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RESUMO

Os acidos organicos alifaticos (AOA), mesmo sendo compostos
minoritarios nos meéis, apresentam importantes contribuicbes para o
sabor, aroma, acidez, pH e condutividade elétrica. Nesse contexto, 0
trabalho proposto contempla o desenvolvimento e validagdo de um
método para determinacdo de 14 AOA por eletroforese capilar de zona e
aplicacdo do método em amostras de méis de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Benth.) e florais do estado de Santa Catarina. Os
AOA foram separados em tempo inferior a 10 minutos, com padrdo
interno acido glioxilico. O eletrdlito de corrida foi composto por: acido
ftalico 20 mmol L™, tris(hidroximetil)Jaminometano 14 mmol L™,
brometo de cetiltrimetil aménio 1,6 mmol L™ e cloreto de célcio 1 mmol
L™, pH 3,3. Foi utilizado um capilar de silica fundida com 60,5 cm
(comprimento total), 52 cm (comprimento efetivo), 75 um (didmetro
interno), tensdo de 15 kV, polaridade negativa, injecdo hidrodindmica
(50 mbar/3 s) e deteccdo indireta em 230 nm. A conformidade do
sistema apresentou valores de coeficiente de variacdo (CV %) inferiores
a 0,15 % e 2,65 % para o tempo de migracdo e area corrigidos. Os
limites de detec¢do (LOD) e quantificacdo (LOD) avaliados em solugao
aquosa variaram de 0,07 a 0,72 mg L' e 0,25 a 242 mg L%
respectivamente. Na solucdo em matriz os LOD e LOQ variaram de
0,30 a 1,30 mg L e 0,77 a 4,34 mg L™, respectivamente. A precisdo
intra-ensaio e inter-ensaio apresentaram valores inferiores a 5% e 8%,
para a area e tempo de migracdo corrigidos, respectivamente. A
recuperacdo apresentou resultados satisfatorios para todos os AOA
avaliados, variando de 81,13 a 106,26 % para mel floral e 80,55 a
106,93 % para mel de melato de bracatinga. A faixa de concentracdo
dos AOA variou de 9,09 a 8.711,98 mg 100 g™ em méis florais e de
39,79 a 7.415,58 mg 100 g™ em méis de melato de bracatinga. Devido
aos baixos LOD e LOQ e satisfatorio desempenho analitico, 0 método
proposto pode ser aplicado na avaliagdo da qualidade de méis, uma vez
gue, os AOA podem ser utilizados como indicadores de qualidade e
deterioracdo e também, fornecem importantes contribuicdes para as
propriedades fisico-quimicas e sensorias dos méis.

Palavras Chaves: Acidos organicos alifaticos. Apis mellifera.
Eletroforese capilar. Validacdo analitica.






ABSTRACT

The aliphatic organic acids (AOA), which are minority compounds in
honeys, are important because of its contribution to flavor, acidity, pH
and electrical conductivity. The proposed work consists in the
development and validation of a method for determination of 14 AOA
using capillary zone electrophoresis. This method was applied on
samples of bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) honeydew and floral
honeys with samples from the state of Santa Catarina. The AOA were
separated in less than 10 minutes, using glyoxylic acid as internal
standard. The background electrolyte was composed of: phthalic acid 20
mmol L™  tris(hydroxymethyl)aminomethane 14 mmol L™,
cetyltrimethylammonium bromide 1.6 mmol L™ and calcium chloride 1
mmol L™, pH 3.3. The experimental conditions used were: capillary
60.5 cm (total length), 52 cm (effective length), 75 um (inner diameter),
voltage of -15 kV, hydrodynamic injection (50 mbar/3 s) and indirect
detection in 230 nm. The system suitability presented coefficient of
variation (CV %) lower than 0.15% and 2.65% for the migration time
and corrected area. The limits of detection (LOD) and quantification
(LOQ) were measured in aqueous and matrix solutions. For aqueous
solution the LOD ranged from 0.07 to 0.72 mg L™ and the LOQ ranged
from 0.25 to 2.42 mg L™, respectively. For matrix solution LOD and
LOQ ranged from 0.30 to 1.30 mg L™ and the 0.77 to 4.34 mg L™,
respectively. The repeatability intra-assay and inter-assay presented
values below 5% for corrected area and 8% for corrected migration
time. Recovery presented satisfactory results for all AOA evaluated,
ranging from the 81.13 to 106.26 % in floral honey and 80.55 to 106.93
% in bracatinga honeydew honey. The concentration range for the
remaining AOA on samples of floral honeys ranged from 9.09 to
8711.98 mg 100 g™. In honeydew honeys of bracatin?a the range of
concentration varied from 39.79 to 7415.58 mg 100 g~ for the maleic
and gluconic acids, respectively. Due to the low LOD and LOQ and
satisfactory analytical performance, the proposed method can be applied
in the evaluation of honey quality, since AOA can be used as indicators
of quality and deterioration and also provide important contributions to
the physical- chemical and sensory properties of honeys.

Keywords: Aliphatic organic acids. Apis mellifera. Capillary
electrophoresis. Analytical validation.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Os estados pertencentes a regido sul do Brasil, Santa Catarina,
Parana e Rio Grande do Sul apresentam singulares caracteristicas
climaticas, florais, espécies florestais nativas como a bracatinga
(Mimosa scabrella Benth.) e de abelhas do género Apis. Essas
caracteristicas conferem ao Brasil um inigualavel potencial para
atividade apicola. Tal diversidade diferencia o Brasil de outros paises
produtores de méis, possibilitando colheitas durante o ano todo, além de
causar impactos econémicos e sociais, contribuindo para a manutencédo
e preservacdo dos ecossistemas existentes (MANTILLA et al., 2012;
MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN, 2014; MENDES; MESQUITA,
2009; MENDONCA, 2008).

A classificacdo do mel esté relacionada com a origem da matéria-
prima utilizada pelas abelhas na sua elaboracdo. Quando a matéria-
prima é proveniente do néctar ou polen das flores, denomina-se “mel
floral” e quando a matéria-prima é proveniente de secre¢@es de plantas
ou excre¢fes de insetos sugadores, denomina-se “mel de melato”.
(MARENDA et al., 2011; SILVA; SILVA; NETTO, 2011). Além da
producdo de méis florais, no estado de Santa Catarina, em meses de
escassez de néctar e polen, geralmente de margo a maio e em periodos
bianuais (ciclo da cochonilha), ocorre 0 mel de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Benth.) produzido pelas abelhas (Apis mellifera) a
partir de excrecfes do inseto sugador (SAKR; DALLABRIDA, 2015;
SILVA; SILVA; NETTO, 2011).

O mel esta entre os alimentos mais complexos produzidos pela
natureza e sua composi¢do, propriedades fisico-quimicas e sensoriais
dependem, da fonte floral e/ou de plantas, espécies de abelhas, regido
geogréfica, estacdo climatica e método de armazenamento
(BILANDZIC et al., 2017). Constituido por aproximadamente 200
substancias, os monossacarideos frutose e glicose, além da &agua,
compdem a por¢do majoritaria dos méis (GALLINA; STOCCO;
MUTINELLI, 2010; MANZANARES et al., 2011). Além de outros
compostos minoritarios, entre eles, compostos fendlicos (CAN et al.,
2015; SERAGLIO et al., 2016), aminoacidos (AZEVEDO et al., 2017;
DEL CAMPO et a., 2016), minerais (BILANDZIC et al., 2017),
vitaminas (KAYGUSUZ et al., 2016; LEON-RUIZ et al., 2011),
proteinas (AZEVEDO et al., 2017) e &cidos organicos (HAROUN et al.,
2012; MATO et al., 2006a).



18

Os AOA, apesar de serem compostos minoritarios nos méis,
podem ser utilizados como indicadores de qualidade e deterioracdo e sua
determinacdo fornece contribuicdes importantes para as propriedades
fisico-quimicas como a acidez, pH e condutividade elétrica, além das
propriedades sensoriais como o aroma e sabor (TEZCAN et al., 2011).

A CE é uma técnica de separacdo pouco empregada na
determinacdo de AOA em méis porém, apresenta indmeras vantagens
em comparagdo a outras técnicas analiticas. Entre as vantagens, a CE
destaca-se pelo baixo impacto ambiental devido ao baixo consumo de
reagentes e amostra e consequentemente, minimiza¢do na geracdo de
residuos quimicos, além de rapidez nas separag@es e alto poder de
resolucdo (DA SILVA et al., 2007).

Para assegurar que a qualidade dos resultados analiticos obtidos,
principalmente em andlise de alimentos, sejam confidveis e
impossibilitem interpretacbes e decisGes com base em resultados
incorretos, é fundamental que o desenvolvimento ou modificacdes de
métodos, seja acompanhado de um procedimento de validagcdo
(PETERS; DRUMMER; MUSSHOFF, 2007).

Nesse contexto, observa-se a necessidade de desenvolver e
validar um novo método analitico a fim de ampliar o conhecimento a
respeito de AOA presentes em mel floral e mel de melato, visto que,
esses compostos sao pouco explorados nessas matrizes. Até 0 momento
0s AOA ndo foram investigados em méis de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Benth.) e florais do estado de Santa Catarina.

O ineditismo do tema proposto & reconhecido por meio do
desenvolvimento, validacéo e, principalmente, aplicacdo do método em
méis de melato de bracatinga e florais oriundos de S&o Joaquim, Bom
Retiro, Urubici, Urupema e Lages. Além de, representar uma
contribuicdo para com o grupo de pesquisadores do Laboratério de
Quimica de Alimentos do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina, que é pioneiro,
atuando desde de 2014, em estudos de investigagdo da composi¢cdo de
méis, produzidos por Apis mellifera, no estado de Santa Catarina.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar intralaboratorialmente um método para
determinacdo simultanea de 14 &cidos organicos alifaticos em méis de
melato de bracatiga (Mimosa scabrella Benth.) e florais do estado de
Santa Catarina utilizando CZE.

1.1.2 Objetivos especificos

As atividades associadas ao objetivo geral do trabalho foram
divididas em objetivos especificos, constituindo em:

e Otimizar a composicdo do eletrolito de corrida e avaliar os
demais parametros inerentes a técnica utilizando a ferramenta
de simulacdo Peakmaster®, afim de alcangcar menor tempo de
andlise com separagdo em linha de base;

e Selecionar um co-ion e padréo interno adequado para 0 método
proposto;

e Validar o método proposto em relacdo aos parametros de
desempenho: conformidade do sistema, linearidade, efeito de
matriz, precisdo (intra e inter ensaio), exatiddo, seletividade,
robustez, LOD e LOQ, com base em recomendagdes da
Eurachem e trabalhos publicados sobre o tema;

e Auvaliar os pardmetros de validacdo e realizar o tratamento dos
dados com o auxilio dos softwares: Assistat, Statistic, Excel e
Origin.

e Aplicar o método desenvolvido e validado na anélise
simultanea de 14 AOA: maleico, malonico, fumaérico, tartarico,
férmico, citrico, mélico, glicdlico, latico, glucénico, succinico,
glutérico, acético e propiénico, em amostras de mel de melato
de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) e floral do estado de
Santa Catarina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MEL: DEFINICAO, CLASSIFICACAO E QUALIDADE

Como principal produto alimenticio das abelhas meliferas tem-se
0 mel, que é produzido a partir do néctar das flores, de secrecdes de
partes vivas de plantas ou de insetos sugadores destas plantas que ficam
sobre as partes vivas das mesmas, que as abelhas recolhem,
transformam, combinam com substdncias especificas proéprias,
armazenam e deixam maturar nos favos da colmeia (BRASIL, 2000;
CAMARGO; PEREIRA; LOPES., 2002; MENDES; MESQUITA,
2009).

A classificacdo do mel esta diretamente associado a sua origem.
A matéria-prima para producdo dos méis de melato é oriunda da
excrecao de insetos da ordem Homoptera (ex. cochonilha) que sugam o
fluido do floema das arvores. Esses insetos excretam um liquido
adocicado na forma de gotas através do canal alimentar, o qual deposita-
se na parte externa das folhas e em outras partes da planta. A abelha
coleta o liquido e utiliza-o como matéria-prima para producéo de mel
(MOREIRA et al., 2011). Dessa maneira, 0 mel de melato de bracatinga
ocorre a partir do caule da bracatinga (Mimosa scabrella Benth), em
periodos bianuais, produzido pela Apis mellifera a partir do exsudato de
cochonilhas.

O mel floral é obtido dos néctares das flores e ainda, pode ser
classificado em unifloral ou monofloral, quando o néctar coletado
origina-se de flores de uma mesma familia, género ou espécie, ou
multifloral e polifloral, quando o néctar coletado é decorrente de
diferentes origens florais (BRASIL, 2000).

Os méis sdo misturas complexas, que consistem principalmente
de frutose (em torno de 38%), glicose (em torno de 37 %) e agua (em
torno de 10-20%) (FRINK; ARMSTRONG, 2016; MANYI-LOH;
CLARKE; NDIP, 2011), além de pequenas quantidades de outros
carboidratos (dissacarideos, trissacarideos e oligossacarideos), e de
minerais (ALQARNI et al., 2014), compostos fendlicos (NAYIK et al.,
2016), vitaminas (KAYGUSUZ et al, 2016), proteinas
(BRUDZYNSKI; SJAARDA; MALDONADO-ALVAREZ, 2013),
compostos volateis (REVELL; MORRIS; MANLEY-HARRIS, 2014),
acidos organicos (OHMENHAEUSER et al., 2013), entre outros
compostos (BENTABOL MANZANARES et al., 2011).
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Os méis sdo produtos mundialmente conhecidos, sendo muito
apreciados desde a Grécia antiga, devido as suas propriedades:
antioxidantes, antimicrobiana e anti-inflamatéria (BOGDANOV et al.,
2008; EL-KASED, 2016; KASSIM et al., 2010; MANDAL; MANDAL,
2011; NASUTI et al.,, 2006; TENORE et al., 2012), as quais sdo
consideradas promotoras de salde e portanto, os méis, tem sido
utilizados no tratamento de feridas e queimaduras, distdrbios
gastrointestinais, asma (ALVAREZ-SUAREZ et al, 2016;
LUKASIEWICZ; KOWALSKI; MAKAREWICZ, 2015) além do mel
conferir efeitos cardiopropetores (KHALIL et al., 2015).

