de B
em 0,01 min; 10 % de B em 3 min; 40 % de B em 30 min; 50 % de B em 44 min; 100 % de

B em 53min; manteve-se 100 % de B (53-55 min) para limpeza da coluna; em seguida a



40

composicdo da fase mdvel regressou as condicdes iniciais e manteve-se por 10 min para
estabilizacdo da coluna. O volume de injecdo utilizado foi de 10 L.

Os compostos fendlicos foram detectados por varredura entre 240 e 400 nm e
quantificados conforme o comprimento de onda mais adequado para cada composto. Os
padrfes escolhidos (adquiridos da Sigma-Aldrich) foram: &cido galico, 4cido
protocatecuico, 4acido para-hidroxibenzoico, catequina, &cido gentisico, acido vanilico,
acido caféico, &cido clorogénico, epicatequina, &cido p-cumarico, &cido ferdlico, &cido
benzoico, &cido sinapico, &cido o-cumarico, rutina, acido rosmarinico, miricitina, acido
cindmico, naringina, quercetina e campferol. Os polifendis foram identificados através da
comparacao dos analitos com os respectivos tempos de retencdo e espectros UV-VIS dos
padrdes. Foram geradas curvas de calibracdo a partir da mistura dos padrdes utilizados. As
areas dos picos da curva foram utilizadas para obtencdo da concentracdo de cada composto

identificado nas amostras. Os resultados foram expressos em pg.gt de mel.

4.3. Andlise dos resultados

Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizada a analise de variancia (one-
way ANOVA), seguida do pos-teste Tukey, utilizando o software GraphPad Prism 5.0.
Para alguns dados, também foi realizada a andlise de correlacdo de Pearson utilizando o
mesmo software. Foi considerada uma escala de correlacdo de fraca a forte de acordo com
Cohen (1988) apud Figueiredo-Filho e Silva-Junior (2009). Os dados foram expressos como

média + desvio padrdo, com nivel de significancia de p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Anéalise melissopalinoldgica

As amostras foram classificadas de acordo com sua origem botanica em seis
tipos polinicos monoflorais: eucalipto, uva japdo, aroeira, quitoco, flor do campo e
laranjeira; e das 52 amostras analisadas seis classificaram-se como mel heterofloral, também
chamado de silvestre. Ostipos polinicos identificados pela andlise melissopalinoldgica estdo
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Origem botanica identificada pela andlise melissopalinolégica nas amostras de

méis.
Origem botanica Total Amostras
amostras
Eucalipto (Eucalyptus) 28 3,4,56,8, 9, 10, 12, 16, 18, 20, 22, 31, 32, 34,
38, 39, 40, 41, 43, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51 e 52.
Uva japao (Hovenia dulcis) 07 17, 19, 21, 23, 30, 37 e 36.
Aroeira (Schinusterebinthifolius) 05 1,2, 14, 15¢e 27.
Quitoco (Pluchea Sagittalis) 04 11, 28, 33 e 35.
Flor do campo (Gaya Macrantha) 01 24,
Laranjeira (Citrus sinensis) 01 25.
Silvestre 06 7,29, 26, 13, 42 e 44.
Total 52

O clima e vegetacdo da regido Sul distingue-se das demais regibes brasileiras,
influenciando as espécies nectariferas e poliniferas utilizadas pelas abelhas para a produgédo
domel. Aflorada predominante nessa regido é ade eucalipto, seguida por aroeira, laranjeira,
quitoco e uva japdo. Em outras regides do Pais, as floradas de eucalipto, aroeira e laranjeira
sdo habitualmente encontradas, enquanto as de uva japdo e quitoco sao tipicas das regibes
Sul e Sudeste do Brasil. Esse estudo é pioneiro em analisar méis das espécies botanicas uva

japéo e quitoco.

5.2.Umidade

No mel, a agua é o segundo maior componente, e seu conteldo tem sido
associado a origem botanica, ao grau de maturidade do mel atingido na colmeia, as técnicas
de transformacdo e as condicbes de armazenamento (SILVA et al, 2016; SOUSA et al.,
2016). A umidade nas amostras analisadas apresentou valores (%) que variaram de 16,4 a

19,4, com média de 18,3 + 0,69 (Tabela 5). Esses dados demonstraram que 0s mMéis
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analisados se enquadraram no padrdo, correspondente ao maximo de 20 %, estabelecido pela
legislacdo brasileira (2000) e Codex Alimentarius (2001).

Resultados semelhantes foram encontrados por Barth et al. (2005), onde
avaliaram 31 meéis provenientes do Sudeste brasileiro, e encontraram valores que variaram
de 15a20%. Finco etal. (2010) avaliaram 24 amostras produzidas na regido Norte do Brasil,
e encontraram valores de umidade entre 18,9 a 21%. Sodré et al. (2007a) encontraram
valores entre 15,8 e 20,8% para umidade em 20 amostras de mel analisadas no Nordeste
brasileiro. Almeida-Muradian et al. (2014), também avaliaram meéis da regido nordeste e
encontraram variagdo de 15,1 a 18,6%. Escuredo et al. (2013) verificaram o conteldo de
agua em 187 amostras de mel produzidas na Espanha e os resultados variaram de 16,9 a
18,0%. Karabagias et al. (2014), por sua vez, analisaram a umidade em 36 amostras de mel
provenientes da Grécia e encontraram valores entre 10,5 e 20,5%.

A variagdo encontrada nos diversos estudos que avaliaram a umidade do mel
pode ser explicada porque o mel é um alimento higroscopico, absorve a umidade da
atmosfera, e em regides com elevada umidade relativa do ar, ou dependendo da época
(estacdo chuvosa), a umidade pode aumentar; os estudos utilizaram diferentes espécies
botanicas; além disso locais diferentes sugerem préticas e condicfes de manejo distintas.

No presente estudo, a partir da disposicdo das médias de umidade por origem
botanica (Tabela 6), foi possivel verificar que a umidade dos méis de uva japdo apresentou

valor inferior em relagdo as demais espécies botanicas (p<0,05).

5.3. Residuo mineral fixo (cinzas)

Os valores encontrados para cinzas nos meis analisados apresentaram variacao
de 0,0 a 0,7 % (Tabela 5). Uma amostra, apenas, apresentou valor acima do limite
estabelecido pela legislacdo brasileira (max. 0,6 %). O Codex Alimentarius (2001) ndo
estabelece valor padrdo para essa andlise, visto que a analise de condutividade -elétrica
(parametro estabelecido por esse comité), esta relacionada com o conteldo de cinzas no mel.
Contudo, segundo Silva etal. (2016), estudos tem demonstrado que o teor de cinzas no mel
varia entre 0,02 e 1,03 %.

Habib et al. (2014) avaliaram méis provenientes de regides aridas e ndo-aridas e
encontraram valores que variaram de 0,1 a 0,3 %. No Brasil, meis da regido nordeste foram

analisados, exibindo valores entre 0,0 e 0,4 % para cinzas (SODRE et al., 2007b).
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Condutiv.

Atividade

Acucares (9.100g™)