O sabor e aroma de méis, sdo fortemente dependentes de sua
origem botanica (CAMARGO, 2002; CHUA, 2015; CONTI et al., 2007,
MANTILLA et al., 2012; WIESE, 2005), e estdo intimamente
relacionados com a regido geografica em que se originou (BARONI et
al., 2009). Além disso, a composicdo e qualidade do mel tornam-se
influenciadas, pelas condi¢cBes do meio ambiente, espécies de abelhas
envolvidas na sua producdo, processamento, maturacdo, manipulacéo,
embalagem e tempo de armazenamento (BERTONCELJ et al., 2007;
DA SILVA et al., 2016; DOMINGUEZ et al., 2016; RIZELIO et al.,
2012a)

A microbiota do mel também sofre variacbes devido aos micro-
organismos introduzidos pelas préprias abelhas e outros introduzidos de
forma indesejada por falta de higiene na manipulacdo ou durante a
extracdo e beneficiamento do mel (SCHLABITZ; FERREIRA DA
SILVA; VOLKEN DE SOUZA, 2010). Assim, alguns componentes
presentes no mel vém das plantas, outros sdo adicionados por abelhas e
outros ainda, sdo oriundos de reagdes bioguimicas ocorridas durante a
maturacao (IGLESIAS et al., 2004).

A limitada disponibilidade e o alto preco, principalmente do mel
de melato, tornam-se meios atrativos para sua adulteracdo. Nesse
sentido, a regulamentacdo por meio de normas de padronizacdo dos
méis é de fundamental importancia para estabelecer a autenticidade e a
qualidade desse produto para sua comercializacdo, evitando eventuais
fraudes (DA SILVA et al., 2016; FEAS et al., 2010; KELLY, J. D.;
PETISCO, C.; DOWNEY, 2006).

No Brasil, 0 Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) é o 6rgdo responsavel pelo regulamento técnico de identidade
e qualidade do mel, por meio da Instrugdo Normativa n® 11, de 20 de
outubro de 2000. Além dos parametros fisico-quimicos relacionados a
maturidade (agUcares redutores), pureza (sélidos insollveis em &gua,
minerais e poblen) e deterioracdo (fermentacdo, acidez, atividade
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diastasica e 5-hidroximetilfurfural) o regulamento estabelece a
definicdo, classificacdo, composicdo, caracteristicas sensoriais,
condi¢cbes de acondicionamento, aditivos, contaminantes, condi¢Ges
higiénicas — critérios macroscopicos e microscopicos — pesos e medidas,
rotulagem, amostragem e definicdo de métodos de analises que deverdo
ser seguidos (BRASIL, 2000).

Normalmente, a concentragdo de agUcares redutores, acidez,
minerais, condutividade elétrica, umidade e 5-Hidroximetilfurfural (5-
HMF), conforme representado na Tabela 1, sdo alguns pardmetros
utilizados para avaliar diferencas entre o mel floral e mel de melato.

Tabela 1- Parametros utilizados para diferenciar as classes de mel floral
e mel de melato.

Parametros Mel floral Mel de melato
Acucares Minimo 60 % para melato
redutores Minimo 65 % ou mel de melato e sua

(glicose+frutose) mistura com mel floral
Minerais Maximo 1,2 % para melato
. a Méaximo 0,6 % ou mel de melato e suas
(cinzas) .
misturas com mel floral
Umidade® Maximo de 20 % Maximo de 20 %
Cond,utl_wdbade Inferior a 0,8 mS/cm Superior a 0,8 mS/cm
elétrica
Méximo de 50 L a
Acidez mEqg/Kg® ou Maximo M&%‘mo d% 5%7152/5?( ou
de 40 mEq/Kg® aximo de 49 meqing
5-HMF? Maximo de 60 Maximo de 60 mg/Kg
mg/Kg

Fonte: *"MAPA; "CODEX; “MERCOSUL
Legenda: 5-HMF: 5-Hidroximetilfurfural.

Os sete parametros e respectivos limites aceitaveis, representados
na Tabela 1, sdo estabelecidos nas legislacGes nacionais e internacionais
(BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS, 2001; MERCOSUL,
1999). Além disso, a cor, concentragdo de outros carboidratos, como a
rafinose e melezitose, pH e rotacdo especifica, também sdo pardmetros
utilizados para avaliar a diferenca entre as duas classes de méis porém,
as legislacdes ndo os contemplam. Dessa maneira, os dados sdo obtidos
por meio da literatura cientifica.
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A cor é variavel de quase incolor a pardo-escura (BRASIL,
2000). Méis florais sdo, normalmente, mais claros que méis de melato,
portanto, esse parametro pode ser determinado pela origem boténica e
também depende do teor de cinzas (ou minerais), temperatura e tempo
de armazenamento (PITA-CALVO; VAZQUEZ, 2017).

Os carboidratos, principalmente os trissacarideos rafinose e
melezitose, comumente, ndo sdo encontrados em méis florais ou,
guando  encontrados, em  concentracbes muito  reduzidas
(KASKONIENE; VENSKUTONIS; CEKSTERYTE, 2010). Poréem, em
méis de melato a concentracdo de melezitose pode variar de 0,14 a 2,78
% (PRIMORAC et al., 2009) e concentragdes inferiores a 0,55 %
podem ser encontradas para rafinose, também em mel de melato
(VICTORITA et al., 2008).

Méis florais possuem valores negativos de rotacdo especifica e
pH acido, proximo de 4,0. Enquanto os méis de melato, possuem valores
positivos de rotacdo especifica e pH acido em torno de 5,0 (CAMPOS et
al.,, 2003; SILVA, F. S. M. F.; SILVA, S. M.; NETTO, 2011). O pH
acido pode limitar e/ou inibir o crescimento de micro-organismos, além
de ser importante durante a estocagem, por influenciar na estabilidade e
vida de prateleira, visto que, valores alterados de pH podem indicar a
fermentacdo do mel (CAMPOS et al., 2003; SILVA, F. S. M. F;
SILVA, S. M.; NETTO, 2011; TERRAB et al., 2004). O pH &cido ¢
devido, principalmente, a presenca de acidos organicos, ésteres e de ions
inorganicos (PITA-CALVO; VAZQUEZ, 2017).

2.2 ACIDOS ORGANICOS ALIFATICOS EM MEIS

Os AOA sdo compostos ciclicos ou aciclicos de baixa massa
molar (45-220 g mol™), ionizam-se negativamente em valores de pH
entre 3-6 e, geralmente, sdo sollveis em agua. Esses compostos
quimicos contém um ou mais grupos carboxilicos, 0s quais podem ser
classificados em: monocarboxilicos, dicarboxilicos e/ou tricarboxilicos
(GALLI et al., 2003; PAPAGIANNI, 2011; YIN et al., 2015).

Os AOA, podem estar presentes em inimeras matrizes, entre elas,
frutas e vegetais (FLORES; HELLIN; FENOLL, 2012), bebidas,
incluindo sucos e vinhos (MATO et al.,, 2006b), queijos (ZEPPA,;
CONTERNO; GERBI, 2001), iogurtes (GUZEL-SEYDIM et al., 2000),
e méis (HAROUN et al., 2012; NOZAL et al., 2003a). Na Figura 1 séo
apresentadas as estruturas quimicas de alguns dos AOA comumente
reportados na literatura para méis florais e de melato.
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Figura 1- Representacdo estrutural de &cidos orgénicos alifaticos
normalmente encontrados em méis de diferentes regides geograficas.
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Acido aceético Acido fumarico Acido maleico

Fonte: Adaptado de Mato et al. (2006) e Ohmenhaeuser et al. (2013).

Os méis contém AOA, normalmente, em concentracfes que
variam de 0,002 a 0,42 % (OHMENHAEUSER et al., 2013; TEZCAN
et al., 2011). A presenca desses compostos, ésteres, ions inorganicos
como o fosfato (ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013; NAVARRETE
et al., 2005) e compostos volateis, sdo responsaveis pela acidez dos
méis. A acidez é um pardmetro que auxilia, principalmente, na avaliacdo
do nivel de deterioracdo do mel (KADRI; ZALUSKI; ORSI, 2017) e,
segundo a legislagdo estabelecida pelo MAPA (BRASIL, 2000) e pelo
MERCOSUL, a acidez ndo deve ultrapassar de 50 mEq/kg e 40 mEg/kg,
respectivamente.

Além disso, os AOA fornecem contribui¢des importantes para as
propriedades fisico-quimicas como a acidez, pH e condutividade elétrica
(MATO et al., 2003, 2006a) e também para as propriedades sensoriais
como o sabor e aroma (MATO et al., 2003; NAVARRETE et al., 2005;
TEZCAN et al., 2011). Além dos AOA, compostos aromaticos, cetonas,
alcoois e ésteres também contribuem fortemente para o aroma dos méis
(APARNA; RAJALAKSHMI, 1999).

A presenca dos AOA em méis sdo de origem pouco conhecida
porém, alguns &cidos podem ser de ocorréncia natural. Um exemplo, é o
acido glucénico que origina-se pela conversdo do monossacarideo D-
glicose por meio da acéo da enzima D-glicose oxidase (Figura 2), a qual
provém da gléndula hipofaringeana das abelhas (MATO et al., 1997;
MOREIRA; MARIA, 2001).
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Figura 2- Oxidagdo da D-glicose a acido gluconico catalisada pela
enzima glicose-oxidase.

OH OH OH
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Fonte: Adaptado de Moreira et al., (2007).

O écido glucbnico em equilibrio com a gluconolactona é
(JONATHAN; WHITE, 1978), normalmente, o &cido majoritario em
méis e constitui de 70 a 90 % dos acidos organicos do mel (MOREIRA;
MARIA, 2001). O &cido glucdnico pode advir também da atividade
metabodlica de bactérias Gluconobacter, as quais, estdo presentes no
intestino da abelha. Durante o amadurecimento do mel, as
Gluconobacter produzem grandes quantidades de acido glucdnico sob
condicdes aerdbias e na presenca de altas concentracbes de glicose
(MATO et al., 2003).

Em méis, as concentragdes de acido gluconico podem apresentar
elevada variabilidade, isso porque, tal composto pode formar-se por
meio da acdo da enzima glicose-oxidase, presente na glandula
hipofaringeana das abelhas (Figura 2), por acdo bacteriana, ou ainda,
estar presente na fonte que a abelha utilizou para produzir o mel como, o
polen das flores ou excre¢des de insetos sugadores das plantas. Alguns
estudos tém demonstrado a variabilidade na concentracdo do é&cido
gluconico, quando determinado em polen e méis de origem florais e de
melato.

Recentemente o teor de AOA foi determinado em pdlen de
plantas (castanheiro, trigo serrano e carvalho) oriundas da Turquia. Dos
oito AOA quantificados, o 4acido gluconico foi majoritario com
concentragdes que variaram de 590,00 a 3.200,00 mg 100 g
(KALAYCIOGLU et al., 2017). Porém, em mel floral de castanha,
oriundo da Provincia de Zonguldak na Turquia, 0 é&cido glucdnico
apresentou concentracdo de 890,40 mg 100 g™, enquanto que, no mel
floral de castanha oriundo da provincia de Eregli na Turquia, o acido
gluconico apresentou concentracdo de 1.093,0 mg 100 g™, (TEZCAN et
al., 2011).
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Em mel de melato de pinho oriundo da regido de Mugla da
Turquia, o &cido glucdnico apresentou concentracdo de 346,70 mg 100
g™ (TEZCAN et al., 2011). Em mel de melato (Quercus ilex) originario
de Valladolid, Espanha, o acido glucénico apresentou concentracdo de
370,50 mg 100 g~ (NOZAL et al., 2003a)

A ocorréncia natural de outros AOA nos méis, por exemplo o
acido acético, pode advir de uma fermentacdo aerdbia e/ou anaer6bia
(TEZCAN et al., 2011). O mel é uma mistura com caracteristica
higroscopica (PRICA et al., 2014) sendo a agua o segundo maior
constituinte (BRASIL, 2000). Nesse sentindo, a atividade de agua (ay) €
um fator que determina a sobrevivéncia e/ou limitacdo do crescimento
de micro-organismos nos méis, podendo levar ou ndo a deterioracdo por
fermentagdo (ABRAMOVIC et al., 2008). O processo de fermentacédo
resulta na formago de &lcool e, na presenca de oxigénio, o alcool
desagrega-se em &cido acético e agua (CHIRIFE; ZAMORA; MOTTO,
2006; PRICA et al., 2014).

Mato e colaboradores (2006) detectaram 4&cido acético em
amostras de méis florais oriundas da regido de Galicia, Espanha. Nas
trés amostras de méis florais (Castanea sativa Miller, Eucalyptus sp. e
multifloral) a concentracéo total de acido acético foi de 14,57 mg 100 g
! sendo que, o mel de Castanea sativa Miller apresentou concentrag&o
superior de acido acético, quando comparado aos méis de Eucalyptus sp.
e multifloral, representando 26,3 mg 100 g (MATO et al., 2006a). Para
méis florais de lavanda e tomilho, ambos oriundos da regido de
Valéncia, Espanha, a concentracdo de &cido acético foi inferior a 0,01
mg 100 g™ (ESCRICHE et al., 2017). Para méis de melato de carvalho,
Quercus ilex e suas misturas (carvalho + Quercus ilex) oriundos das
regibes de Castilha La-Mancha e Extremadura, Espanha, o acido acético
apresentou concentracdes inferiores a 0,1 mg 100 g para todas as
amostras (CASTRO-VAZQUEZ; DIAZ-MAROTO; PEREZ-COELLO,
2006).

Ainda, outros AOA presentes nos méis podem resultar de um
processo fermentativo natural que, por exemplo, ocorre no sistema
digestivo das abelhas. Olofsson e Vasquez (2008) descobriram uma
nova flora bacteriana compostas por bactérias acido laticas dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, originadas no estdmago de abelhas
Apis mellifera (OLOFSSON; VASQUEZ, 2008). As bactérias &cido
laticas produzem &cido latico durante a fermentagdo de carboidratos e
s&o consideradas um grupo de bactérias benéficas (KALAYCIOGLU et
al., 2017).
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Ressalta-se novamente que, o &cido latico ou outros AOA podem
ndo ser natural da flora bacteriana das abelhas ou da decorréncia de um
processo fermentativo isolado mas, ser oriundo das fontes florais,
secrecOes de plantas ou excre¢des de insetos, 0s quais sdo coletados
pelas abelhas para producdo de méis. Recentemente Kalayioglu e
colaboradores (2017) verificaram a presenca de &cido latico em pélen de
plantas (castanheiro, trigo serrano e carvalho) com concentragdes que
variaram de 71,00 a 120,00 mg 100 g™*. Além do écido latico, os acidos:
oxalico, tartarico, malico, citrico, succinico e acético também foram
quantificados nos pélens de plantas (KALAYCIOGLU et al., 2017).