Umidade Cinzas o Acidez s = HMF
Amostras (%) %) Eletrica pH (mEg,K-1) Cor diastasica Frutose Glicose Razéo (mg.Kg)
o 0 (mS.cml) Eq (°Gothe) FIG 9-19
1 189 £0,00 05 % 0,00 079 £0,70 4,88 £0,00 27 £0,70 Ambar claro 11,16 + 0,00 39,42 +0,88 3392 +0,23 12 542 £0,10
2 18,0 £0,00 0,7 £ 0,00 089 £0,00 4,95 +0,00 33+080 Ambar 11,06 + 0,00 39,59 +0,29 30,67 +0,42 13 1,53 £0,00
3 18,0 £0,00 0,3 £ 0,00 048 0,60 4,63 £0,00 21 +040 Ambar claro 23,75 £ 0,00 39,02 + 0,48 26,16 + 0,61 15 2550 £0,10
4 18,7 £0,00 0,3 £ 0,00 046 0,70 4,25 0,00 30 0,80 Ambar 15,17 + 0,00 37,03 £ 0,12 28,17 £ 0,44 13 19,10 + 0,20
5 186 £0,00 03 %010 068 0,00 4,24 £0,00 42 +0,80 Ambar claro 25,79 £ 0,00 38,69 +0,17 32,35 £ 0,54 12 12,65 + 0,30
6 18,7 £0,00 0,3 £ 0,00 054 £0,00 4,52 0,00 30 £0,60 Ambar claro 23,32 £ 0,00 37,23 £ 0,06 33,59 + 0,47 11 5,66 £0,10
7 19,0 £0,00 0,6 + 0,00 075 +0,70 4,27 £0,00 37 £0,30 Ambar 7,63 £0,00 37,80 +0,53 3554 +1,01 11 6,26 +0,00
8 183 £0,00 0,6 + 0,00 066 +0,60 4,27 £0,00 34 +0,80 Ambar claro 12,12 + 0,00 37,26 + 0,49 33,76 £ 0,41 11 742 £0,10
9 17,0 £000 01 £0,10 031 +0,60 4,23 0,00 17 +0,60 Ambar extra claro 14,53 + 0,00 37,47 £0,22 30,22 + 0,59 12 0,60 +0,00
10 17,8 £000 05 +0,10 085 +0,70 4,26 £0,00 44 £0,70 Ambar claro 17,11 + 0,00 38,25 + 0,17 32,43 +0,83 12 2,65 £0,10
1 185 £0,00 0,1 +0,00 NA 358 £0,20 40 +£090 Branco 7,97 £0,00 3595 +065 4048 +0,82 0,9 991 £0,10
12 184 £0,00 0,6 £0,00 078 +0,60 4,29 +0,00 35+0,70 Ambar claro 27,18 £ 0,00 39,18 £054 3317 £1,00 12 4,11 £0,00
13 18,7 £0,00 03 %010 040 0,60 4,42 0,00 31+080 Ambar claro 10,83 + 0,00 3793 £024 34,78 £ 0,45 11 1,62 £0,00
14 189 £0,00 05%0,10 059 +0,70 4,22 +0,00 36 £0,80 Ambar claro 23,55 £ 0,00 37,06 £0,21 30,04 £ 0,63 12 545 0,10
15 194 £0,00 020,10 064 +0,00 4,62 +000 23+030 Ambar claro 17,17 £ 0,00 36,54 + 1,47 2992 +£142 12 1,10 +0,00
16 181 0,00 05 +0,00 092 +0,70 4,50 +0,00 20 £0,60 Ambar claro 26,79 £ 0,00 37,02 £0,29 34,75 £ 0,90 11 1,87 £0,10
17 17,4 £0,00 0,1 £0,00 053 +0,00 4,09 +0,00 27 +0,30 Ambar extra claro 18,73 £ 0,00 37,93 £0,09 3189 £111 12 4,19 £0,10
18 19,0 £0,00 0,6 £0,00 093 +0,00 4,25 +0,00 37 +030 Ambar claro 16,44 £ 0,00 3834 £042 3239 £084 12 2,40 £0,10
19 183 £0,00 0,0 £0,00 NA 4,06 £000 15+020 Branco 15,63 + 0,00 37,37 £ 0,39 30,44 £ 0,87 12 1,28 +0,00
20 19,0 £0,00 0,6 £0,00 093 +0,00 4,26 +0,00 32+050 Ambar claro 16,36 + 0,00 3802 £041 3286 £0,72 12 2,13 £0,20
21 181 £0,00 0,0 £0,00 036 £0,70 4,08 +0,10 12080 Branco 13,63 £ 0,00 3645 £108 31,02 £0,94 12 0,66 +0,00
22 17,4 £0,00 04 £0,00 050 +0,60 4,16 +0,00 38 +050 Ambar claro 57,07 £ 0,00 3436 £037 3813 £0,83 09 16,43 £ 0,30
23 17,0 £0,00 0,1 £0,00 036 £060 417 £0,10 100,30 Branco 11,10 £ 0,00 3742 £036 30,63 £0,18 12 0,61 £0,00
24 180 £0,00 0,3 £0,00 066 +000 3,83 +000 44 +060 Ambar extra claro 9,17 £0,00 3960 £0,07 3233 £031 12 22,72 £0,20
25 180 0,00 0,0 £0,00 NA 364 £0,00 21 £080 Extra branco NA 41,70 £0,32 31,65 £0,98 13 491 £0,10
26 190 £0,00 040,10 049 +0,70 4,30 +0,00 21 +050 Ambar claro 15,97 £ 0,00 3571 £0,14 2727 £1,00 13 19,72 £ 0,10
27 190 £0,00 04 =0,00 058 £0,70 4,68 +0,00 17 +0,80 Ambar claro 14,88 + 0,00 36,83 + 0,67 32,78 £ 0,32 11 1,19 +0,10
28 182 0,00 0,0 £0,00 0,30 £0,00 3,60 +0,00 30080 Branco 13,28 + 0,00 3845 £022 3542 £115 11 9,84 £0,10
29 164 £0,00 05 +0,00 058 +0,70 4,33 +0,00 31 +0,50 Ambar 25,44 + 0,00 34,48 + 1,03 36,69 +1,35 09 17,92 £ 0,10
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. . Condutiv. . Atividade Acucares (g.100g1)
Amostras Um(:/dade Cmoias Elétrica pH Amdzz_l Cor diastasica Frut cli Razéo HI\}QF{
(%) (%) (mS.cn?) (mEg.Kg) (°Gothe) rutose icose FG (mg.Kg™?)
30 16,7 £0,00 0,0+000 0,27 £060 423 £0,10 100,70 Branco 22,82 + 0,00 37,20 £ 0,28 31,28 + 0,64 1,2 0,47 £0,00
31 185 +0,00 04000 051 +000 406 +000 36+09  Ambar claro 11,65 + 0,00 37,09 £0,17 34,20 + 1,24 11 6,87 +0,10
32 182 +0,00 03+010 042 +£000 389 +000 26+090  Ambar claro 16,92 + 0,00 38,77 £0,26 34,60 + 0,52 11 17,06 + 0,10
33 185 £000 01+000 031 +000 370+010 200,60 Extra branco 07,15 £ 0,00 37,76 £+ 0,63 32,70 £0,30 12 10,73 + 0,50
34 192 £000 05+030 057 +060 4,08 +0,00 230,30 Ambar extra claro 09,28 + 0,00 37,52 + 0,05 34,14 + 0,31 11 7,24 +0,00
35 185 +0,00 01+010 058 +060 4,65 +000 32+030  Ambar claro 16,10 + 0,00 37,84 £0,14 32,21 £0,80 1.2 15,52 + 0,10
36 174 £000 03+000 0,78 +£0,70 4,08 +0,00 33 +0,30 Ambar claro 34,33 + 0,00 38,21 + 0,84 32,01 + 0,30 1,2 9,68 +0,30
37 180 £0,00 03+010 0,78 +060 3,77 £0,00 320,60 Ambar extra claro 26,18 + 0,00 36,92 + 0,28 31,09 + 1,36 1,2 12,78 + 0,40
38 176 £000 02+000 052 +100 4,03 +000 421,00 Ambar extra claro 25,65 * 0,00 3941 + 0,34 33,04 + 0,51 1,2 11,78 £ 0,00
39 18,0 £0,00 03+0,10 065000 413 £000 43+080  Ambar extra claro 14,64 + 0,00 38,96 + 0,63 35,49 + 0,49 11 551 +0,10
40 185 +0,00 04000 061 +000 412 +000 41+100  Ambar extra claro 47,86 + 0,00 39,63 £ 0,35 32,23 £ 0,57 12 4,46 +0,20
41 179 000 05+0,10 077 £000 4,17 000 46 £0,70  Ambar claro 32,52 £0,00 39,86 + 0,30 34,77 £ 0,15 11 3,04 £0,10
42 16,5 +0,00 03000 059 £000 4,18 £+000 37 +£060  Ambar extra claro 57,69 + 0,00 37,90 £ 0,22 31,71 £ 0,79 12 10,97 + 0,50
43 185 +0,00 01000 055+000 416 +000 41+050 Ambar extra claro 19,23 + 0,00 39,36 + 0,27 34,47 + 2,53 11 7,24 £0,10
44 185 +0,00 02+010 059 £000 4,14 £000 32+070  Ambar extra claro 13,27 + 0,00 37,60 + 0,13 33,96 + 0,76 11 12,75 + 0,20
45 184 +0,00 04040 065+070 414 000 36+080  Ambar claro 14,83 + 0,00 39,01 + 0,76 34,75 £ 1,12 11 4,82 +0,40
46 18,7 £0,00 03+010 064 £000 413 £000 40+09  Ambar 09,97 + 0,00 38,30 £ 0,14 3377 £ 1,42 11 10,68 + 0,20
47 184 +0,00 03+010 069 £000 4,11 £000 41+030  Ambar claro 09,21 + 0,00 38,71 £ 0,35 3326 +1,81 12 11,60 + 0,20
48 17,6 £0,00 060,10 068 £+1,00 435 +000 40+030  Ambar claro 26,26 + 0,00 39,07 £ 0,31 34,53 + 1,27 11 7,69 £0,50
49 17,8 £0,00 05000 058 £0,70 4,06 000 46 +1,00  Ambar claro 16,85 + 0,00 39,26 + 0,20 34,06 + 1,22 12 8,34 +£0,80
50 17,6 £0,00 06010 054 +0,70 445 +000 22+100  Ambar extra claro 20,08 + 0,00 37,84 £ 0,38 32,41 + 0,26 12 1,80 £0,00
51 18,0 £0,00 06 +000 067 £060 4,36 000 31+030  Ambar extra claro 16,48 + 0,00 40,56 + 0,71 32,62 +1,48 12 0,92 +£0,00
52 17,2 £0,00 06 +000 067 £000 422 +000 44+030  Ambar claro 14,36 + 0,00 39,47 £ 0,74 3527 + 1,05 11 3,19 +£0,00
Média 18,3 0,3 0,59 4,18 32 - 16,36 37,93 32,82 12 5,59
DP 0,69 0,20 0,17 0,29 9,75 - 10,97 1,38 247 0,10 5,80
Variagdo 16,4 - 19,4 00-07 0,27 -0,93 358 —4,95 10 - 46 - 7,15 - 57,69 34,36 - 41,70 26,16 - 40,48 09-15 047 -22,72
Brasil (2000) <20 <06 i - <50 i >8 ou3 - i - <60
Codex (2001) <20 - <08 - <50 i >8 ou 3 - i - <40