O é&cido latico foi investigado em méis florais (MATO et al.,
2006a; NOZAL et al., 2003a, 2003b) e mel de melato (desconhecido)
(NOZAL et al., 2003a, 2003b), todos oriundos da Espanha. Porém, dos
trés estudos que investigaram a presenca do 4cido latico, apenas Mato e
colaboradores (2006) detectaram e quantificaram esse composto em trés
amostras de méis florais (Castanea sativa Miller, Eucalyptus sp. e
multifloral). Esse composto foi majoritariamente detectado na amostra
de mel de Castanea sativa Miller e apresentou concentragdo média de
34,51 mg 100 g™.

A presenca de acido férmico nos méis pode ocorrer a partir de um
produto de degradacdo indesejavel, o 5-hidroximetilfurfural (5-HMF). A
partir da hidratacdo do 5-HMF com duas moléculas de &gua, ocorre a
formacdo de uma molécula de acido férmico e uma molécula de &cido
leviurico (CAVIA et al., 2007). Alem disso, a concentracdo elevada do
acido férmico nos méis, pode ser devido a utilizacdo desse &cido no
tratamento aplicado nas colméias contra a infestacdo por Varroa que
podem acumular-se na cera e em menor extensdo, nos méis
(BOGDANOV et al., 2002; MATO et al., 2003).

O 4cido formico foi quantificado em méis florais (eucaliptus,
laranjeira, pinho, entre outros) e mel de melato (desconhecido), os quais,
foram selecionados aleatoriamente por inspetores de alimentos de
Baden-Wiirttemberg, Alemanha, incluindo méis comerciais e frescos
(coletados diretamente nas colméias). As concentracGes de &cido
formico variaram de 6,00 a 71,00 mg 100 g™ para méis florais e para
mel de melato a concentracéo de 4cido formico foi de 11,00 mg 100 g™
(OHMENHAEUSER et al., 2013). Esse composto foi quantificado em
mel de melato de pinho oriundo da regido de Mugla, Turquia, com
concentragdo de 8,93 mg 100 g (TEZCAN et al., 2011), a qual esta
préxima a concentracdo encontrada por Ohmenhaeuser e colaboradores
(2013).
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Além dos AOA relatados anteriormente, outros &cidos foram
guantificados em concentragbes relativamente superiores em amostras
de méis, entre eles, citrico, mélico e succinico. Em méis florais as
concentragbes médias dos acidos citrico, malico e succinico foram de
13,70; 14,55 e 3,19 mg 100 g, respectivamente (MATO et al., 2006a).
Em mel de melato os &cidos citrico e succinico, ambos, apresentaram
concentracdo de 28,00 mg 100 g (OHMENHAEUSER et al., 2013) e 0
4cido malico apresentou concentracdo de 25,70 mg 100 g™ (TEZCAN et
al., 2011).

Normalmente, méis florais apresentam menores concentracfes de
AOA em comparagdo com méis de melato (HAROUN et al., 2012a;
NOZAL et al., 2003a, 2003b). Dessa maneira, alguns AOA podem ser
utilizados como substancias para diferenciar os méis de acordo com sua
origem boténica e/ou geografica. Um exemplo é o &cido citrico,
normalmente, utilizado como um pardmetro confiavel de diferenciacéo
entre mel floral (menores teores) e mel de melato (maiores teores)
(HAROUN et al., 2012; MATO et al., 2006a; SUAREZ-LUQUE et al.,
2002).

A origem de todos os AOA nos méis também nédo é conhecida,
embora muitos deles parecam ser intermedidrios naturais nas vias
metabolicas de micro-organismos, do ciclo de Krebs (acidos: citrico,
succinico, glutdrico, fumérico e oxaloacético) ou de reaches
enzimaticas. Ainda, podem ser sintetizados a partir de glicose, frutose e
sacarose do néctar, pela agdo de enzimas de abelhas operarias, ou podem
vir diretamente de fonte de néctar, pdlen ou secrecdo de plantas e
excrecdo de insetos sugadores de plantas (MATO et al., 2003; YIN et
al., 2015).

2.3 DETERMINACAO DE ACIDOS ORGANICOS ALIFATICOS
EM MEIS

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés
High Performance Liquid Chromatography) é amplamente empregada
na identificacdo e quantificacdo de AOA em méis (HAROUN et al.,
2012; SUAREZ-LUQUE et al., 2002). No entento, a ciéncia das
separacGes, em termos de instrumentacédo analitica, contemplou grandes
avangos tecnoldgicos nos anos 80 devido & implementacdo de uma
eficiente técnica instrumental de separacdo, a CE (TAVARES, 1997).

A CE é uma técnica de separacdo que utiliza essencialmente um
capilar (normalmente de silica fundida) onde a amostra é introduzida na
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presenca de uma solucdo tampéo (eletrélito condutor) e uma diferenca
de potencial é aplicada. O campo elétrico gerado no capilar faz com que
0s componentes da amostra migrem de acordo com sua mobilidade
(velocidade e direcdo) determinada pela sua massa e carga (DA SILVA
et al., 2007; JAGER; TAVARES, 2001; LANDERS, 2008; TAVARES,
1997).

Na CE, é possivel empregar diversos modos de separacdo, dos
quais podemos destacar a CZE. Esse modo é um dos mais utilizados na
separacdo de inumeros compostos, entre eles, &nions inorganicos,
cations metalicos, &cidos organicos, carboidratos, nitrato e nitrito
(DELLA BETTA et al., 2016; DOMINGUEZ et al., 2016; NAVARRO-
PASCUAL-AHUIR et al., 2015; TRAVASSOS LEMOS; CASSELLA,;
DE JESUS, 2015) em diferentes matrizes.

Para outras informagdes relacionadas ao principio da técnica,
introducéo da amostra no capilar, sistema (tipo de detectores) e modo de
deteccdo (direto ou indireto); e EOF (co-eletrosmético e contra-
eletrosmotico) consultar Apéndice A.

Na Tabela 2 sdo apresentados estudos de determinacdo de AOA
em méis por meio de diferentes técnicas analiticas. Devido a escassez de
trabalhos, os resultados compreendem os Gltimos 10 anos e ao todo
foram quantificados 19 AOA em méis florais e 13 AOA em méis de
melato de diferentes regides geograficas. Além disso, na Tabela 1 ¢
informado o preparo de amostras realizado em cada trabalho e os LOD e
LOQ das técnicas empregadas na determinacao dos AOA.
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Tabela 2- Acidos organicos alifaticos investigados e encontrados em diferentes classes de méis e regides.

Continuag&o.

Acidos Organicos

Acidos Organicos Alifaticos

A Classe/  Técnica/ Preparo de L LOD LOQ
Referéncia p Alifaticos Encontrados B "1
Pais Tempo Amostra investigados Floral Melato (mgL) (mgL™)
Diluigdo em &gua,
ajuste de pH 10,5 - .
. . HPLC- Maélico, maleico,
Suarez-Luque  Florais/ .\, i, (NaOH 0,1 M) e pH citrico, sucinico Todos ; 0,006-7,57  0,025-10,93
etal., (2002) Espanha 5,0 (HCI 0,1 M)
" P (~14min) I L fumarico
Posterior extragdo em
fase sélida
Oxalico, formico,
tartérico, Oxdlico,
CZE Diluigdo em 4gua e malico, succinico, férmico, malico,
Mato et al., Florais/ ) ajuste de pH 10,5 maleico, glutarico, succinico,
(2006) Espanha g\z{n:lllr?; (NaOH 0,1 M) e pH pirGvico, acético, piravico, acético, ) 0,40-38,0 12,0-780
5,0 (HCI 0,1 M) latico, citrico, butirico, latico, citrico e
benzoico*, sorbico, gluconico
ascorbico e glucdnico
Tartarico, oxalico -
. CZE- P oxalico,
N;V&(lg(%%; t IFE:slog::;g UV-vis/ Diluicdo em 4gua ;}iﬂ?crgco’r%"?gr:ic& fumérico, - 0,10-15,23 0,33 -50,87
' P (~18min) méliéope Igtico ' maleico e mélico
. - P Férmico, Formico,
Tezcanetal., Fnlférlzltf)f IgiED/ Diluigdo Orﬁgllliz?)’ fcclftr?c'go’ malico, citrico, malico, ) i
(2011) - - em agua P P succinico e citrico e
Turquia  (~6min) succinico e gluconico P N
gluconico glucdnico

Legenda: Eletroforese Capilar de Zona (CZE, do inglés Capillary Zone Electrophoresis); Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do
inglés High Performance Liquid Chromatography); Detector Ultravioleta-Visivel (do inglés, UV-Vis detector); Detector de Arranjo de Diodos
(DAD, do inglés Diode Array Detector); LOD — limite de deteccdo em solugdo aquosa; LOQ — limite de quantificacdo em solugdo aquosa. (*) —

composto aromatico; (~) — préximo.
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Tabela 2- Acidos organicos alifaticos investigados e encontrados em diferentes classes de méis e regides.

Continuag&o.

Acidos Organicos

Referéncia Clas’se/ Técnica/ Preparo de Ac!dos O_rgénicos Encontrados LOD_l LOQ_l
Pais Tempo amostra investigados Floral Melato (mg L™) (mg L™)
Oxalico, D-glucurbdnico, D-glucurbnico
) citrico, ga}lactu'répi'co, D- oxalico citricoy Q)gélico,
Nozal et Florais e HPL(_:-UV- E;trggéo glgc_ﬁmco_, piravico, galacturc’”)nico D utrl(io,_ D-
al., (2003a) melato/ V|s/_ I[qu!do- m_allco, C|t,ra_mallclo_, gluconico quir‘1ico qucpr)lco, 0,05-21,75 0,18-72,5
" Espanha (~60min) liquido quinico, succinico, latico, formico élutéricoy glutéarico e
férmico, glutérico, e r01 ionico propidnico
propidnico e butirico prop
Oxalico, D-glucurdnico,
. citrico, galacturdnico,
Florais x 2 .
Nozal et e HPLC- E'xtrz_ﬂ;ao prqp_lonlcq, piravico, » »
al, (2003b)  melato/ DAD_/ Ilgm_do- mgl_|co, C|tramaAI|<_:o, Oxalico Oxalico 0,05-21,75 0,18-72,5
' Espanha (~60min) liquido quinico, D-gluconico,
latico, formico, glutarico,
butirico
Florais
Sanz et al., meleato/ GC -Ms/ If,')(tl:?gg? Citrico, quinico e Quinico e Quinico e ) )
(2005) (~12min) qui glucdnico glucdnico glucdnico
Espanha liquido
e Itdlia

Legenda: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography); Detector Ultravioleta-Visivel
(do inglés, “UV-Vis detector”); Detector de Arranjo de Diodos (DAD, do inglés Diode Array Detector); Cromatografia a Gas Acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-MS, do inglés “Gas Chromatography Coupled with Mass Spectrometry ”) LOD — limite de deteccdo em solugéo
aquosa; LOQ — limite de quantificagdo em solugdo aquosa; (~) — préximo.
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Conclusdo.
A Classe/ Técnica/ Preparo de Acidos Organicos Acidos Organicos LOD LOQ
Referéncia Pais Tempo amostra Investigados Encontrados (mg L™ (mg L™
P g Floral Melato 9 9
Florais e Diluicdo em Férmico, ftalico, Férmico, Férmico,
Ohmenhaeuser melato/ NMR agua, ajuste de  fumarico, pirGvico, fumarico, piravico, fumarico, ) )
etal., (2013) Alemanha (n.i) pH 4,5 tartarico, malico, tartarico, malico, tartérico, citrico,
(NaOH 1 M) citrico, succinico citrico, succinico succinico
Diluigdo em
&gua, ajuste de Tartarico, malico,
Haroun et al Florais e HPLC- pH 10,5 (NaOH maleico, citrico,
(2012) " melatos/ DAD 0,1 M)epH5,0 succinico, Todos Todos - -
Turquia (n.i) (HCI1 0,1 M). fumarico e
Extracdo em ascorbico
fase sélida
Maleico Maleico,
malénicc; Maleico, maldnico,
L - maldnico, formico,  férmico, citrico
fumarico, tartarico, PR ' et !
Trabalho Florais e CZE/ Diluigdo em férmico, citrico, ﬁlitcr:ﬁti?éomlalé:;;:c% Iicérrigi)m?é{tico
proposto melatos/ DAD égua maélico, glicélico, g glucﬁﬁico ' g glucﬁﬁico ' 0,07-0,72  0,25-2,42
Brasil (~9min) Iatnc;z,cg:,ﬁ::ggco, succinico, succinico,
glutérico acét’ico e glutérico, acético e glutérico,
D propidnico acetico e
propionico propidnico

Legenda: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography); Ressonancia Magnética
Nuclear (NMR, do inglés Nuclear Magnetic Resonance); Detector de Arranjo de Diodos (DAD, do inglés Diode Array Detector); Eletroforese
Capilar de Zona (CZE, do inglés Capillary Zone Electrophoresis); n.i — ndo informado; LOD — limite de detecgdo em solucéo aquosa; LOQ —

limite de quantificagdo em solugdo aquosa; (~) — proximo
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A partir dos estudos relatados na Tabela 2, foi observado que trés
trabalhos empregaram a técnica de CE para determinacdo de AOA em
méis, enquanto que a técnica de HPLC foi utilizada quatro vezes. Embora
a HPLC seja uma técnica mais sensivel, principalmente por apresentar
baixos LOD e LOQ, os quais podem apresentar varia¢do de 0,0064 a 7,57
mg L™ e 0,025 a 10,93 mg L™, respectivamente (SUAREZ-LUQUE et al.,
2002). A CE apresenta, na maioria das vezes, maior eficiéncia e
resolucdo, menor tempo de analise, custo operacional reduzido e pouco
consumo de reagente e amostra, minimizando a geracdo de residuos.
Devido a essas vantagens, o emprego da CE apresenta um futuro
promissor no controle de qualidade de alimentos, principalmente nos
méis.

Na Tabela 2 é apresentado resultados de dois trabalhos, que por
meio da técnica HPLC, determinaram cinco (SUAREZ-LUQUE et al.,
2002) e 15 AOA em méis (NOZAL et al., 2003a) e os tempos de andlise
corresponderam,  aproximadamente, em 14 e 60 minutos,
respectivamente. Porém, quando empregado a técnica CE em outros dois
trabalhos também, para determinagdo de 16 (MATO et al., 2006a) e oito
(NAVARRETE et al., 2005) AOA em méis (Tabela 2) os tempos de
separacdo foram de 4 a 18 minutos, respectivamente, demonstrando que a
CE obteve menores tempos de analises.

Mato e colaboradores (2006), apesar de determinar por CE, 15
AOA simultaneamente em, aproximadamente 4 minutos, demonstrou ser
um trabalho mais laborioso que o trabalho proposto nessa dissertagéo,
devido ao preparo de amostra apresentar mais de uma etapa, com preparo
de diversas solucdes e elevado consumo de reagentes e, apesar de ndo
serem exatamente 0os mesmos acidos determinados nesta dissertagdo, os
eletroferogramas apresentados por Mato e colaboradores (2006)
apresentaram resolucdo inferiores.

Outras informacdes relevantes que foram observadas na Tabela 2
estdo relacionadas ao preparo de amostras. Os preparos de amostras
realizados por Suarez-Lugue et al. (2002), Haroun et al. (2012) e Mato et
al. (2006) foram desenvolvidos similarmente. Cada estudo realizou dois
ajustes de pH, sendo que, o primeiro ajuste (pH ~ 10,5) com agitagéo por
10-15 minutos a temperatura ambiente foi realizado para garantir a
hidrélise total da D-glucono-6-lactona ao acido D-glucénico (MATO et
al., 2006a) e para evitar interferéncias na linha de base (SUAREZ-
LUQUE et al., 2002), consequentemente favorecendo a repetibilidade dos
tempos de migracdo dos AOA (MATO et al., 2006a).

Além disso, Suarez-Luque et al. (2002) e Haroun et al., (2012)
adicionaram a etapa de extracdo em fase sélida, a qual objetiva a remocgéo
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de interferentes da matriz, concentragdo e isolamento dos analitos,
permitindo que compostos em concentra¢cbes muito baixas sejam
detectados por métodos como CE por exemplo. Apesar de permitir uma
melhoria na detectabilidade do método, a extracdo em fase sélida, resulta
em elevado tempo total de analise, altos custos dos cartuchos e dos
dispositivos comerciais e a dificuldade em selecionar um solvente
adequado para a aplicacdo desejada (JARDIM, 2010).

Nozal et al., (2003a,b) realizaram o preparo de amostras por meio
de extracdo liquido-liquido ou também conhecida com extracdo por
solvente. Esse procedimento demonstrou maior simplicidade também por
ser uma técnica simples, que ndo exige instrumentagdo sofistica, e tempo
de preparo inferior, quando comparado a extracdo em fase solida, porém
ndo mais vantajosa, visto que, ocorreu a utilizacdo de acido sulfurico 2 M
e posteriormente adicdo de acido fosférico a solugdo, visto que. Dessa
maneira, também ocorreu geracao de residuos quimicos.

Contudo, foi observado que apenas dois trabalhos (NAVARRETE
et al., 2005; TEZCAN et al.,, 2011) realizaram o preparo de amostra
simples, apenas com diluicdo em &gua, eliminando diversas etapas de
ajustes de pH e extracdes, proporcionando um preparo mais rapido,
economica e ambientalmente vidveis. Esse destaque também pode ser
dado ao trabalho proposto que por meio de uma diluicdo em &gua
desenvolveu um rapido e simples preparo de amostra.

Em relacdo as técnicas de Cromatografia a Gas Acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/MS, do inglés, Gas Chromatography
Coupled with Mass Spectrometry) e Ressonancia Magnética Nuclear
(NMR, do inglés Nuclear Magnetic Resonance), ambas, foram
empregadas apenas uma vez para determinacdo de AOA em méis,
provavelmente devido ao laborioso preparo e/ou tratamento da amostra e
aos elevados custos operacionais, comparados a CE e HPLC.

2.4 RACIONALIZACAO NO DESENVOLVIMENTO DE
METODO POR ELETROFORESE CAPILAR

A escolha das espécies utilizadas no desenvolvimento do eletrolito
de corrida (BGE do inglés, Background Electrolyte) e o conhecimento
das caracteristicas quimicas dos analitos, sdo etapas indispensaveis na
otimizagdo do método. Dessa maneira, as mobilidades e pK, dos analitos,
além da escolha de um padréo interno (1.S. do inglés, Internal Standard) e
co-ion que apresentem mobilidade idnica proxima a do analito de
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interesse, sdo as principais caracteristicas que apresentam influéncias sob
a separacao dos AOA.

Apo0s a geracdo de um campo elétrico ao longo do tubo capilar, os
analitos migram com velocidade constante, como consequéncia de suas
mobilidades (DA SILVA et al.,, 2007). Portanto, cada componente
desloca-se com uma mobilidade (u) caracteristica, recebendo uma
denominagdo correspondente. Por exemplo, a mobilidade idnica ou
eletroforética é a mobilidade dos ions simples (TAVARES, 1995) e a
mobilidade efetiva (L) € @ mobilidade de um ion em um determinado
pH (LANDERS, 2008; TAVARES, 1995).

O pK, é uma constante de dissocia¢do 4cida e portanto, reflete o
grau de ionizacdo das moléculas em diferentes valores de pH. Dessa
maneira, a partir do conhecimento do pK, dos compostos sera possivel
prever o comportamento das subtdncias em solucdo, com diferentes
valores de pH (VOLGY! et al., 2007).

Para o desenvolvimento de métodos em CZE ndo hd um
protocolo a ser seguido porém, de maneira racionalizada algumas etapas
podem ser seguidas, com critérios que devem ser considerados para a
obtencdo, principalmente, de um BGE com adequado desempenho na
separa¢do dos analitos de interesse e, pela escolha de parametros
instrumentais que assegurem a obtencdo de eletroferogramas com
adequada eficiéncia e resolucdo. Na Figura 3 é demonstrada as principais
etapas, normalmente, seguidas para o desenvolvimento do método.

Figura 3 — Racionalizacdo de etapas seguidas durante o desenvolvimento
de método por eletroforese capilar.

» Escolha das espécies e o conhecimento das caracteristicas)
1 quimicas e estruturais (carga, pKa) )

» Construgo da curva de pH versus L dos &cidos e escolha da)
2 faixa de pH )

\/ » Escolha do co-ion, contra-ion e padrdo interno e respectiva§
3 concentracoes

o Selecdo do modo de separacdo, modo de deteccio e
4 polaridade na injecdo

VAN

» Escolha da tenséo e dimensdes do capilar

Fonte: Adaptado de Della-Betta (2016).
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As etapas 1, 2 e 3 estdo associadas ao BGE e as etapas 4 e 5
associadas aos parametros instrumentais da CE. A maneira de como 0s
dados foram obtidos, bem como, as justificativas das escolhas
consideradas em cada etapa, sdo apresentados nos materias e métodos
(secdo 3.7) e resultados e discussao desse trabalho (se¢do 5.1).

25 DESENVOLVIMENTO DE METODOS EM CZE
UTILIZANDO SIMULACAO

Desenvolvido por Ga$ e colaboradores (2005), o software de
simulagdo PeakMaster® é uma ferramenta importante que pode ser
utilizada como suporte no desenvolvimento de métodos em CZE. Este
software permite a simulacdo de separac@es eletroforéticas, demonstrando
normalmente, grande similaridade com os eletroferogramas obtidos
experimentalmente e possibilita a escolha de eletrélitos e analitos, uma
vez que, 0 PeakMaster® possui um banco de dados com intmeras
moléculas de diferentes caracteriticas que podem ser incluidas na
simulacdo do método proposto. Além disso, é possivel incluir outras
moléculas no banco de dados por meio da literatura ou
experimentalmente, desde que conhecidos os valores de pK, e mobilidade
da espécie ionizada.

O software possibilita a simulagdo por deteccéo direta ou indireta,
além de fornecer informacdes sobre outros pardmetros durante a
simulacéo, tais como pH, forgca ibnica, condutividade, resistividade e
capacidade tamponante do BGE. O uso desse software promove grande
vantagem por fornecer informagfes sobre a simulacdo do método que
sera proposto sem a necessidade do consumo de reagentes e como
consequéncia a minimizagao na geragao de residuos quimicos.

Devido a potencialidade dessa ferramenta de simula¢do, nos
Gltimos anos o PeakMaster® vem sendo empregado no desenvolvimento
de métodos por CZE para separagdo de carboidratos (frutose, glicose e
sacarose) e cations (K*,Na*,Ca**, Mg** e Mn?*) em mel floral (RIZELIO
et al., 2012a, 2012b), de acidos organicos (maleico, malénico, tartarico,
férmico, citrico, malico, glicélico, latico, succinico e acético) em cachaca
(AZEVEDO et al., 2014), histamina em atum (VITALI et al., 2013),
nitrato e nitrito em produtos carneos (DELLA BETTA et al., 2016) e
também foi aplicado no trabalho proposto, visto que, até 0 momento o
PeakMaster® ndo havia sido utilizado para simular AOA nas matrizes
estudadas.



38

2.6 VALIDACAO ANALITICA

Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a interpretacdes e
decisBes desastrosas, além de prejuizos financeiros irreparaveis em todas
as areas de analises. Assim, quando um novo método é desenvolvido
deve-se avaliar parametros que comprovem seu adequado desempenho e
a confiabilidade dos dados obtidos, processo conhecido como validagédo
analitica (RIBANI et al, 2004; RIBEIRO; FERREIRA, 2008;
THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

A valiacdo pode ser definida como um processo de confirmacéo de
que 0s requisitos especificos ou o método em avaliagdo para um
determinado uso pretendido sdo atendidos (BRASIL, 2003;
EURACHEM, 2014; INMETRO, 2016). Protocolos e guias
internacionais (Eurachem, AOAC) e nacionais (Inmetro, Anvisa) séo
recomendandos e podem ser utilizados no processo de validagdo de
métodos analiticos que dividem-se em intralaboratorial e interlaboratorial.

Métodos normalizados utilizados fora dos escopos para 0s quais
foram concebidos, ampliados ou modificados; métodos ndo
normalizados; e métodos criados ou desenvolvidos pelos laboratérios
devem ser validados (INMETRO, 2016; INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2005). Além disso,
existe uma série de pardmetros de desempenho analitico a serem
avaliadas para garantir a adequacdo do método ao uso pretendido
(INMETRO, 2016), sendo eles, seletividade, linearidade, preciséo,
exatidao, LOD, LOQ, efeito de matriz e robustez (EURACHEM, 2014;
INMETRO, 2016).

2.6.1 Conformidade do sistema

Apesar dos protocolos e guias internacionais e nacionais nao
contemplarem a avaliagdo da conformidade do sistema, a mesma deve ser
avaliada antes da execucdo de experimentos de validacdo ou analises de
amostras, para verificar se o sistema utilizado é capaz de fornecer dados
de qualidade aceitdvel antes ou durante a andlise de amostras
desconhecidas (RIBANI et al., 2004).

A conformidade do sistema é recomendada como um componente
de avaliagdo em qualquer andlise e/ou técnica (cromatografia, eletroforese
capilar, titulometria, etc.) e pode ser definida como um conjunto de testes
(RIBANI et al., 2004) incluindo: sistema eletroforético, calibracdo e
manutencdo do equipamento quando empregado a CE, por exemplo. Pode
ser avaliada por meio de dez injecOes consecutivas de uma solugédo
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aquosa e 1.S. A avaliacdo dos resultados pode ser feita por meio do CV %
para area e tempo de migracdo corrigidos dos picos (FARIA; SOUZA,;
OLIVEIRA, 2008).

2.6.2 Faixa de trabalho e linearidade

A faixa de trabalho de um procedimento analitico é o intervalo
entre a menor e maior concentracdo de analito no qual o método pode ser
aplicado (INMETRO, 2016). A linearidade corresponde a capacidade do
método, dentro de uma dada faixa, em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amostra (ANVISA, 2017,
BRASIL, 2003; INMETRO, 2016). A equacdo matematica que descreve
esta dependéncia é conhecida como curva analitica ou curva de calibragéo
(RIBANI et al., 2004; RIBEIRO; FERREIRA, 2008).

Recomenda-se que a curva analitica seja contruida com no minimo
cinco (Anvisa 2017), seis (Eurachem 2014; Thompson 2002) ou sete
(Inmetro 2016) pontos uniformemente distribuidos e em triplicata
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). O equilibrio da distribuicdo
dos niveis ao longo da faixa é importante, pois pode influenciar na
identificacdo de valores extremos (outliers) (DE SOUZA; JUNQUEIRA,
2005).

A partir de um conjunto de medi¢des experimentais pode ser
efetuada a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica usando o
método matematico conhecido como regressdo linear. Além dos
coeficientes de regressdo a e b, também é possivel obter o coeficiente de
determinacdo R? (RIBANI et al., 2004). Este pardmetro permite uma
estimativa da qualidade da curva obtida, porém ndo é suficiente para
assegurar o ajuste da curva ao modelo linear ou indicar a linearidade,
visto que, modelos de calibracdo com alto residuo no sinal analitico ou
pontos mal distribuidos ao longo da faixa de calibracdo poderdo fornecer
um bom coeficiente de correlagéo (RIBEIRO; FERREIRA, 2008).

A linearidade de um método ndo pode ser avaliada apenas por
inspecdo visual do grafico dos resultados (INMETRO, 2016) mas,
verificar se a equacdo de regressdo é estatisticamente significativa por
meio do teste de ajuste do modelo linear (RIBANI et al., 2004). O método
dos minimos quadrados ordindrios (MMQQO) é recomendando pela
maioria dos protocolos de validagdo (DE SOUZA; JUNQUEIRA, 2005;
THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002) que por meio da analise do
grafico dos residuos, o método permitira detectar problemas no ajuste da
curva, como os desvios da linearidade (RIBEIRO; FERREIRA, 2008).
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O ajuste de uma equacao de calibracdo pelo MMQO assume Varias
premissas relativas aos residuos da regressao e ao modelo (DE SOUZA,;
JUNQUEIRA, 2005). A verificacdo de tais premissas podem ser
avaliadas por diversos testes incluindo: Teste de Grubbs para verificagdo
dos residuos, Teste de Shapiro-wilk para verificacdo da normalidade,
Teste de Cochran para verificagdo da homocedasticidade e Teste de
Durbin-Watson para verificagdo da independéncia dos residuos.

2.6.3 Efeito de matriz

A matriz da amostra pode conter diversos componentes que
interferem no desempenho da medicdo, os quais, podem aumentar ou
reduzir o sinal analitico, comprometendo o resultado (BRUCE;
MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998; INMETRO, 2016). O método de
adicdo de padrdo € o mais indicado para avaliar o efeito de matriz em
amostras desconhecidas, complexas e na auséncia de amostras brancas
(HARRIS, 2008).