NA = ndo analisado.
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Condutiv.

Atividade

Aclcares (g.100g)

Origem Quant. Umidade Cinzas Elétrica pH Acidez diastasica HMF
ani (o ( -1 i 5 -1

b:)tanlca amostral (90) (%) (mS cm) (mEq.K1) (°Gothe) Frutose Glicose Razao F/G (mg.Kg)
Eucalipto (28)
Média 18,3° 0.4 0,652 4,23 36,5° 16,89 38,70 33,68 12 5, 50%b¢
DP 0,55 0,15 0,15 0,16 8,51 10,87 124 226 0,10 5,08
Variagio 170-192 01-06 031 -093 389 —463 21-46 921 -57,07 3436 -4056 26,16 - 38,13 09-15 0,60 - 19,10
Uva japéo )

b b
Média 17,4b 0.1 0,44b¢ 4,080 150 18,73 37,70 31,09 12 1,28
DP 0,60 0,13 0,22 0,15 10,42 8,07 0,59 0,59 0,00 5,02
Variagio 167 -183 00-03 027 -078 377 -423 10-33 11,0 -3433 3645 -3821 3063 -3201 12 -12 047 -12,78
Aroeira ()
b
Média 18,9 0,5¢ 0,64% 4,68° 21,7 14,88 37,06 30,67 12 1,53%
DP 0,51 0,18 013 0,29 7.63 5,16 1,49 1,79 0,07 2,29
Variagio 180 -194 02-07 058 -089 422 495 17-36 1106 - 2355 3654 - 3959 29,92 - 33,92 11-13 1,10 - 5,45
Quitoco 4)
b

Média 18,5 0.1 0,31¢ 363¢ 31,0° 10,63 37,80 3406 12 10,32
DP 0,15 0,05 0,16 0,05 8,23 429 1,08 3,79 0,14 271
Variagio 182 -185 00-01 030 -058 358 —370 20 —40 715 -16,10 3595 - 3845 3221 - 40,48 09-12 9,84 - 1552
Flor do campo* 1)
Média 180 0.3 0,66 383 440 9,17 39,60 3233 12 2272
DP - - - - - - - - - -
Variagédo - - - - - - - - - -
Laranjeira* )
Média 18, 00 NA 3,64 210 NA 41,70 31,65 13 4,91
DP - - - - - - - - - -
Variacdo - - - - - - - - - -
Silvestre (6)
Média 18,6° 0.4 0,582¢ 4,29 81,5° 14,62 37,70 34,37 11 11,862
DP 1,23 0,15 0,12 0,10 5,86 18,60 146 341 0,13 6,87
Variago 164 -190 02-06 040 -075 414 —442 21-37 763 -57,60 3448 -37.93 2727 - 36,69 09-13 1,62 -19,72

NA =nao analisado.

* ndo foi incluido na anélise estatistica.
Letras diferentes na mesma coluna sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05).
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Resultados similares foram encontrados por Marchini et al. (2004), que em 21
amostras de mel da regido norte do Brasil encontraram o teor de cinzas variando entre 0,1 a
0,6 %. Estudo realizado por Felsner et al. (2004), avaliou o teor de cinzas em méis de
eucalipto e laranjeira, relatando resultados semelhantes ao encontrado no presente estudo,
onde o mel de eucalipto apresentou maior teor de cinzas quando comparado ao mel de
laranjeira.

Observa-se na Tabela 6 que o0s tipos polinicos que apresentaram menores médias
para o contetdo de cinzas foram quitoco e uva japdo, com 0,1 %. O conteldo de cinzas no
mel avalia o teor de minerais presente no mel, estd diretamente relacionado aos aspectos
ambientais, botanicos e geograficos (depende do tipo de solo utilizado para as flores em que
o néctar foi recolido) (KARABAGIAS et al., 2014).

De acordo com Silva et al. (2016), o conteudo de cinzas pode também ser
utilizado para avaliar o valor nutricional de méis. A maior contribuicdo do conteldo mineral
¢ 0 potassio, entre 200 e 900 ppm, seguido por outros minerais em quantidades inferiores.
Eles analisaram o mel adulterado com glicose e compararam com o mel puro, encontrando
0 teor de potassio inferior a 200 ppm no adulterado. Dessa forma, a determinagdo do teor de

potassio, combinada a outras técnicas, pode ser Util na verificacdo da autenticidade do mel.

5.4. Condutividade elétrica

A condutividade elétrica no mel esta relacionada ao conteido de cinzas e acidez,
revelando a presenca de ions, acidos organicos e proteinas (YUCEL et al., 2013)

Os resultados para a condutividade elétrica nas amostras analisadas variaram de
0,27 a0,93 mS.cnmv! (Tabela 5). A legislacdo brasileira vigente (BRASIL, 2000), ndo indica
valor limite para essa andlise. Ja anorma internacional (CODEX, 2001) estabelece o maximo
de 0,8 mS.cmr®. Considerando este limite, constata-se que 7,7 % das amostras analisadas
encontram-se com o valor acima do preconizado.

Estudo realizado por Almeida-Muradian et al (2014) em meis do Nordeste
brasileiro revelou resultados entre 0,25 e 0,67 mS.cm® para a condutividade elétrica. Chakir
et al. (2011), por sua vez, avaliaram amostras de méis de eucalipto e encontraram a
condutividade elétrica entre 0,3 e 1,14 mS.cm?, resultado semelhante ao encontrado. Nesse
mesmo estudo, eles avaliaram a condutividade em 11 espécies botanicas diferentes,
encontrando grande variabilidade entre elas (0,1 a 1,74 mS.cm1).

No presente trabalho observa-se que os méis de quitoco e uva japdo

apresentaram as menores medias para a condutividade em relacdo as demais espécies
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boténicas (Tabela 6). Esse resultado corrobora com os dados encontrados na andlise de
cinzas, e com a premissa de que a espécie botanica tem forte influéncia na determinacdo da

condutividade elétrica do mel.

5.5. pH e acidez livre

O pH no mel influencia a textura, a estabilidade e a vida de prateleira
(BOUSSAID et al., 2014). Como mostrado na Tabela 5, os resultados encontrados para o
pH dos méis analisados variaram de 3,58 a 4,95, com média de 4,18 * 0,29, demonstrando
que todos os méis analisados possuem carater acido.

Resultados similares foram demonstrados por Chakir et al. (2011), onde o0s
valores de pH variaram de 3,52 a 5,13. Kirs etal. (2011), por sua vez, apresentaram 3,8 como
valor médio para o pH. Marchini et al. (2004) avaliaram o pH de méis produzidos no Brasil
e encontraram valores de pH entre 3,26 e 4,31.

Estudos relatam que a origem botanica pode influenciar no valor de pH do mel.
Nesse estudo, na Tabela 6, observa-se que os méis de aroeira apresentaram maior média de
pH, representando diferenga significativa em relacdo as demais espécies (p<0,05). J& 0s méis
da espécie quitoco exibiram menor valor de pH, sendo significativamente diferente das
demais espécies botanicas avaliadas (p<0,05).

Na&o existe indicacdo na legislacdo referente ao valor ideal de pH no mel. No
entanto, no geral, um valor baixo de pH, como o observado nos méis avaliados, contribui
para a inibicdo no crescimento e proliferacdo de microrganismos.

A acidez no mel é devido a presenca de &cidos organicos, principalmente o acido
gluconico (produzido pela acdo da enzima glicose-oxidase sobre a glicose), em equilibrio
com as suas correspondentes lactonas ou ésteres internos, e ions inorganicos, tais como
fosfato, sulfato e cloreto. A acidez total no mel corresponde a soma da acidez livre e da
acidez lactbnica. A acidez lactbnica € considerada como uma reserva de acidez quando o
mel se torna alcalino. Ja a acidez livre é um indicativo da fermentacdo dos agucares em
acidos organicos (HABIB et al., 2014; KIRS et al., 2011).

Osresultados dos méis analisados para a acidez livre apresentaram valores entre
10 a 46, com média de 32 + 9,75 (Tabela 5), atendendo as normas brasileira (BRASIL,
2000) e internacional (CODEX, 2001) (maximo permitido: 50 mEq.Kg1), demonstrando a
auséncia de fermentacdo indesejavel.

Esses valores foram semelhantes aos anteriormente encontrado por Almeida-

Muradian et al. (2014), onde a acidez de méis produzidos no Nordeste brasileiro variou de
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8,34 a 29,60 mEq.Kg?!. Estudo realizado em méis brasileiros de diferentes regides
demonstrou variacdo na acidez livre de 29,33 a 47,67 mEq.Kg! (MARCHINI et al., 2004).
Chakir etal. (2011), por sua vez, apresentaram resultados para essa analise que variaram de
8,86 a 44,09 mEq.Kgl, em méis de diferentes origens botanicas.

A acidez do mel é influenciada pela fonte do néctar, pela produgdo de &cidos por
bactérias durante a maturacdo e ainda pela quantidade de minerais presentes no mel. A
Tabela 6 demonstra que o mel de uva japdo apresenta diferenca significativa em relacdo as
espécies eucalipto, aroeira e silvestre (p<0,05), provavelmente devido aos acidos oriundos
do néctar da planta quitoco.

Alguns estudos demonstram que existe correlacdo entre a condutividade elétrica
do mel e o contelido de cinzas e a acidez. Nesse estudo, de acordo com a Figura 7, foi
observado que houve forte correlagcdo entre a condutividade elétrica e o conteudo de cinzas
(R?=0,6916), e correlacdo moderada entre a condutividade elétrica e a acidez (R2=0,4808).
Essa correlagdo moderada pode ser explicada porque além do conteido de cinzas e acidez,
a condutividade elétrica esta relacionada com os sais minerais, além de proteina e outras

substancias presentes no mel, as quais dependem da fonte floral (FINCO et al., 2010).
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Figura 7. Correlacdo da condutividade elétrica com o contelido de cinzas e acidez dos méis.

5.6. Cor

E consenso que a cor do mel pode variar de claro a tons muito escuros de ambar.
Essa variacdo pode estar relacionada com a origem botanica, o grau de tratamentos térmicos
e a ocorréncia de alteragbes como a fermentacdo. Os méis monoflorais possuem
caracteristicas sensoriais distintas, € por isso que sdo mais valorizados no mercado. Em
muitos paises o pre¢o do mel se correlaciona com sua cor. Geralmente os méis mais claros,

sdo 0s mais procurados e, por conseguinte possuem preco mais alto. No entanto, algumas
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regibes apreciam os méis de cor mais escura. Contudo, a aceitacdo geral da cor do mel pelos
consumidores pode ser muito variavel (TUBEROSO et al., 2014).

No presente estudo houve variacdo de cor do extra branco ao ambar (Figura 8).
Os méis de eucalipto variaram do ambar extra claro ao &mbar; as amostras de uva japdo do
branco ao ambar claro; silvestre do ambar extra claro ao ambar; aroeira do ambar claro ao
ambar; quitoco do extra branco ao &mbar claro; flor do campo ambar extra claro; e laranjeira
extra branco. Esses resultados mostraram que 0s meis das espécies botanicas eucalipto,
aroeira e silvestre apresentaram coloracdo predominantemente mais escura, quando
comparados com os méis de flor do campo, uva japdo, quitoco e laranjeira, 0s quais
demonstraram leve coloracgéo.

Figura 8. Variacdo de cor nos méis analisados.

Almeida-Muradian et al. (2014) avaliaram méis da regido Nordeste do Brasil e
encontraram resultados semelhantes, com variagdo do branco ao &mbar escuro. Tuberoso et
al. (2014) afirmaram que existe correlacdo da cor com o teor de cinzas e condutividade
elétrica do mel. Bertoncel et al. (2007), por sua vez, encontraram correlagdo entre a cor do

mel e seu teor de fenolicos totais e atividade antioxidante, pelos métodos FRAP e DPPH.

5.7. Atividade diastasica

Os resultados encontrados para a atividade diastasica dos méis analisados
exibiram valores entre 7,15 e 57,69 °Gothe, com média de 16,32 + 10,97 (Tabela 5). Duas
amostras apresentaram valores abaixo de 8 °Gothe, porém apresentaram o conteido de HMF
inferior a 15 mg.kg™!, sendo considerado nesse caso o limite de 3 °Gothe. Portanto, todas as
amostras avaliadas se enquadraram dentro dos limites aceitaveis pelas legislacdes brasileira
(BRASIL, 2000) e internacional (CODEX, 2001).

Estudo realizado por Chakir et al. (2011) apresentou valores entre 4,3 e 24,6

°Gothe. Enquanto Kirs etal. (2011), verificaram valores que variaram de 16,2 a 29,1 °Gothe.
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Marchini et al. (2004), por sua vez, encontraram valores entre 11,51 a 44, 14 °Gothe, em 21
amostras de mel brasileiro, apresentando resultados similares ao presente estudo.

De acordo com a Figura 6 ndo houve diferenca estatistica na atividade diastésica
entre as diferentes origens boténicas (p>0,05); e os resultados apresentados certificam a

pureza das amostras analisadas e indicam que o mel ndo foi exposto a altas temperaturas.

5.8. AcUcares

A dlicose e a frutose séo os principais acuUcares do mel, com predominio da
frutose na maioria dos casos. Nessa analise foi possivel quantificar somente os agucares
glicose e frutose, uma vez que 0s aclUcares minoritarios ficaram abaixo do limite de
quantificacdo. Os méis investigados apresentaram médias de frutose e glicose de 37,93 +
1,38 € 32,82 + 2,47 g.100g%, respectivamente (Tabela 5). O somatério desses aglcares para
cada amostra analisada foi adequado aos limites propostos pelas legislagbes brasileira
(minimo 65 g.100g!) e internacional (CODEX, 2001) (minimo de 60 g.100g™!). Resultados
semelhantes foram descritos por Almeida-Muradian et al. (2014), em estudo com méis do
Nordeste brasileiro. A Figura 9 apresenta 0s cromatogramas obtidos para a mistura dos
padrdes e o resultado de uma das amostras.

Dentre as amostras, trés apresentaram a glicose como o agUcar predominante.
Estudos relataram que s@o poucos os tipos de mel, como os das espécies Brassica napus e 0
Taraxacum officinale (conhecido como dente de ledo), que possuem a fracdo de glicose
maior do que a de frutose (ESCUREDO et al., 2014). Em estudo, Kirs et al. (2011)
encontraram méis com predominancia de glicose e observaram que estes possuiam mais
espectro de podlen da familia botanica Cruciferae. Portanto a origem botanica pode

influenciar a predomindncia dos agucares no mel.
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Figura 9. Cromatogramas dos acgucares a) mistura dos padrdes b) amostra de mel.
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Estudos enfatizam a influéncia dos aglcares na cristalizacdo do mel. O tempo
requerido para que ocorra esse processo depende principalmente da proporcao de frutose
para glicose (F/G), visto que a glicose € menos solivel em agua do que a frutose. Quando a
proporcdo F/G for de 1,14 ou menos, indica uma cristalizacdo mais rapida, enquanto que
valores superiores a 1,58 sdo associadas com nenhuma tendéncia a cristalizagdo, e valores
superiores a 1,3 com uma cristalizacdo mais lenta (ESCUREDO et al., 2014).

A razdo F/G foi calculada para todas as amostras de mel e os resultados
apresentaram variacdo de 0,9 a 1,5, com média de 1,2 + 0,10 (Tabela 5), caracterizando as

amostras analisadas com tendéncia a cristalizar lentamente.