O método de adicdo de padrdo consiste na adicdo de quantidades
conhecidas da(s) substancia(s) de interesse a quantidades conhecidas da
amostra. O efeito de matriz deve ser conduzido de forma semelhante ao
procedimento para curva de solugdo aquosa (mesma dilui¢do respeitando
a faixa de concentragcdo e com igual nimero de pontos) e nesse caso, a
curva de calibracdo em matriz devera ser relacionada as quantidades da
substancia adicionada a amostra com as respectivas areas obtidas
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

A curva de calibracdo em matriz também deve ser avaliada quanto
ao parametro de linearidade (verificagdo de residuos, normalidade,
homoscedasticidade e independéncia) e caso tal parametro seja
confirmado, para assegurar maior confiabilidade e qualidade dos
resultados obtidos, além da inspecdo visual, o efeito de matriz pode ser
avaliado por meio do teste t (t-Student), sendo que, para saber qual tipo
de teste t utilizar, aplica-se o teste F (Fischer-Snedecor) (SNEDECOR, G.
W.; COCHRAN, 1989). O teste F é utilizado para verificar as variancias
entre dois conjuntos de dados diferentes e compara-los utilizando os
testes de hipoteses.

2.6.4 Seletividade
A seletividade representa a capacidade do método em detectar e

distinguir o(s) analito(s) de interesse na presenca de outros analitos
interferentes, presentes em matrizes complexas (INMETRO, 2016). Esse
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parametro pode ser avaliado experimentalmente no equipamento (por
exemplo, eletroforese capilar) e/ou de forma tedrica utilizando a
ferramenta de simulacdo Peakmaster®. No entanto, para a utilizagdo do
Peakmaster® é necessario o conhecimento prévio da composicdo da
matriz para poder avaliar os possiveis analitos que poderdo atuar como
compostos interfentes.

2.6.5 Precisédo

A precisdo é a avaliacdo da proximidade de concordancia entre
0s resultados obtidos por meio de ensaios independentes sob condigdes
estipuladas durante a validagdo (ANVISA, 2017; BRASIL, 2003). A
precisdo pode ser classificada em: repetibilidade ou precisdo intra-ensaio
guando os resultados dos ensaios independentes sdo obtidos no mesmo
laboratdrio, com 0 mesmo equipamento, pelo mesmo analista e em curto
periodo de tempo; e precisdo intermedidria ou precisdo inter-ensaio
guando os resultados dos ensaios independentes sdo obtidos no mesmo
laboratdrio por diferentes equipamentos, ou diferentes analistas ou em
dias diferentes (INMETRO, 2016).

Os valores de CV indicam qudo estavel é o sistema de medicao,
qual a condi¢do do equipamento e qudao bem selecionados 0s possiveis
pardmetros avaliados. Além disso, os parametros de medida do CV irdo
depender da técnica empregada para andlise, por exemplo, recomenda-se
0s pardmetros area do pico e tempo de migracdo quando empregado a
técnica de eletroforese capilar (BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA,
1998).

2.6.6 Exatidao

A proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em
relacdo ao valor verdadeiro é denominado exatiddo de um método
analitico (BRASIL, 2003). A exatiddo pode ser avaliada por meio de
ensaios de recuperacdo aparente devido a maior simplicidade. A
recuperacdo expressa uma estimativa de concentracdo conhecida de
analito adicionado & amostra ou pela relagéo entre a concentragcdo média,
determinada experimentalmente, e a concentracdo tedrica correspondente
(ANVISA, 2017; BRASIL, 2003). Os critérios de aceitagdo para
percentuais de recuperacdo e CV % obtidos devem ser justificados
conforme critérios preconizados (ANVISA, 2017).
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2.6.7 Limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)

Os LOD e LOQ representam a menor concentracdo da substancia
em avaliacdo que pode ser detectada e medida usando um determinado
procedimento experimental (FARIA; SOUZA; OLIVEIRA, 2008). As
diretrizes oficiais apresentam diferentes abordagens para estimar esses
limites, mas deixam o analista livre para escolher (RIBANI; COLLINS;
BOTTOLI, 2007). Dessa maneira, 0s LOD e LOQ podem ser calculados
de trés maneiras diferentes: método visual, método relagdo sina-ruido,
método baseado em pardmetros da curva analitica (FARIA; SOUZA,;
OLIVEIRA, 2008)

Especialmente, o método relagdo sinal-ruido, utiliza a relagdo
sinal-ruido através do calculo do desvio padrdo da linha de base (ruido) e
da altura do pico (sinal) dos analitos. A rela¢do sinal-ruido pode ser de
3:1 para LOD e 10:1 para LOQ, propor¢des geralmente aceitas como
estimativas desses limites, respectivamente (FARIA; SOUZA;
OLIVEIRA, 2008; RIBANI; COLLINS; BOTTOLI, 2007).

2.6.8 Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade
em resistir a pequenas variagcbes dos parametros analiticos. Durante o
desenvolvimento do método, todas as possiveis variagcbes de condicdes
experimentais, que podem ocorrer durante a rotina analitica, devem estar
respaldadas. Constatando-se a suscetibilidade do método a variagdes nas
condicdes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucdes devem
ser incluidas no procedimento (BRASIL, 2003).

Segundo o Inmetro (2016) a avaliagdo da robustez é um pardmetro
opcional dentro do estudo de validacdo, porém esse parametro fornece
uma indicacdo da confianca do método durante uma aplicacdo rotineira,
sendo que, quanto maior for a robustez de um método, ou seja,
praticamente insensivel a pequenas variacdes, maior serd a confianca
guanto a sua precisao.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Padrdes analiticos e reagentes

Os padrbes de grau analitico utilizados no preparo das solucdes
estoque de AOA: maleico, malénico, fumarico, tartarico, férmico, citrico,
malico, glicdlico, latico, glucdnico, glutarico, succinico, acético e
propibnico, bem como, &cido ftalico, acido glioxilico monoidratado,
TRIS (Do inglés - Tris(hydroxymethyl)aminomethane) e CTAB (Do
inglés -Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) utilizados no preparo do
BGE, foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co (St. Louis, MO, E.U.A)),
além de cloreto de calcio (CaCl,) adquirido da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil). Os acidos oxalico e aspartico utilizados na avaliacdo da
seletividade, foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co (St. Louis, MO,
E.U.A.). Hidroxido de sodio (NaOH) utilizado para condicionamento do
capilar e metanol utilizado no preparo de solugBes estoque foram
adquiridos da marca Neon (Sdo Paulo, SP, Brasil), além de agua
ultrapurificada Milli-Q® utilizada nas demais solugdes e para diluices de
amostra e condicionamento do capilar.

3.2 Preparo das solugdes

As solugdes estoque dos AOA: maleico, mal6nico, tartarico,
formico, citrico, malico, glicolico, latico, gluconico, succinico,
propibnico e acético, foram preparadas independentementes, em
concentracdes que variaram de 6.005,0 a 21.814,0 mg L™ em 10 mL de
4gua ultrapurificada Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, E.U.A) e os
4cidos oxalico e aspartico em concentracdes de 1.806,6 mg L™ e 2.262,2
mg L™, respectivamente, em 10 mL de agua ultrapurificada Milli-Q®. Os
acidos fumarico e glutarico foram preparados independentementes, em
concentragéo de 11.607,0 mg L™ e 13.212,0 mg L™, respectivamente em
10 mL de de metanol. Todas as solugGes individuais foram armazenadas a
4 + 2 °C. Posteriormente, para a construcdo da curva de calibragdo foi
retirado uma aliquota de cada solucéo individual para o preparo de uma
solucdo, contendo todos os AOA na concentracdo desejada, sendo as
concentracdes das solucgdes finais da faixa de trabalho apresentadas na
Tabela 3. A faixa de trabalho foi definida a partir de testes prévios das
amostras de méis.
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Tabela 3 - Concentrac6es dos &cidos organicos alifaticos em cada nivel
da curva de calibracéo.
Niveis (mg L™?)

AOA 1 2 3 4 5 6 7
Maleico 3,22 6,45 1290 25,79 38,69 5159 64,48
Malbnico 2,89 578 1156 23,12 34,69 4625 5781
Fumaérico 3,22 6,45 1290 25,79 38,69 5159 64,48
Tartarico 4,17 8,34 16,69 33,35 50,03 66,71 83,38
Formico 1,26 2,52 5,05 10,04 1514 20,19 2524
Citrico 534 10,67 21,35 42,69 64,04 8539 106,74
Malico 3,72 745 1490 29,80 44,70 59,60 74,49
Glicdlico 2,09 4,18 8,36 16,71 25,07 3343 41,79
Latico 2,50 500 10,01 20,02 30,03 40,04 50,04
Glucbnico 6,06 12,12 2424 48,48 72,71 96,96 121,19
Succinico 3,28 6,56 13,12 26,24 39,36 52,48 65,61
Glutarico 3,67 7,34 1468 29,36 44,04 58,72 73,40
Acético 1,67 3,34 6,67 13,34 20,02 26,69 33,36
Propidnico 2,08 4,16 8,31 16,63 2494 3325 4157
1.S. 1481 1481 1481 1481 1481 1481 1481
Legenda: Padrdo interno (I.S. do inglés, Internal Standard): acido
glioxilico.
Fonte: Préprio autor.

As soluges estoque de NaOH 1 mol L™ e TRIS 100 mmol L™
foram preparadas pela pesagem direta de 1 g em 25 mL e 0,12 g em 10
mL de agua ultrapurificada Milli-Q®, respectivamente. As solucdes
estoque de CTAB e CaCl, ambas 20 mmol L™ foram preparadas a partir
de 0,18 g em 25 mL e 0,03 g em 10 mL de agua ultrapurificada Milli-Q®,
respectivamente. O BGE foi preparado no inicio de cada dia de trabalho
com a seguinte composicao: &cido ftalico 20,0 mmol L™, TRIS 14,0 mmol
LY, CTAB 1,6 mmol L™ e CaCl, 1,0 mmol L™ no volume final de 10 mL
de solugdo, resultando diretamente em pH 3,3. Para auxiliar na
solubilidade do BGE, foi utilizado um banho ultrassénico (Cristofoli
Biosseguranca) a 25 °C por 15 min. O &cido glioxilico foi utilizado como
.S. no preparo da curva analitica na concentragdo final de 14,81 mg L™.

3.3 Amostras

As amostras de mel de melato de bracatinga (em favos) e mel
floral (forma liquida) foram obtidas diretamente dos apicultores das
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cidades de Lages, S&o Joaquim, Urubici, Urupema e Bom Retiro, durante
a safra de 2016. Apds a coleta, especialmente os favos, foram
acondicionados em sacos plasticos, identificados e ambas as amostras
transportadas a temperatura ambiente para o Laboratério de Quimica de
Alimentos, localizado no Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC. No
laboratério, as amostras de mel de melato de bracatinga (Mimosa
scabrella Benth.) (favos) foram drenadas manualmente, acondicionadas
em tubos de polipropileno com capacidade para 50 mL e, ambas as
amostras (floral e melato), foram armazenadas em temperatura controlada
de congelamento (-18 + 2°C) até o momento das analises.

3.4 Preparo de amostras

As amostras foram descongeladas, homogeneizadas e preparadas
cinco misturas de cada classe (floral e melato). Cada mistura constituiu de
uma, duas e/ou trés amostras de mesma regido, de acordo com a
disponibilidade, misturadas na mesma proporcdo (0,5 g de mel),
conforme dados da Tabela 4.

Tabela 4- Informagbes das amostras de mel floral e de melato de
bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) utilizadas no preparo das misturas.

Mel Floral
Mistura Local Meés de coleta ID apiario
1 Lages 09e11 FLG2, FLG3
2 S8o Joaquim 08e 10 FSJ1, FSJ5
3 Urubici 11 FUBL, FUB4
4 Urupema 01 e 06 FUP1, FUP4
5 Bom retiro 04 FBR1, FBR2
Mel de Melato de Bracatinga
Mistura Local Més de coleta ID apiério
1 Lages 05 MLG3
2 Séo Joaquim 06 MSJ1, MSJ2
3 Urubici 05 MUB1, MUB2, MUB3
4 Urupema 04e05 MUP2, MUP5, MUP6
5 Bom Retiro 06 MBR1,MBR2 MBR3

Legenda: F, Floral; M, Melato; LG, Lages; SJ, Sdo Joaquim; UB,
Urubici; UP, Urupema; BR, Bom Retiro; ID, ldentificacdo. Os numeros:
1, 2, 3, 4 e 5 relaciona-se aos apiarios.
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Apos a realizagdo das cinco misturas para cada classe de mel
(floral e melato), uma aliquota de 0,3 £ 0,01 g de cada mistura de mel foi
colocada em microtubo de polipropileno com capacidade para 2 mL e
adicionados 1,2 + 0,01 g de agua ultrapurificada Milli-Q®. As amostras
foram homogeneizadas usando um agitador tipo vortex (Fisatom) por 1
min. Em seguida foi utilizada centrifuga (MiniSpin® plus) a 9861 g até
ser observado a precipitacdo e separagdo de particulas sélidas e formagédo
de sobrenadante (~8 min).

Posterior a centrifugacdo, aliquotas do sobrenadante foram
transferidas para microtubo de polipropileno e dilui¢cGes que, variaram de
5 a 150 vezes, foram realizadas para cada amostra. A solucéo resultante
foi diluida na proporgdo 9:1 gv/v) com LS., &cido glioxilico, na
concentracdo final de 14,81 mg L™ para posterior injecdo em sistema CE.
O procedimento foi realizado em triplicada para cada mistura (n=15 para
méis florais e n=15 para méis de melato de bracatinga)

3.5 Instrumentacéo e condi¢des analiticas

Os experimentos para determinacdo de AOA nas amostras de méis
de melato de bracatinga e florais foram realizados em um sistema de
eletroforese capilar (modelo 7100, Agilent Technologies, Alemanha),
equipado com detector de arranjo de diodos (DAD), sistema de
refrigeracdo por circulacdo de ar e o software HP ChemStation® (rev
A.06.01) foi utilizado para aquisi¢do e tratamento dos dados.