5.9. Hidroximetilfurfural (HMF)

O HMF é um indicador de frescor do mel. Os resultados obtidos nesse estudo
variaram de 0,47 a 22,72 mg.kg?, com média de 5,59 + 5,80 mg.kg?, de acordo com a
Tabela 5. Os cromatogramas do padrdo e o resultado de uma das amostras estdo
apresentados na Figura 10. Os resultados encontrados para 0s méis corroboraram com 0s
limites estabelecidos pelas normas brasileira (maximo de 60 mg.kg') e internacional
(CODEX, 2001) (maximo de 40 mg.kg?).

Almeida-Muradian et al. (2013) encontraram resultados para o HMF entre 10,32
e 12,27 mg.kgl, em 24 méis provenientes da regido Nordeste do Brasil. Estudo realizado
por Chakir et al. (2011), encontrou valores de HMF entre 0,09 e 53,38 mg.kg™. Boussaid et
al. (2014) exibiram resultados que variaram de 12,07 a 27,43 mg.kg?, além de observarem
que o contetdo de HMF foi mais elevado para os méis da espécie boténica eucalipto
(BOUSSAID et al., 2014).

mAl
a0

b

304

125 =

1004

754
204
50H

104
254

PR
By L A A R R A N

oo 25 50 75 100 125 150 oo 25 50 75 100 125 150
min min

1 PDA Multi 1/285nm 4nm 1 PDA Mutti 1/285nm 4nm

Figura 10. Cromatogramas obtidos na andlise de HMF a) Padrdo b) Amostra de mel.

““1PDA Multi 1 ~PDAMuUL 1



53

No presente estudo, de acordo com a tabela 6, foi possivel observar que houve
diferenca estatistica entre os meis de diferentes origens botanicas, porém o0s méis que
apresentaram maior média do contelido de HMF foram quitoco e silvestre.

Os resultados apresentados indicam que ndo houve superaguecimento ou
condicbes de armazenamento inadequadas nos méis e que a origem botanica pode

influenciar o teor de HMF no mel.

5.10. Reacdo de Fiehe

A reacdo qualitativa de Fiehe indica a ocorréncia de superaquecimento do mel
ou adulteracdo por adicdo de xaropes. Todas as amostras analisadas apresentaram resultado
negativo, apoiando a informacdo acerca da autenticidade dos méis avaliados.

Para a legislagdo vigente essa ndo é uma andlise obrigatoria, mas o Instituto
Adolfo Lutz (IAL, 2005) recomenda sua realizacdo. Estudo com amostras de méis com
prépolis comercializadas no estado de Sdo Paulo apresentou resultados semelhantes (BERA;
ALMEIDA-MURADIAN, 2007). Bem como o apresentado no estudo realizado por
Almeida-Muradian et al. (2013), em méis de Apis mellifera e Melipona subnitida,

produzidos no estado da Bahia.

5.11. Reacéo de Lund

A Reacdo de Lund é de carater qualitativo e indica a presenca de albuminoides,
substancias naturalmente presentes no mel. Esta reacdo indica a diluicdo do mel ou perdas
durante o processamento, se o volume do precipitado for inferior a 0,6mL; ou a adicdo de
substancias proteicas, quando o volume excede 3mL. Todas as amostras analisadas
apresentaram resultado positivo para a presenca em niveis desejaveis de albuminoides.

O IAL (2005) recomenda essa andlise, apesar de ndo ser um parametro
obrigatério nas normas brasileira e internacional. Estudos realizados com méis brasileiros
apresentaram resultados semelhantes ao encontrado nesse estudo (ARAUJO et al., 2006;
BERA; ALMEIDA-MURADIAN, 2007).

5.12. Capacidade redutora do Folin-Ciocalteu

Os valores obtidos para o conteudo de fenolicos totais (CFT) nos méis variaram
de 26,0 a 100,0, com média de 61,30 + 18,29 mgEAG.kg! de mel (Tabela 7).

Estudo realizado por Boussaid et al. (2014) em méis da Tunisia, demonstraram

variacdo de 32,17 a 119,42 mgeAG.100g!, sendo o de eucalipto o mel que apresentou menor
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CFT. CAN et al (2015), por sua wvez, encontraram resultados entre 16,02 e
120,04 mgeAG.100g!, para 13 variedades de méis monoflorais e sete heteroflorais.
Almeida et al. (2016) avaliaram 15 amostras de méis provenientes da regido Nordeste do
Brasil e encontraram valores entre 27,0 e 92,7 mgEAG.100g™! para o CFT. Estudo recente
realizado por Bueno-Costa et al. (2016), avaliou 24 amostras de méis de eucalipto e silvestre
do estado do Rio Grande do Sul, no Brasil, e demonstrou que os valores do CFT variaram
de 11,37 a 54,01mgEAG.100g .

No presente trabalho os méis de eucalipto, aroeira e silvestre apresentaram maior

CFT (p<0,05) em relacdo a espécie uva japao.

5.13. Teor de flavonoides totais

Os resultados para o contetdo total de flavonoides nos méis avaliados variaram
de 0,00 a 2,60, com média de 0,70 + 0,67 mgEQ.100g™! de mel (Tabela 7).

Can et al. (2015) analisaram o contetdo de flavonoides totais em meis
monoflorais e heteroflorais variando entre 0,65 e 8,10 mgEQ.100g! de mel. J& o estudo
realizado por Boussaid et al. (2014) demonstrou valores de 9,58 a 22,45 mgEQ.kg?,
apresentando maior conteldo para os méis de menta e menor conteldo para 0s méis de
eucalipto. No Brasil, estudo realizado na regido Sul apresentou valores de 2,97 a 10,46
mgEQ.100g'! (BUENO-COSTA et al., 2016). Enquanto o trabalho realizado por Kadri et al.
(2016), em méis de café da regido Sudeste do pais, exibiu valores menores, entre 3,30 e 3,63
mgEQ.kg-1. Lianda et al. (2012), por sua vez, estudaram meis de diferentes regibes dos
estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro, encontrando valores entre 0,00 e 4,27 mgEQ.100g !
de mel.

Observa-se que os resultados encontrados nesse estudo estdo em concordancia
com os resultados encontrados em outros estudos. Na Figura 11 nota-se que o contetdo de
flavonoides totais da origem botéanica aroeira foi maior e significativamente diferente do mel
de eucalipto (p<0,05). Curiosamente, o conteudo de fendlicos totais entre as espécies
eucalipto e aroeira ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05). Esse resultado sugere
que, em relagdo aos compostos fendlicos, os flavonoides contribuem majoritariamente para
a capacidade antioxidante nos méis de aroeira, enquanto a capacidade antioxidante dos méis

de eucalipto pode estar relacionada a presenca de outros compostos fendlicos.
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5.14. Capacidade antioxidante nos méis
A determinacdo da capacidade antioxidante foi realizada a partir de trés métodos
distintos: ORAC, DPPH e FRAP. Os resultados estdo apresentados na Tabela 7.

5.14.1. Capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC)

Os resultados obtidos pelo método ORAC variaram de 1,28 a 18,48
mmolET.Kg ! de mel. Em relagdo a origem botanica, os valores de ORAC para os méis de
eucalipto e aroeira foram maiores e significativamente diferentes dos méis de uva japdo
(p<0,05), apresentando melhor capacidade antioxidante (Figura 11).

Gorjanovic et al. (2013) encontraram resultados semelhantes, entre 3,7 e 12,9
UMOIET.g ! de mel, em sete amostras de méis monoflorais e heterofiorais. Beretta et al.
(2005) avaliaram 14 amostras de méis comerciais de diversas origens botanica e geogréfica,
exibindo resultados que variaram de 1,40 a 21,07 pmolET.g?. Estudo realizado em méis
africanos apresentou resultados com ampla variacdo, entre 3,71 a 49,26 pmolET. g
(SEREM etal., 2012). Enquanto Brudzynski et al. (2011) apresentaram valores entre 1,99 e
19,77 pmolET.g! em amostras de méis do Canada.

Os resultados encontrados pelo método ORAC no presente estudo estdo em

conformidade com os resultados encontrados na literatura cientifica.

5.14.2. Sequestro do radical estavel DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

Os resultados encontrados nesse estudo variaram de 25,45 a 294,26 com média
de 72,41 + 89,81 mg.mL* de mel.

Can et al. (2015) encontraram valores entre 12,56 e 152,40 mg.mL1 em méis
monoflorais e heteroflorais. No Brasil, estudo realizado com méis produzidos na regido
Norte encontrou valores de 9,13 a41,76 mg.mL1; méis produzidos na regido Sudeste foram
analisados por Estevinho (2008), exibindo valor médio de 68 mg.mL-! para méis escuros.

Boussaid et al. (2014) analisaram seis amostras de méis de diferentes origens
boténicas (alecrim, melissa, laranja, tomilho, eucalipto e horteld) e encontraram valores entre
11,08 e 93,26 mg.mL1. Nesse mesmo estudo, os autores observaram que a atividade de
eliminacdo de radicais DPPH do mel de horteld foi significativamente (p<0,05) maior do
que todas as outras amostras de mel, enquanto o mel de eucalipto apresentou menor

atividade.
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No presente estudo, de acordo com a Figura 11, a atividade de eliminagédo de
radicais DPPH dos méis de eucalipto e aroeira foi significativamente (p<0,05) maior em

relacdo as demais espécies botanicas analisadas.

5.14.3. Poder redutor do ferro — Método FRAP
Os resultados obtidos pelo método FRAP variaram de 0,22 a 2,11, com média
de 1,21 + 0,56 pmolET.gt de mel.
Resultados semelhantes foram obtidos por Can et al. (2015), onde o valor para
FRAP variou de 0,64 a 4,30 pmolET.g' de mel. Habib et al. (2014) avaliaram méis
monoflorais e heteroflorais, de regides aridas e ndo aridas e encontraram valor maximo de
1,2 pmolET.g! de mel para esse ensaio. Enquanto Gorjanovic et al. (2013) encontraram
valores que variaram de 0,04 a 4,98 ymolET.g 1 de mel.
Foi observada diferenca significativa (p<0,05) para o valor de FRAP nas
diferentes espécies botanicas, onde eucalipto, silvestre e aroeira apresentaram maiores
resultados quando comparados com a espécie uva japao.
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Tabela 7. Capacidade antioxidante e compostos fendlicos dos méis agrupados por origem botanica.

Origem ORAC DPPH FRAP Folin- Flavon(_)i des Identif!cagéo e quantifit?a(;éo de compostos fendlicos (ug.g1)
Amostra botdnica mmolET.Kg-1)  (ECsomg.ml-1) (UmolET.g%) Ciocalteu totals Acido galico Acido p- Acido Miricetina Quercetina
: : : (MgEAG.Kg-1)  (mgQE100g-1) CUMArico cinamico
22 Eucalipto 6,24 £+0,22 7751 £+284 089 £0,04 60,20 + 1,20 0,20 £ 0,00 12,34 + 0,14 n.d. 6,02 £0,11 n.d. 0,63 £0,03
12 Eucalipto 9,85 £1,00 99,29 £+296 129 +0,02 61,60 + 1,20 0,50 +0,00 <LQ n.d. n.d. n.d. 0,67 £0,64
Eucalipto 9,20 £0,27 9,18 £+30,2 0,89 +0,14 57,20 +7,30 0,20 +0,00 <LQ n.d. 1,05 £ 0,04 n.d. 049 +0,01
Eucalipto 11,40 £+058 10532 +286 124 +0,06 60,80 + 5,10 1,40 £0,10 6,67 £2,36 n.d. n.d. n.d. <LQ
Eucalipto 9,10 £135 72,72 £26,9 1,19 £0,04 69,30 + 1,00 0,70 £0,00 9,78 +2,07 <LQ n.d. n.d. <LQ
Eucalipto 647 £+025 10292 +30,3 0,86 +0,00 63,90 + 0,40 0,00 +0,10 <LQ n.d. n.d. n.d. 0,67 £0,03
Eucalipto 843 +0,20 62,15 £+27,0 1,46 +0,04 6580 + 2,70 1,40 £0,00 48,52 + 23,37 n.d. n.d. n.d. 0,81 +£0,07
Eucalipto 542 +054 18346 +37,2 0,40 +0,00 37,00 + 1,80 0,10 +0,00 <LQ 1,22 £0,00 n.d. n.d. n.d.
Eucalipto 1848 +£0,34 51,88 +254 1,76 £0,02 100,00 £+2,70 1,40 +0,00 146,54 + 0,00 n.d. n.d. n.d. 0,89 +£0,58
Eucalipto 6,40 £0,09 81,24 £+290 1,12 +0,01 65,00 + 0,80 0,60 +0,00 n.d. 0,76 +£0,01 n.d. n.d. n.d.
Eucalipto 1555 £0,32 6893 £242 200 +0,13 85,80 + 5,50 1,30 £0,10 70,96 + 0,00 1,39 £0,90 n.d. n.d. 1,13 £0,72
Eucalipto 6,65 +0,24 102,88 +30,6 1,23 +0,04 61,00 £ 1,60 0,50 +0,00 10,98 + 1545 n.d. n.d. n.d. 0,86 +0,03
Eucalipto 1538 +£0,14 4166 +£+265 193 +£0,01 81,40 +0,90 1,10 £0,00 84,81 + 13,53 2,06 £0,10 n.d. n.d. 1,56 + 0,04
Eucalipto 4,03 £0,14 99,98 +310 0,83 +0,04 55,30 £ 0,40 0,00 +0,00 n.d. <LQ n.d. n.d. <LQ
Eucalipto 341 +£0,36 13151 +31,3 057 +0,01 37,00 £ 0,40 0,20 +0,00 14,54 + 12,23 n.d. n.d. n.d. <LQ
Eucalipto 8,09 +0,38 70,95 £+285 1,02 +0,04 66,60 £ 2,10 0,60 +0,00 15,25 + 12,90 n.d. n.d. n.d. <LQ
Eucalipto 10,78 +0,25 4157 £256 152 +0,15 68,70 5,30 1,00 £0,10 118,12 + 0,32 n.d. nd. nd. 1,30 £0,01
Eucalipto 6,00 +1,05 44,56 £+259 148 +0,03 67,20 £ 0,40 0,90 +0,00 77,23 £ 0,00 n.d. n.d. nd. 0,68 +0,35
Eucalipto 7,74 +0,12 68,02 £27,3 105 +0,03 54,20 +£0,70 0,70 £ 0,00 <LQ n.d. n.d. n.d. <LQ
41 Eucalipto 10,10 +1,18 4197 £276 1,70 £+0,01 71,90 £ 0,70 1,30 +0,00 214,87 + 0,00 n.d. nd. n.d. 0,93 £0,58
45 Eucalipto 13,15 +0,18 56,22 +266 1,11 +0,05 68,90 £ 0,70 0,60 +0,00 196,95 + 0,00 n.d. n.d. n.d. 1,11 £0,35
46 Eucalipto 18,02 +056 2591 +216 1,84 +0,03 84,50 0,70 1,20 £0,10 26,50 £ 5,77 <LQ n.d. 2,74 £1,79 1,50 +045
47 Eucalipto 16,12 +0,25 2545 +288 1,76 +0,00 84,60 + 0,80 1,30 £0,10 40,53 + 11,06 <LQ n.d. 4,16 £0,94 1,64 +0,34
48 Eucalipto 6,37 +0,21 4881 £262 153 +0,05 67,20 +2,20 0,70 £ 0,00 32,88 + 17,19 n.d. nd. nd. 1,19 +0,46
49 Eucalipto 7,82 +1,27 5511 +2655 1,38 +0,02 66,30 + 0,60 0,80 +0,00 134,08 + 0,00 n.d. n.d. n.d. 0,83 +0,83
50 Eucalipto 8,73 +1,15 4377 £259 1,72 +0,11 59,30 £+ 1,40 1,30 £0,10 <LQ n.d. n.d. n.d. <LQ
51 Eucalipto 800 +0,15 3220 £26,2 190 +£0,01 78,90 + 1,00 1,50 +0,00 156,11 + 0,00 n.d. n.d. n.d. n.d.
52 Eucalipto 10,48 +0,60 3850 £+29,0 211 +0,01 107,10 +150 1,30 £0,00 361,81 + 0,00 n.d. n.d. n.d. n.d.
Média Eucalipto 8,58 65,09 1,34 66,45 0,75 - - - - -
DP 41 355 0,4 154 0,5 - - - - -
Variagio 341 - 1848 2545 —10532 040 -2,11 37,0 —100,0 0,00 —-15 - - - - -
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i ; ificacs ificacs 4l -1
A Origem ORAC DPPH FRAP _Folm- Flavonc_)ldes Identificacdo _equantlflca(;ao gle_compostos fenolicos (ug.g?)
mostra e Ciocalteu totais - " Acido p- Acido AT .
botdnica  (mmolET.Kg-1) (ECsomg.ml-1)  (umolET.g-1) 1 Acido galico o M Miricetina Quercetina
(mgEAG.Kg-1) (mgQE100g™) CUMarico cinamico
17 Uva Japdo 3,84 £0,09 116,82 + 32,09 081 £0,02 5280 £040 0,20 £0,00 12,71 = 0,00 0,49 £0,24 nd. nd. 0,61 £0,12
19 Uva Japdo 1,95 £0,10 179,12 * 35,58 0,33 £0,00 3050 £0,40 0,50 =0,10 <LQ 1,37 £0,10 nd. nd. n.d.
21 Uva Japdo 1,49 £0,07 277,18 £ 39,80 028 £0,01 27,70 £1,30 0,10 £0,00 <LQ 0,91 £0,99 nd. nd. n.d.
23 Uva Japdo 1,47 £0,15 266,11 * 38,87 0,24 £0,00 26,00 £0,10 0,00 £0,00 <LQ 1,57 £0,02 nd. nd. n.d.
30 Uva Japdo 1,60 £0,17 245,68 + 38,58 024 £+0,00 2830 £0,10 0,00 £0,00 n.d. 1,56 +0,28 n.d. n.d. n.d.
37 Uva Japdo 7,47 £0,39 49,32 + 27,04 154 £0,03 5340 +040 1,60 +0,10 <LQ <LQ nd. nd. <LQ
36 Uva Japdo 7,88 £0,13 34,58 + 25,79 156 +0,03 5820 +050 1,50 +0,20 17,34 + 8,10 n.d. n.d. n.d. 0,49 +£0,11
Média Uva Japéo 1,95 179,12 0,33 30,5 0,2 - - - - -
DP 2,9 101,8 0,6 144 0,7 - - - - -
Variacéo 1,47 — 7,88 3458 — 27718 0,33 -156 260 -582 0,00 —1,60 - - - - -
1 Aroeira 9,05 +0,53 72,10 + 28,30 1,29 £0,03 62,9 +140 1,00 +£0,10 70,28 +2,30 n.d. n.d. n.d. n.d.
2 Aroeira 1794 £+ 053 61,91 +27,24 208 +001 9750 +£060 210 £0,00 158,67 + 29,31 n.d. n.d. n.d. 0,50 +0,06
15 Aroeira 8,51 +0,73 54,73 + 26,49 1,87 £0,04 6350 +£090 2,60 +0,10 6,10 + 0,00 <LQ n.d. n.d. <LQ
14 Aroeira 8,27 +0,07 62,17 + 26,22 1,78 £0,02 6420 +130 210 +0,00 11,66 +0,9%4 n.d. n.d. n.d. n.d.
27 Aroeira 5,08 +0,18 127,60 + 32,90 0,71 £0,01 5150 £1,30 0,00 £0,00 n.d. n.d. 13,50 + 0,40 n.d. n.d.
Média Aroeira 8,5 62,2 18 63,5 21 - - - - -
DP 438 29,7 05 17,3 11 - - - - -
Variacéo 5,08 — 17,94 54,73 —12760 0,71 —-208 515-975 0,00 —2,60 - - - - -
1 Quitoco 5,05 +0,37 161,41 + 29,67 0,39 £0,02 80,80 £0,60 0,00 +0,00 <LQ n.d. n.d. n.d. <LQ
28 Quitoco 340 +0,11 198,52 + 38,02 0,35 +£0,01 4790 £0,90 0,00 £0,00 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
33 Quitoco 3,73 £0,25 294,26 + 56,91 0,22 £+0,01 40,30 £0,70 0,00 +0,00 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
35 Quitoco 6,50 +0,23 96,14 + 28,31 087 £0,06 5250 £280 1,10 +0,10 7,35 £4,28 <LQ n.d. n.d. 0,58 +0,00
Média Quitoco 44 180,0 0,4 50,2 0,0 - - - - -
DP 14 82,8 0,3 17,7 0,6 - - - - -
Variacéo 3,40 — 6,50 96,14 — 29426 022 -0,87 403 -808 0,00 —1,10 - - - - -
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Origem ORAC DPPH FRAP _Folin- Flavonqi des Identificacdo e_z quantificagdo de compostos fendlicos (ug.g?)