Antes do primeiro uso no equipamento, a coluna capilar foi
condicionada com NaOH 1,0 mol L™ (30 min) e 4gua ultrapurificada (30
min). O método de lavagem com NaOH 1,0 mol L™ (15 min), agua
ultrapurificada (15 min) e solugdo de BGE (30 min) foi implementado
para condicionar a coluna capilar no inicio de cada dia de trabalho, sendo
que, ao final de cada dia a lavagem foi com NaOH 1,0 mol L™ (15 min) e
agua ultrapurificada (15 min).

O condicionamento do capilar estd diretamente relacionado a
obtencdo de dados reprodutiveis por assegurar a estabilizacdo da
superficie interna do capilar, gerando menores variagfes nos tempos de
migracao dos analitos e do EOF. A lavagem entre corridas é recomendada
para evitar a adsorcdo de analitos e re-equilibrar a superficie interna do
capilar para a proxima corrida (DELLA BETTA, 2016).

A coluna capilar utilizada nas analises foi de silica fundida
(Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, E.U.A.) com dimensdo de 60,5
cm de comprimento total (L), Sendo 52 cm comprimento efetivo (Lesr) €
75 um de diametro interno (d.i.). Os analitos foram introduzidos na
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coluna capilar com injecdo hidrodindmica de 50 mbar por 3 segundos,
tensdo de 15 kV, com polaridade negativa (extremidade mais longa -
inlet) a temperatura de 20 °C. Aplicou-se modo de detecgéo indireto com
aquisicao de sinal em 230 nm e pré-condicinamento entre corridas de 120
S.

3.6 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas em triplicata, no
nivel de confianca de 99 % e os resultados foram expressos como média
* desvio padrdo ou CV %. O tratamento dos dados foram conduzidos
empregando os softwares: Statistic (versdo 13.0), Assistat (versdo 7.6),
Microsoft Excel (versdo 2010) e OriginPro (verséao 8.0).

3.7 Desenvolvimento do método por eletroforese capilar

Na Tabela 5 sdo apresentadas as estruturas quimicas, pK, e
mobilidades eletroforética (x10° m?* V* s) dos AOA, normalmente
encontrados em méis. Tais AOA apresentam valores de pK, similares
entre si, assim, dependendo do pH do meio em que encontram-se, podem
estar completamente ou parcialmente ionizados, podendo ser detectados
€omo anions.

Tabela 5- Estruturas quimicas, valores de pK, e mobilidades
eletroforéticas dos acidos organicos alifaticos.
Continuacéo.

Acido maleico Acido mal6nico Acido fumarico
[e]

9] [e] [e] O

U OH\H/\J\OH
HO — OH 1o OH
Ka (11,92 PKa (1) 2,85 o
u(-l) 41130 H(_]_) 40,70 pKa (-1) 3’02
M1 31,00
Acido tartarico Acido formico Acido citrico
CE)H [e] (@) o) OH [e]
HO OH
K H3 75 on o OH
p a (-1) 9
My 56,60 Pagn 375

| SEN) 56,60
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Tabela 5 - Estruturas quimicas, valores de
eletroforéticas dos acidos organicos alifaticos.

Concluséo.
Acido mélico Acido glicélico Acido latico
0 (@) [9]
OH OH OH
o oH H‘é 3,89
PKa (1) 3,46 PRacn s PKa 1) 3,86
M1y 44, 0 a(-1) 9y
l.,l(_l) 32,60 u(-l) 36,50
Acido glucénico Acido succinico Acido glutérico
oH oH o o @) [0]
HOM )}\/\H/OH M
v v oH HO
H H HO OH
OH OH o pKa (1) 4,34
pK, 1) 3,66 pK, 1) 4,21 M) 26,60
|SVEN 33,00
Acido propi6nico
[e)

OH
pKa (1) 4,87
M1 37,10

SVEN) 27,20
Acido acético
o)
)J\ H3CQJ\
OH

H3C
pKa(_1)4,76
[ STEN) 42,40
Fonte: Peakmaster® versao 5.3.
Legenda: u, mobilidade eletroforética (x10° m? V' sh); (-1), 4cido

monoprético.
A escolha do pH de separacdo pode ser realizado a partir dos
valores de pK, e mobilidades efetivas. A e foi obtida por meio das

equacdes (6), (7), (8).
pH = —log [H*] Equacédo 1
=_xa_ Equacao 2
X = T quacéa
Equacéo 3

Heff = O X g
Onde pg corresponde a mobilidade eletroforética e o o grau de

ionizacdo de cada molécula.
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3.8 Validacao analitica intralaboratorial

Validagdo intralaboratorial representa estudos analiticos que
envolvem um Unico laboratério, com um mesmo método, para avaliar a
mesma ou diferentes amostras, a diferentes condicfes, em um intervalo
de tempo justificado (DE SOUZA, 2007).

A fim de garantir a confiabilidade do método desenvolvido para
determinacdo de AOA em méis de melato de bracatinga (Mimosa
scabrella Benth.) e florais, os pardmetros de validacdo analitica:
linearidade, efeito de matriz, seletividade, precisdo, exatiddo e robustez
foram avaliados com base em recomendagBes da Eurachem
(EURACHEM, 2014) e a conformidade do sistema, os LOD e LOQ
foram avaliados conforme descrito por Faria; Souza; Oliveira, (2008).

3.8.1 Conformidade do sistema

A conformidade do sistema foi obtida por meio do CV da média
obtida de dez injecBes consecutivas, utilizando uma mistura dos padrdes
(concentragdo de nivel 7) da curva de calibracdo em solucdo aquosa. A
area corrigida (area anaiito/area | s) € o tempo de migracédo corrigido (tempo
analito/tempo ;5 ) foram os parametros avaliados.

3.8.2 Linearidade

A faixa linear do método proposto foi avaliada por meio da
construcdo de curvas de calibragdo em solugdo aquosa para todos os
AOA. As curvas foram preparadas em triplicata em sete niveis de
concentracdo (n=21) (Tabela 3 da sec¢do 3.2) e injetadas no equipamento
de CE.

Os parametros da curva de calibragdo em solucdo aquosa foram
determinados a partir do método dos minimos quadrados ordinarios
(MMQO). Entdo, ap6s a aquisicdo dos dados foi realizada regressdo
linear e os residuos da regressdo foram analisados graficamente para
verificar a presenca de tendéncias e possiveis valores discrepantes
(outliers). Os possiveis outliers foram submetidos ao teste de Grubbs
(GRUBBS, 1969) (p < 0,01) para verificacdo, conforme Equacéo 1.

valor suspeito—media

Grubbs =

Equacéo 4

desvio padrio
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Os residuos da regressdo também foram avaliados quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965),
homoscedasticidade pelo teste de Cochran (COCHRAN, 1941),
independéncia pelo teste de Durbin-Watson (DURBIN; WATSON, 1951)
e ajuste ao modelo linear empregando o teste F (SNEDECOR;
COCHRAN, 1989), todos com nivel de confianca de 99 %.

3.8.3 Efeito de matriz

O estudo do efeito de matriz foi realizado a partir da construcdo de
curvas de calibracdo, pelo método de adicdo de padrdo, utilizando a
amostra FUP1 (mel floral - Urupema) e a amostra MUP2 (mel de melato
de bracatinga - Urupema). As curvas de calibracdo das matrizes também
foram preparadas em triplicata, em sete niveis de diferentes
concentracBes (n=21), as quais, correspondem a Tabela 3 da se¢do 3.2. A
linearidade também foi avaliada nas curvas de calibracdo em matrizes de
méis florais e de méis de melato de bracatinga, conforme descrito na
secdo 3.8.2.

A avaliacdo do efeito de matriz foi realizada por meio da
comparacao dos coeficientes angulares da curva de calibragcdo em solucédo
aquosa e dos coeficientes angulares das curvas de calibracdo de ambas as
classes de méis. A comparacdo foi avaliada estatisticamente por meio da
aplicacdo do teste t-Student. Porém, para definir o tipo de teste t a ser
empregado, foi empregado o teste F, conforme demonstrado na Figura 4.

Figura 4- Representacdo esquematica para verificar qual teste t-Student
utilizar a partir da aplicagdo do teste F, a fim de avaliar o efeito de matriz.

Teste F

Fear > Fuap )\ Feat < Frap

Teste ¢ para
varidncias
distintas

Teste ¢ para
varidncias
equivalentes

teal < tiah feal > biah Leal < liab feal > biah

Sem efeito Com efeito Sem efeito Com efeito
de matriz de matriz de matriz de matriz

Fonte: Adaptado de Della Betta (2016).
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Se F calculado for maior que F tabelado, h& diferenca entre as
varidncias sendo indicado aplicacdo do teste t para variancias distintas,
caso contrario, recomenda-se, aplicacdo do teste t para variancias
equivalentes. Por conseguinte, se t calculado for menor que t tabelado néo
h& diferenca entre as variancias e consequentemente ndo ocorre efeito de
matriz (BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998).

3.8.4 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada experimentalmente por meio
da injecdo de uma mistura dos AOA, dos possiveis interferentes, acidos
oxalico e aspértico e, 1.S. na concentracdo final de 14,81 mg L™ A
concentracdo de cada AOA e dos interferentes na solucdo utilizada é
demonstrada na Tabela 6.

Tabela 6 - Concentracdo dos A&cidos organicos alifaticos e dos
interferentes utilizados para verificacdo da seletividade do método.

. Concentracéo . Concentragéo

’ Analitos (mg L) 'Analltos (mg L)
Acido maleico 24,18 Acido latico 18,95
Acido maldnico 21,68 Acido glucénico 45,45
Acido fumérico 24,18 Acido succinico 24,60
Acido tartarico 31,27 Acido glutarico 27,53
Acido formico 9,46 Acido acético 12,51

Acido citrico 40,03 Acido propidnico 15,59
Acido malico 27,94 Acido oxalico* 18,73
Acido glicdlico 15,67 Acido aspartico* 27,73

Legenda: *Compostos interferentes.
Fonte: Préprio autor.

As condicGes experimentais para separacdo dos analitos foi
realizada conforme descrito na se¢éo 3.5.

3.8.5 Preciséo

A precisdo intra-ensaio foi avaliada a partir de trés injecGes da
mistura da solucdo dos padrfes do analitos em trés diferentes niveis de
concentracBes (niveis 4, 5 e 7 da Tabela 3, secdo 3.2) e 1.S. no mesmo
dia. A precisdo inter-ensaio foi determinada da mesma maneira que a
precisdo intra-ensaio porém em trés dias diferentes. Os resultados foram
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expressos em porcentagem (%) de CV para os parametros: area corrigida
(&rea saii/area s) e tempo de migracdo corrigido (tempo naiit/tempo

I.S.)'

3.8.6 Exatiddo

A exatiddo do método foi avaliada por meio de testes de
recuperacao aparente das amostras FUP1 e MUP2 (mel floral e de melato
de bracatinga, respectivamente), em trés niveis de concentragdo: nivel de
concentracdo 2, nivel de concentracdo 4 e nivel de concentracdo 6. Para
os célculos de recuperacdo aparente das amostras FUP1 e MUP2, foi
utilizado a equacéo 2.

C amostra fortificada — C amostra nao fortificada

Rec (%) =

x100 Equacgdo5

C adicionada na fortificagio
3.8.7 Limites de deteccdo (LOD) e quantificacédo (LOQ)

Os LOD e LOQ do método foram calculados, conforme equagéo 3
e 4, respectivamente (FARIA; SOUZA; OLIVEIRA, 2008), em curva de
calibragdo em solucdo aquosa e em curva de calibracdo da amostra
MUP2. Ambas foram avaliadas em ftriplicata e utilizando o nivel de
concentragéo 2.

LOD = XPXC  paiacho 6

Hmax—Hmin

10xSbxCs

Hmax—Hmin

LOQ = Equacgéo 7

Onde S, significa o desvio padrdo da linha de base, C; a
concentracdo do analito, Hpmay a altura maxima do pico e Hyin 0 nivel de
linha de base do pico.

3.8.8 Robustez

O desempenho do método analitico poderia ser influenciado pela
variacdo de alguns parametros analiticos. Dessa maneira, por meio de um
delineamente experimental (YOUDEN; STEINER, 1975), sete
parametros foram escolhidos para avaliar a robustez, entre eles, tensao;
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pH do BGE; temperatura da sepacdo; pressdo de injegdo; comprimento de
onda; tempo de lavagem entre corridas e tempo de injecdo. Tais
parametros foram avaliados em condi¢@es nominais e condicdes alteradas
em pequenas variagdes, conforme demonstrado na Tabela 7.

Tabela 7 - Pardmetros analiticos e condicdes nominais e alteradas.

Parametros analiticos Cond_|gao Condigdo
nominal alterada
Ala  Tenséo (kV) 15 (A) 15,5 (a)
B/b pH 3,3(B) 3,4 (b)
Cl/lc  Temperatura (°C) 20 (C) 21 (c)
D/d Pressao (mbar) 50 (D) 49 (d)
E/e  Comprimento de onda (nm) 230 (E) 225 (e)
F/f  Lavagem entre corridas (s) 120 (F) 117 (f)
G/g Tempo de injecdo (s) 3(G) 4(g)

Fonte: Adaptado de Youden e Steiner (1975).

As condi¢Bes nominais e alteradas foram combinadas em oito
experimentos, conforme demonstrado na Tabela 8, a fim de avaliar a
influéncia de cada pardmetro na concentracdo; area e tempo de migracdo
corrigidos; simetria e resolucdo para cada AOA na curva de calibragdo
em solugdo aquosa (nivel de concentragdo 5) e também em curva de
calibracdo da amostra MUP2 (nivel de concentragdo 3) .

Tabela 8- Delineamento experimental aplicado no teste de Youden.
Fatorial — nimero de experimentos

Parametros analiticos

1 2 3 4 5 6 7 8
Tensdo (kV) A A A A a a A a
pH B B b B B B B b
Temperatura (°C) c ¢C C C C ¢ C ¢
Pressdo (mbar) D D d D d d D D
Comprimento de onda (nm) E E E E e E E E
Lavagem entre corridas (s) F F f F F f F F
Tempo de injecéo (s) G G g G g G G g
Resultado S t u v . w X 'y z

Legenda: Letras mailsculas indicam as condicbes sem alteracdo
(nominais) e as letras mindsculas indicam as condices alteradas.
Fonte: Adaptado de Youden e Steiner (1975).
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Para estimar a robustez do método proposto e avaliar o efeito de
cada parametro, um exemplo do célculo para o parametro tensdo €
mostrado na Equacé&o 5.