Amostras botanica (MmOIETKg?) (EC50mg.mi) (umolETg?) Ciocalteu totais Acido qali Acido p- Acido Miriceti .

. ) ! (MgEAG Kg?) (mgQE100g") gélico cUmarico cinamico iricetina Quercetina
24 Flor do campo 6,04 £0,15 86,04 +£29,75 097 +0,01 56,50 + 1,10 0,40 £0,10 40,20 + 3,38 n.d. n.d. n.d. n.d.
Média Flor do campo* 6,04 86,04 0,97 56,50 0,40 - - - - -
DP - - - - - - - - - -
Variagdo - - - - - - - - - -
25 Laranjeira 1,28 £0,11 NA 0,24 +0,01 26,40 + 0,20 0,00 +0,00 <LQ <LQ n.d. nd. n.d.
Média Laranjeira* 1,28 NA 0,24 26,40 0,00 - - - - -
DP - - - - - - - - - -
Variagdo - - - - - - - - - -
7 Silvestre 10,29 + 0,14 53,75 + 2367 150 £0,00 70,40 +1,90 1,40 £0,10 55,00 + 0,00 n.d. n.d. 4,02 +1,81 2,03 £1,02
29 Silvestre 526 £0,13 106,10 + 31,35 0,95 +0,02 58,80 + 0,70 0,20 +0,00 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
26 Silvestre 792 £0,06 59,09 +2845 1,76 +0,03 67,50 + 1,20 1,90 +£0,00 <LQ n.d. n.d. n.d. n.d.
13 Silvestre 414 +0,29 11190 +31,16 0,71 £0,01 40,00 + 0,30 1,00 £0,10 11,48 + 0,00 n.d. 3,40 £ 0,00 n.d. n.d.
42 Silvestre 10,68 + 0,04 48,28 + 2697 1,67 +0,03 59,70 £ 0,40 1,70 £0,00 25,53 + 0,00 n.d. n.d. n.d. 0,53 +0,00
44 Silvestre 492 £0,08 139,07 +30,69 0,64 £0,06 39,80 3,70 0,20 +0,00 <LQ n.d. n.d. n.d. <LQ
Média Silvestre 6,6 82,6 12 59,3 12 - - - - -
DP 28 37,6 0,5 13,3 0,7 - - - - -
Variagao 414 — 10,68 48,28 —139,07 0,64 —176 39,80 — 70,40 0,20 — 1,90 - - - - -
TOTAL - - - - -
Média 7,78 72,41 1,21 61,30 0,70 - - - - -
DP 4,30 89,81 0,56 18,29 0,67 - - - - -
Variagdo 1,28 — 1848 2545 —54042 0,22 —2,11 26,0 — 100,0 0,0 — 2,60 - - - - -

NA =ndo analisado.

n.d. = ndo detectado.

LD = limite de deteccéo.

< LQ = abaixo do limite de quantificacéo.

(Acido galico: LD 1,86 pg.gt, LQ 5,65 pg.gt; Acido p-cumarico: LD 0,14 pg.gt, LQ 0,42 pg.gt; Acido cinamico: LD 0,14 pg.g, LQ 0,42 pg.g't; Miricetina: LD 0,01 pg.g2,
LQ 0,03 pg.gt; Quercetina: LD 0,16 pg.gt, LQ 0,50 pg.gl).

*ndo incluido na andlise estatistica.
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Figura 11. Capacidade antioxidante pelos métodos ORAC (a), FRAP (b) e DPPH (c), e teor

de fendlicos totais (d) e flavonoides totais (€) das amostras de méis, agrupadas por origem

botanica.
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A Figura 12 apresenta as correlacbes entre os métodos de capacidade
antioxidante: ORAC, FRAP e DPPH. Foi observada forte correlacdo entre os métodos FRAP
e ORAC (R2=0,7965), FRAP e DPPH (R2=-0,7670) e ORAC e DPPH (R2=-0,6268)

indicando alto grau de equivaléncia entre os métodos analisados.

3
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Figura 12. Correlacdo entre as andlises da capacidade antioxidante pelos métodos ORAC,
DPPH e FRAP.

Estudos sugerem que a atividade antioxidante do mel estd relacionada com o
contelido de compostos fendlicos. A Figura 13 apresenta as correlagdes entre os resultados
obtidos do conteudo de fendlicos totais e flavonoides totais, com os resultados dos métodos
de capacidade antioxidante: ORAC, DPPH e FRAP.

Observou-se forte correlagdo entre o conteddo de fenolicos totais e os métodos
ORAC (R?=0,8297, p<0,01), FRAP (R?=0,8183, p<0,01) e DPPH (R?=-0,6934, p<0,01),
demonstrando estreita interdependéncia entre o conteldo de fenolicos totais e os métodos
ORAC, FRAP e DPPH, indicando que a capacidade antioxidante dos méis analisados tem
associacdo com 0s seus constituintes fenolicos.

O contetdo de flavonoides totais, por sua vez, apresentou forte correlagdo com
o método FRAP (R?=0,8464, p<0,01) e ORAC (R?=0,6211, p<0,01), e correlagdo moderada
para 0 ensaio DPPH (R?=-0,5918, p<0,01). Esses resultados indicam que, entre 0s métodos
de capacidade antioxidante utilizados nesse estudo, o método FRAP, por ter apresentado o
maior coeficiente de correlacdo, esta fortemente relacionado a uma maior representatividade
da capacidade antioxidante derivada dos polifendis no mel.

Entre o conteldo de fendlicos totais e flavonoides totais foi observada uma
correlacdo moderada (R?=0,5557, p<0,01) (Figura 13), assumida pela concentracdo muito

baixa de flavonoides nos méis, com resultados que chegaram a zero. Esse resultado, sugere
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Figura 13. Correlacdo entre as analises da capacidade antioxidante pelos métodos ORAC,

DPPH e FRAP com o contetudo total de fendlicos e flavonoides.
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que os flavonoides ndo sdo os componentes majoritarios que conferem a atividade
antioxidante dos méis avaliados, indicando a presenca de outros compostos fendlicos. Além
disso, os resultados implicam que a quantidade e o tipo de substancias fenolicas nos méis
sdo variaveis e dependem essencialmente da origem floral.

Alguns estudos tém avaliado a correlagdo entre o conteudo de fendlicos totais
(CFT) e algumas propriedades fisico-quimicas do mel. Nesse estudo foi possivel observar

algumas correlacGes, apresentadas na Figura 14.
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Figura 14. Correlagdo entre alguns parametros fisico-quimicos (acidez, pH, condutividade

elétrica e cinzas) e o conteudo de fendlicos totais dos méis.

Foi observada forte correlagédo entre a acidez e o CFT (R?=0,6988); o contelido
de cinzas e o CFT (R?=0,6658); e a condutividade elétrica e o CFT (R?=0,6598). J4 para o
pH e o CFT foi observada uma correlacdo fraca (R?=0,2709).

5.15. Identificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos nos méis
Os compostos fendlicos presentes no mel sdo derivados do néctar das flores, do
polen e da propolis, e sdo tipicamente compostos de &cidos benzoico e cindmico e seus

ésteres e alguns flavonoides (SILVA etal.,, 2013b).
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A Figura 15 mostra os cromatogramas dos compostos identificados e seus

respectivos padroes.
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Figura 15. Cromatogramas dos compostos fendlicos majoritarios presentes nos méis
analisados. Acido galico a) padrdo b) amostra (270nm); Acido p-cuméarico c) padrdo d)
amostra (310nm); Acido cindmico e) padréo f) amostra (280nm); Miricitina e Quercetina g)

padrdes h) amostra (370nm).
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Foram identificados os acidos fendlicos galico, cindmico e p-cumérico e, 0s
flavonoides quercetina e miricetina, sendo o acido galico o composto fenodlico majoritario
encontrado nos méis avaliados (Tabela 7).

Resultados semelhantes foram encontrados no estudo realizado em meéis da
regido Norte do Brasil, por Oliveira etal. (2012), apresentando como compostos majoritarios
identificados, respectivamente, o &cido galico, o &cido o-cumdrico, o acido p-cumarico € a
quercetina. Serem et al. (2012), por sua vez, afirmaram que a quercetina, a miricetina e 0
campferol sdo flavonoides comuns encontrados em méis europeus e africanos. Essas
informagdes reforcam que a fonte floral pode ser um determinante no perfil de fendlicos no
mel.

Observa-se na Tabela 7, que o acido galico foi predominante nas amostras de
méis de eucalipto e aroeira. O acido galico tem diversas propriedades bioativas relatadas na
literatura, tais como a bacteriostatica, antioxidante e anticancerigena em células de
carcinoma da prostata, alem de estar relacionado aindugdo da morte de células de cancer do
colo do Utero por apoptose e necrose. Esse fendlico também tem sido relatado como um
potente inibidor da sacarose e outros dissacarideos na borda em escova no intestino de
mamiferos (HELENO et al., 2015).

Além disso evidéncias mostram que os derivados do &cido hidroxicinamico e
flavondides podem ser absorvidos pelo corpo humano em quantidades que séo, em principio,
suficientes para exercer atividade antioxidante ou outra atividade bioldgica (SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015). Nesse estudo, a presenca majoritdria do acido p-cumarico
demonstrada nos méis da espécie uva japdo, tipica da regido Sul e Sudeste do Brasil €, ndo
estudada até o momento, é um dado importante. De acordo com Heleno et al. (2015), o acido
p-cumérico tem demonstrado atividade antioxidante, antitumoral em células de cancer de
mama e atividade antimicrobiana, contra varias bactérias e fungos patogenos. E relatado que
esse fendlico tem mecanismo duplo de atividade bactericida: é capaz de romper as
membranas celulares das bactérias e ligarem-se ao DNA bacteriano para inibir funcdes
celulares, conduzindo a morte celular. Contudo, a capacidade antioxidante para os méis de
uva japdo nao apresentou valores significativos, sendo necessario mais estudos para elucidar
essa questéo.

Os compostos fendlicos que foram identificados nos méis avaliados tém
demonstrado atividade antioxidante e sdo relatados na literatura como capazes de exercer
efeitos protetores contra doencas graves, como o cancér e doencas cardiovasculares. O

estresse oxidativo imposto por espécies reativas de oxigénio (ERO), desempenham papel
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importante  na fisiopatologia associada a neoplasia, aterosclerose e doencas
neurodegenerativas. Estima-se que o mecanismo do potencial efeito protetor dos compostos
fenolicos, incluindo flavonoides, éa partir da eliminagdo direta de radicais livres (SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015; JE-RUEI et al., 2013). Dessa forma a presenca de flavonoides
como miricetina e quercetina em alguns dentre os méis analisados também reforca a questdo
de que o mel pode ser considerado um aliado, quando incluido na dieta, capaz de auxiliar na
protecdo contra possiveis efeitos deletérios a saude.

Os compostos fenolicos, presentes em plantas, e em alimentos derivados,
incluindo o mel, sdo de consideravel interesse e podem constituir parte importante da dieta,
uma vez que antioxidantes naturais podem auxiliar a salde humana. Esses compostos sao

muito varidveis e, no mel, apresentam-se conforme a fonte floral que o originou.
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6. CONCLUSOES

Os parametros fisico-quimicos analisados apresentaram médias que se
enquadraram dentro dos parametros exigidos pelas legislacbes brasileira e internacional
(CODEX, 2001), indicando a autenticidade e qualidade dos méis avaliados.

A cor escura foi predominante nos méis de eucalipto, aroeira e silvestre,
enquanto a cor clara foi presente nos méis de flor do campo, laranjeira, quitoco e uva japéao.
Além disso foi observado que os méis mais escuros apresentaram maior capacidade
antioxidante.

A capacidade antioxidante mais elevada foi observada nos méis de eucalipto e
aroeira, que apresentaram diferenca significativa em relacdo as outras espécies estudadas.

O contetdo de fendlicos totais ndo apresentou diferenca entre as espécies
eucalipto, aroeira e silvestre. Por outro lado, o teor de flavonoides foi superior no mel de
aroeira, quando comparado ao mel de eucalipto, sugerindo a presenca predominante de
flavonoides no mel de aroeira e a presenca de outros componentes fendlicos no mel de
eucalipto.

Os acidos galico, cinamico e o p-cumarico, e os flavonoides quercetina e
miricetina, foram identificados em algumas amostras, sendo o acido galico o composto
majoritario nos méis de eucalipto e aroeira, e 0 acido p-cumarico nos méis de uva japao.

Por fim, esse estudo mostrou que as propriedades fisico-quimicas e bioativas do
mel sdo influenciadas fortemente pela fonte floral que o originou e, que os méis da regido

Sul podem ser considerados boas fontes de compostos antioxidantes.
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