__ (s+t+u+v) . (W+x+y+z)
- 4 4

A—-a Equacéo 8

4 APLICACAO DO METODO

Apos a validacdo analitica, o método proposto foi aplicado a
determinacdo de cinco amostras de méis de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Benth.) (n=5) e cinco amostras de méis florais (n=5),
ambas oriundas de Lages, Sdo Joaquim, Urubici, Urupema e Bom Retiro.
Os resultados foram expressos como média (mg 100 g™) + desvio padréo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Desenvolvimento do método por eletroforese capilar

A e foi obtida conforme descrito na se¢do 3.7 e, a partir disso,
foi contruida curva de P dos analitos de interesse versus pH, por meio

do software OriginPro, representadas na Figura 5.

Figura 5- Curva de mobilidade efetiva dos &cidos orgénicos alifaticos
versus pH para avaliacdo da escolha do pH do eletrélito de corrida.

—=— Maleico
—e— Malonico

01 —a— Fumarico
101 —v— Tartarico
—<¢— Foérmico
-20- —»— Citrico
—&— Malico
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—e— Glucdnico

—*— Glutérico

—e— Succinico

' Acético

-60 . S . : — —e— Propidnico
3,0 35 4,0 45 50 —a— Latico

u (107 m* v s7)
&
o

As curvas de pes dos analitos auxiliam na escolha do pH mais
propicio para a separagdo ocorrer, ou seja, 0 pH onde as diferencas entre
as mobilidades efetivas dos analitos s@o maximizadas (TAVARES,
1995), contribuindo para que ndo ocorra a co-migracdo dos analitos. A
partir da faixa de pH investigada (Figura 5), foi observado que entre pH
3,0 e 3,5 ocorreu as maiores diferencas nas mobilidades dos AOA,
provavelmente devido a ionizacdo da maioria dos acidos, visto que, esses
compostos possuem pK, que variam de 1,92 a 4,87. Contudo, o pH do
BGE foi definido em 3,3.

A separacgdo foi simulada no software Peakmaster® considerando
0 modo de detecgdo indireto, visto que, os AOA apresentam baixa
absortividade molar na regido do UV-Vis. Outra caracteristica que indica
um BGE adequado para separacdo é a escolha de um co-ion com mesma
carga e mobilidade préxima a mobilidade média dos analitos para
minimizar uma das causas de alargamento das zonas, a dispersdo por
eletromigracdo (EMD, do inglés Electromigration Dispersion). Dessa
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maneira, a partir do banco de dados do Peakmaster®, o acido ftalico na
concentragdo de 20 mmol L™ (.1 28,1 x 10°° m* v'' s pK, (4 2,95) foi 0
co-ion escolhido para compor o BGE, pois apresentou tais caracteristicas
e também por absorver na regido do UV-Vis.

O TRIS (pK, 8,08) foi utilizado como contra-ion, ou seja,
constituinte de carga oposta do analito, com a funcdo de ajustar o pH
utilizado na separacdo (pH do BGE 3,3). Para a escolha da concentragéo
do contra-ion que iria compor o BGE foram realizadas simulagGes por
meio do software Peakmaster®, fixando a concentracio de 4cido ftalico
em 20 mmol L™ e variando a concentracéo de TRIS de 2 a 16 mmol L™
(intervalos de 2 mmol L™). Além da escolha da concentracéo de TRIS, na
Figura 6 sdo representados os valores de EMD, forca ibnica,
condutividade e capacidade tamponante em cada condicdo avaliada.

A diferenca de condutividade entre a zona do analito e do BGE
podem implicar em variagdes no campo elétrico e tambeém se ocorrer uma
diferenca significativa de mobilidade dos analitos que compdem o BGE,
ambos, podem resultar em cauda ou deformagdo frontal, reduzindo a
eficiéncia da separacdo (WILLIAMS et al., 1998). Contudo, a EMD ¢é
uma das causas de alargamento das zonas que ocorre devido a uma
diferenca de intensidade do campo elétrico entre a zona do analito e do
BGE, sendo considerado EMD ideal a mais proxima possivel de zero para
obtencdo de bandas simétricas.
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Figura 6- Curva contruida utilizando o Peakmaster® para otimizacéo do
BGE. (A) Parametros do BGE versus concentracdo de TRIS e (B) EMD
versus concentracgdo de TRIS.
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Fonte: Préprio autor.

A partir da Figura 6 (A), foi definida a concentracdo de TRIS em
14 mmol L™ pois nessa condicdo foi observada baixa condutividade
(0,087 S cm™), reduzida forca idnica (17,72 mmol L™) e capacidade
tamponante (11,13 mmol L) considerada adequada para separacdo dos
anions. A partir da Figura 6 (B) foi observado que ndo era possivel obter
uma condicdo ideal de EMD (EDM=0) porém, na concentracdo de 14
mmol L™ de TRIS os &cidos maleico e maldnico apresentavam menor
EMD e aproximavam-se dos demais analitos.
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A concentracdo de 16 mmol L™ néo foi utilizada por ser observado
um aumento da forca iénica e diminuigdo da capacidade tamponante. O
aumento da forga idnica possibilita o surgimento do efeito Joule, devido
ao maior fluxo de corrente dentro do capilar (LANDERS, 2008).
Consequentemente, 0 aumento da corrente pode levar a deplecdo do BGE
por meio da eletrélise, sendo necessario uma reposicdo mais frequente do
BGE. Com relacdo a capacidade tamponante, sugere-se que, em
separacdes eletroforéticas, esse parametro seja superior a 10 mmol L™
para assegurar que o sistema resista a pequenas perturbacdes que possam
ocorrer durante as analises.

A utilizacdo de I.S. minimiza possiveis erros de injecdo no
equipamento, devido aos pequenos volumes introduzidos no capilar. E
necessario que o |.S. possua semelhanca estrutural e mobilidade préxima
aos analitos de estudo, ndo apresente absor¢do na regido do UV-Vis e ndo
esteja presente nas amostras analisadas. O analito que apresentou todas
essas caracteristicas foi o acido glioxilico (u.1) 39,6 x 10° m?* v s™; pK,
1) 3,337). Esse 4cido foi utilizado na concentragéo final de 14,81 mg L™.

O software Peakmaster® foi de fundamental importancia também
na determinagdo da tensdo que, por meio da simulacdo, definiu-se a
tensdo em 15 kV (polaridade negativa) a qual gerou baixa corrente
elétrica durante as analises (12 pA) e extinguiu interferéncias
indesejaveis como a co-migracao e deformacéo de picos que poderiam ser
provenientes do efeito Joule.

Em pH abaixo de 4 a mobilidade do fluxo eletrosmético (EOF, do
inglés Electroosmotic Flow) normal é praticamente desprezivel (abaixo
de 10x10° m? V! s) porém, com a inversdo do EOF a mobilidade
observada sera maior, visto que, ocorre a soma da mobilidade dos
analitos, os quais chegardo ao detector em menor tempo. Para inversao do
EOF e promover a migracdo de todos os anios até o detector, foi utilizado
o surfactante catiénico CTAB na concentragéo de 1,6 mmol L™.

Apos seguir diversos critérios para obter um BGE com adequado
desempenho na separacdo dos AOA, foi realizada uma simulagdo por
meio do software Peakmaster®. O eletroferograma da separacéo dos AOA
esté apresentado na Figura 7.
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Figura 7 — Eletroferograma da separagéo dos acidos organicos alifaticos
obtido por meio da simulacéo no Peakmaster®.

34 5 9+10 EOF
LS} 4 . 12
P2 6 8 1314
|
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muan
Legenda: 1- acido maleico; 2- acido maldnico; 3- &cido tartérico; 4- &cido
fumérico; 1.S.- acido glioxilico; 5- acido citrico; 6- acido férmico; 7-
acido malico; 8- &cido glictlico; 9+10- acidos latico e glucbnico; 11-
acido succinico; 12- acido glutarico; 13- acido acético e 14- &cido
propibnico.

A partir da Figura 7 foi observado que, apesar de seguir diversos
critérios para a escolha adequada dos componentes do BGE e as
condicdes de separacdo ndo foram suficientes para promover a separacao,
principalmente dos acidos laticos e glucénico.

Nesse contexto, alteracdes das propriedades fisico-quimicas do
BGE vem sendo utilizadas na separagdo de compostos por CE, por meio
da utilizacdo de aditivos ao BGE, tais como, solventes orgénicos (metanol
ou acetonitrila), polimeros de celulose, metais de transi¢do, aminas e/ou
sais (calcio, magnésio ou cobre). Os aditivos podem modificar
propriedades quimicas do BGE, alterar as mobilidades dos analitos e
reduzir interagBes de algumas espécies com a parede do capilar
(LANDERS, 2008; MATO et al., 2006a; TAVARES, 1995).

Especialmente os sais inorganicos, podem reduzir o EOF devido a
complexacdo do sal com a parede interna do capilar, reduzindo o nimero
de grupos silanoatos disponives (TAVARES, 1997), ou ainda, 0s sais
inorganicos podem complexar-se seletivamente com analitos, alterando a
mobilidade desses compostos (MATO et al., 2006a). Nesse estudo, foi
utilizado o cloreto de célcio (CaCl,) na concentracéo de 1 mmol L™, que
promoveu uma melhora significativa na separacdo, principalmente dos
acidos latico e gluconico, os quais, apresentavam co-migracdo antes da
adicdo do CaCl, ao BGE. Devido 0 CaCl;, ndo estar presente no banco de
dados do Peakmaster®, a separacéo eletroforética dos AOA utilizando o
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CaCl, (1 mmol L™ foi avaliada por meio da CZE e o resultado esta
demonstrado na Figura 8.

Figura 8 - Eletroferograma da separacdo dos acidos organicos alifaticos
obtido por meio da CZE.

5 55 6 65 7 75 8 85 9  min
Legenda: 1- &cido maleico; 2- &cido maldnico; 3- acido fumarico; 4-
acido tartarico; 1.S.- acido glioxilico; 5- &cido férmico; 6- &cido citrico; 6-
acido malico; 8- &cido glicdlico; 9+10- &acidos latico e gluconico; 11-
acido succinico; 12- acido glutarico; 13- acido acético e 14 &cido
propibnico.

Foi possivel observar (Figura 8) que ocorreu total separacdo dos
acidos latico e gluconico e inversdo na ordem de migracdo dos acidos:
fumarico, ftartarico, férmico e citrico quando comparado ao
eletroferograma da Figura 7. Ambas as mudangas ocorreram,
provavelmente, devido a complexacdo seletiva do Ca*" & esses acidos,
retardando ou aumentando a velocidade de separagdo por consequéncia
da alteracdo da mobilidade desses compostos. Além disso, o tempo total
de analise obtido experimentalmente foi levemente inferior comparada
com a simulacéo pelo Peakmaster®.

O controle de temperatura do capilar é uma prética importante a
ser seguida para assegurar a repetitividade das separacdes (LANDERS,
2008). Nesse contexto, a temperatura foi definida em 20 °C, a qual
garantiu a separagdo de todos os AOA.

5.2 Conformidade do Sistema

Os resultados para a conformidade do sistema foram expressos
como valores de CV % e podem ser observados na Tabela 9.
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Tabela 9- Resultados do teste de conformidade do sistema para aos
acidos organicos alifaticos em solugao aquosa.

Tempo de 5 Tempo de <
migracao Area migracéo Area
AOA corrigido corrigida AOA corrigido corrigida
Ccvo (CV) cvoy (V)
Maleico 0,05 1,51 Glicélico 0,05 2,33
Malbnico 0,04 1,72 Latico 0,07 2,38
Fumarico 0,01 1,69 Glucbnico 0,08 1,16
Tartarico 0,01 1,90 Succinico 0,11 1,82
Foérmico 0,01 2,65 Glutarico 0,13 1,91
Citrico 0,03 2,04 Acético 0,14 2,14
Malico 0,04 2,24 Propiénico 0,15 2,01

Legenda: Tempo de migrag&o corrigido (tempo anaiio/tempo ;s); Area
corrigida (area a0 /area | s).

n = 10;

Fonte: Proprio autor.

Os resultados de CV % observados na Tabela 9 para o parametro
tempo de migracéo corrigido (tmigracao) Variaram de 0,01 % para os acidos
fumérico, tartarico e férmico a 0,15 % para os &cidos maleico e glicélico.
Para o parametro area corrigida os CV variaram de 1,16 % para o acido
gluconico a 2,65 % para o acido férmico. Os baixos coeficientes de
variagdo demonstram que o sistema instrumental empregado para as
analises encontra-se adequado e pode ser utilizado no procedimento de
validacédo.

5.3 Linearidade

A partir do resultados obtidos experimentalmente foram
construidos graficos de regressdo linear (concentracdo versus area
corrigida) para cada AOA. Todas as curvas de calibragdo apresentaram
coeficiente de determinacdo (R?) maior ou igual a 0,99. Posteriormente
foram construidos graficos dos residuos da regressdo linear (Figura 9)
para verificar a presenca de possiveis valores discrepantes. Para
confirmacéo, foram submetidos ao teste de Grubbs (GRUBBS, 1969).
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Figura 9- Graficos dos residuos da regressdo linear para os &cidos
organicos alifaticos em curva aquosa.
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Figura 9- Graficos dos residuos da regressdo linear para os acidos
orgéanicos alifaticos em curva aquosa.
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Fonte: Prdprio autor.

Apos aplicacdo do teste de Grubbs, conforme os resultados
demonstrado na Figura 9, ndo foram confirmados valores discrepantes e
dessa maneira, nenhum resultado foi removido.

Na Tabela 10 sdo apresentados os resultados de normalidade para
os residuos da curva de calibracdo em solucdo aquosa, avaliados pelo
teste de Shapiro-Wilk, por meio do software de analise estatistica
Statistic.

Tabela 10- Resultados do teste de Shapiro-Wilk para avaliacdo da
normalidade dos residuos da regresséo da curva de calibragcdo dos acidos
organicos alifaticos em solucdo aquosa.

AOA W calculado AOA W calculado
Maleico 0,95 Glicolico 0,91
Malonico 0,95 Latico 0,92
Fumarico 0,90 Glucbdnico 0,88
Tartarico 0,92 Succinico 0,96
Férmico 0,96 Glutarico 0,95

Citrico 0,96 Acético 0,96

Malico 0,97 Propibnico 0,96

Fonte: Préprio autor.

Para 21 pontos e p < 0,01 o valor de W tabelado é de 0,87. A partir
dos resultados demonstrados na Tabela 10, foi observado que W
calculado apresentou resultados maiores que W tabelado, ou seja, a
hip6tese nula (HO) ndo foi rejeitada, indicando que os residuos da
regressdo sdo provenientes de uma distribuicdo normal. A hip6tese nula
somente sera rejeitada quando o W calculado apresentar resultados
menores que os valores criticos estabelecidos, nesse caso, sera aceita a
hipotese alternativa (H1) a qual indica que os dados ndo provém de uma
distribuicdo normal.
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Na Tabela 11 sdo apresentados o0s resultados da
homoscedasticidade para os residuos da curva de calibracdo em solucdo
aquosa a qual, foi avaliada pelo teste de Cochran por meio do software de
andlise de variancia, Assistat.

Tabela 11- Resultados do teste de Cochran para avaliacdo da
homoscedasticidade dos residuos da regressao da curva de calibracdo dos
acidos organicos alifaticos em solucdo aquosa.

AOA C calculado AOA C calculado
Maleico 0,42 Glicolico 0,59
Malonico 0,48 Léatico 0,47
Fumarico 0,53 Glucbnico 0,54
Tartarico 0,65 Succinico 0,49
Férmico 0,39 Glutéarico 0,44

Citrico 0,65 Acético 0,37

Malico 0,62 Propi6nico 0,29

Fonte: Préprio autor.

Para 21 pontos o valor de C tabelado é de 0,66. A partir dos
resultados demonstrados na Tabela 11, foi observado que C calculado foi
menor que C tabelado. Nesse caso, a hipdtese nula foi aceita, ou seja, HO
nao foi rejeitado, indicando que a variancia dos residuos da regressao ndo
diferem entre si e representam resultados de homoscedasticidade.

A avaliacdo da premissa independéncia foi avaliada pelo teste de
Durbin-Watson e os resultados foram gerados pelo software Statistic.
Tais resultados foram interpretados por meio do uso de valores criticos
(Quadro 1) de Durbin-Watson (DURBIN; WATSON, 1951).

Quadro 1- Valores criticos de Durbin-Watson.

Se

0 < dw <d, => rejeitamos HO (dependéncia);
Se

d._<dw < dy => o teste é inconclusivo;

Se

dy < dw < 4 - dy => ndo rejeitamos HO (independéncia)
Se

4 - dy <dw <4 -d_=> o teste é inconclusivo

Se

4 - d_ < dw < 4 => rejeitamos HO (dependéncia)
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A partir do Quadro 1 foi observado que, para cada conjunto de
dados, ha dois limites criticos d,_ (limite inferior) e dy (limite superior). Se
o valor de dw estiver entre estes limites, o teste é inconclusivo. Valores de
dw < d_ indicam autocorrelagdo e rejeicdo da hipdtese nula, enquanto
valores de dw > d; indicam independéncia dos residuos e ndo rejeicdo da
hip6tese nula (SOUZA, 2007).

Na Tabela 12 sdo apresentados os resultados obtidos apds a
aplicacdo do teste de Durbin-Watson e interpretacdo de valores criticos
(Quadro 1). Para 21 pontos e p < 0,01 os valores tabelados para d_ e dy
580 0,97 e 1,16, respectivamente (DURBIN; WATSON, 1951).

Tabela 12- Resultados de teste de Durbin-Watson para avaliacdo da
independéncia dos residuos da regressdo da curva de calibracdo dos
acidos organicos alifaticos em solucéo aquosa.

AOA dw Resultado AOA Dw Resultado

Maleico 1,53 Independéncia Glic6lico 2,21 Independéncia

Malonico 1,85 Independéncia Latico 1,44  Independéncia

Fumarico 1,43 Independéncia Glucbnico 2,60 Independéncia

Tartarico 1,37 Independéncia Succinico 1,19 Independéncia

Formico 1,22 Independéncia Glutdrico 1,81 Independéncia

Citrico 1,22 Independéncia  Acético 2,54  Independéncia

Malico 0,94 Dependéncia Propidnico 2,93  Inconclusivo

Fonte: Préprio autor.

Foi observado (Tabela 12) que, com exce¢do dos acidos mélico e
propibnico, todos os analitos apresentaram independéncia. O resultado
obtido para o &cido malico, provém dos valores de dw menores a d, (dw <
dp), indicando a autocorrelagdo dos residuos, ou seja, a dependéncia. Para
0 acido propiénico o valor de dw ficou entre os dois limites criticos (d, e
du), dessa forma, o resultado obtido foi inconclusivo.

Contudo, por meio da aplicacdo do teste F de Fischer-Snedecor, foi
verificado o ajuste ao modelo linear dos dados. Os resultados estdo
representados na Tabela 13.

Tabela 13- Resultados do teste F para avaliagdo do ajuste ao modelo
linear dos acidos organicos alifaticos em curva aquosa.
Continuac&o.

AOA F calculado AOA F calculado

Maleico 2.347,2 Glicélico 3.145,8

Malonico 2.095,3 Latico 9.822,7
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Tabela 13- Resultados do teste F para avaliacdo do ajuste ao modelo
linear dos &cidos organicos alifaticos em curva aquosa.

Concluséo.
AOA F calculado AOA F calculado
Fumarico 2.868,5 Glucbdnico 1.517,7
Tartarico 2.950,5 Succinico 6.190,7
Férmico 5.175,6 Glutérico 3.421,3
Citrico 1.967,1 Acético 719,04
Malico 6.234,2 Propi6nico 593,64

Fonte: Préprio autor.

Para 21 pontos o valor de F tabelado é de 1,19. Contudo, os
resultados apresentados na Tabela 13 demonstraram que ndo ocorreu a
falta de ajuste ao modelo linear, visto que, F calculado foi maior que F
tabelado. A partir da verificacdo de todas as premissas concluiu-se que o
modelo testado para as curvas aquosas de todos os analitos na faixa de
trabalho estudada foi linear.

5.4 Efeito de matriz

A avaliagdo do efeito de matriz foi realizado conforme descrito na
secdo 3.8.3. Os coeficientes de determinacdo (R?) obtidos apés a
regressdo linear das curvas de calibracdo em matriz (floral e melato)
foram maiores ou iguais a 0,99. Os graficos dos residuos da regresséo
para a matriz de mel floral e matriz de mel de melato estdo representados
nas Figura 10 e Figura 11, respectivamente.

Figura 10- Graficos de residuos para avaliar a regressdo da curva de
calibracdo dos &cidos organicos alifaticos na curva de matriz de mel
floral.

Continuacéo.
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Figura 10- Graficos de residuos para avaliar a regressdo da curva de
calibragcdo dos acidos organicos alifaticos na curva de matriz de mel

floral.
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Figura 11- Graficos de residuos para avaliar a regressdo da curva de
calibragcdo dos acidos organicos alifaticos na curva da matriz de mel de
melato.
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Figura 11- Graficos de residuos para avaliar a regressdo da curva de
calibracdo dos 4cidos organicos alifaticos na curva da matriz de mel de
melato.
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De acordo com os resultados obtidos e demonstrados nas Figuras
10 e 11, ndo foram identificados valores discrepantes e dessa forma,
nenhum resultado foi removido.

O teste de normalidade dos residuos das curvas de calibragdo em
matriz (floral e melato) foram avaliadas pelo teste de Shapiro-Wilk e os
resultados estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14- Resultados do teste de Shapiro-Wilk para avaliacdo da
normalidade dos residuos da regressdo da curva de calibracdo dos acidos
organicos alifaticos em solucdo das matrizes de méis floral e de melato de
bracatinga.

AOA Amostra W caiculado AOA Amostra W caiculado

Maleico Floral 0,93 Glicolico Floral 0,96
Melato 0,92 Melato 0,89

Maldnico Floral 0,95 Latico Floral 0,98
Melato 0,91 Melato 0,94

Fumarico Floral 0,94 Glucdnico Floral 0,95
Melato 0,93 Melato 0,97

Tartarico Floral 0,95 Succinico Floral 0,90
Melato 0,88 Melato 0,90

Formico Floral 0,97 Glutrico Floral 0,96
Melato 0,92 Melato 0,94

_ Floral 0,98 - Floral 0,92
Citrico Melato 0,91 Acetico Melato 0,98
Malico Floral 0,94 Propionico Floral 0,98
Melato 0,95 Melato 0,95

Fonte: Préprio autor.
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Para 21 pontos e p < 0,01 o valor de W tabelado é de 0,87. A partir
dos resultados representados na Tabela 14, foi observado que W
calculado apresentou resultados maiores que W tabelado, ou seja, a
hipotese nula (HO) ndo foi rejeitada, indicando que os residuos da
regressdo sdo provenientes de uma distribuicdo normal.

O teste de Cochran foi utilizado para avaliar a homoscedasticidade
dos residuos e os resultados obtidos por meio do software de analise de
variancia, Assistat, estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15- Resultados do teste de Cochran para avaliacdo da
homoscedasticidade dos residuos da regressdo da curva de calibracdo dos
acidos orgénicos alifaticos em solucdo das matrizes de méis floral e de
melato de bracatinga.

AOA AmOStra C calculado AOA AmOStra C calculado

Maleico Floral 0,36 Glicslico Floral 0,39

Melato 0,58 Melato 0,43

Malonico Floral 0,50 Latico Floral 0,39

Melato 0,24 Melato 0,33

Fumarico Floral 0,54 Glucdnico Floral 0,39

Melato 0,34 Melato 0,46

Tartarico Floral 0,39 Succinico Floral 0,36

Melato 0,57 Melato 0,46

F6rmico Floral 0,46 Glutarico Floral 0,54

Melato 0,53 Melato 0,28

Citrico Floral 0,49 Acético Floral 0,33

Melato 0,47 Melato 0,49

- Floral 0,36 - Floral 0,38
Malico Propionico

Melato 0,33 Melato 0,36

Fonte: Préprio autor.

Para 21 pontos o valor de C tabelado é de 0,66. A partir dos
resultados representados na Tabela 15, foi observado que C calculado foi
menor que C tabelado, ou seja, a hipdtese nula foi aceita, (HO ndo foi
rejeitado), indicando que a variancia dos residuos da regressdo sdo
homoscedasticos.

Na Tabela 16 sdo apresentados os resultados de independéncia dos
residuos, os quais, foram obtidos ap6s a aplicacdo do teste de Durbin-
Watson e interpretacdo de valores criticos (Quadro 1).
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Tabela 16- Resultados de teste de Durbin-Watson para avaliagdo da
independéncia dos residuos da regressdao da curva de calibracdo dos
acidos organicos alifaticos em solucdo das matrizes de méis floral e de
melato de bracatinga.

AOA Amostra Dw Resultado AOA Amostra dw Resultado
Maleico Floral 0,94 DP Glicolico Floral 0,52 DP
Melato 2,49 ID Melato 2,19 ID
Malonico Floral 0,80 DP Latico Floral 1,25 ID
Melato 2,05 ID Melato 1,93 ID
Fumirico Floral 1,52 ID Glucbnico Floral 2,12 ID
Melato 2,09 ID Melato 2,91 IC
Tartarico Floral 0,52 DP Succinico Floral 1,68 ID
Melato 2,34 1D Melato 1,43 ID
Férmico Floral 2,90 IC Glutarico Floral 1,27 ID
Melato 2,73 1D Melato 1,95 ID
Citrico Floral 1,23 1D Acético Floral 2,32 ID
Melato 1,84 1D Melato 1,94 1D
Malico Floral 0,91 DP Propionico Floral 1,79 ID
Melato 2,57 1D Melato 2,15 1D

Legenda: DP- dependéncia; ID- independéncia; IC- inconclusivo
Fonte: Proprio autor.

Para 21 pontos e p < 0,01 os valores tabelados para d, e dy sdo
0,97 e 1,16, respectivamente (DURBIN; WATSON, 1951). A partir da
Tabela 16, foi observado que para a curva de calibracdo de mel floral os
AOA:s: fumérico, citrico, latico, glucdnico, succinico, glutarico, acético e
propidnico apresentaram independéncia dos residuos, devido aos valores
de dw > d.. Para os AOAs: maleico, maldnico, tartarico, malico e
glicélico os residuos apresentaram dependéncia, uma vez que, valores de
dw < d;_ e o acido férmico demonstrou resultando inconclusivo devido ao
valor de dw estar entre os limites (superior e inferior). Os resultados
obtidos (Tabela 16) para a curva de calibracdo de mel de melato de
bracatinga, indicaram que todos os AOAs apresentaram independéncia
dos residuos, com excecdo do acido gluconico que apresentou resultado
inconclusivo.

Contudo, por meio da aplicacdo do teste F de Fischer-Snedecor, foi
verificado o ajuste ao modelo linear dos dados e os resultados obtidos
estdo demonstrados na Tabela 17.
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Tabela 17- Resultados do teste F para avaliacdo do ajuste ao modelo
linear dos acidos organicos alifaticos em solugcdo das matrizes de méis
floral e de melato de bracatinga.

AOA Amostra  F caculado AOA Amostra  F caculado

Maleico Floral 3.504,9 Glicslico Floral 6191,5
Melato 4.231,8 Melato 7693,1

Maldnico Floral 5.328,6 L atico Floral 10902,4
Melato 2.161,1 Melato 1851,4

Fumarico Floral 6.773,3 Gluctnico Floral 1.494,2
Melato 5.443,1 Melato 490,4

Tartarico Floral 6.738,1 Succinico Floral 5.692,7
Melato 4.696,9 Melato 8.509,0

E6rmico Floral 2.474,3 Glutarico Floral 5.155,3
Melato 4.848,5 Melato 3.867,8

Citrico Floral 4.542,3 Acético Floral 5.360,3
Melato 7.644,3 Melato 2.733,2

- Floral 5.009,5 - Floral 7.666,4

Malico Propibnico

Melato 4.676,1 Melato 3.9145

Fonte: Préprio autor.

Para 21 pontos o valor de F tabelado é de 1,19. Contudo, os
resultados apresentados na Tabela 17 demonstraram que ndo ocorreu a
falta de ajuste ao modelo linear, visto que, F calculado foi maior que F
tabelado. Com as premissas confirmadas concluiu-se que, o modelo
testado para as curvas de calibracdo de mel floral e de mel de melato de
bracatinga para todos 0os AOA na faixa de trabalho estudada foi linear.

Por fim, o efeito de matriz foi avaliado nas amostras de méis
florais e mel de melato de bracatinga conforme descrito na secdo 3.8.3.
Os resultados obtidos para cada AOA em ambas as curvas de calibracéo
das matrizes estdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18- Verificacdo do efeito de matriz através do teste de t-Student.
Continuagéo.

AOA Amostra t cal t tab AOA Amostra t cal t tab

Maleico Floral -1,76 4,60 Glicolico Floral -4,13 4,60

Melato -3,47 9,92 Melato -0,58 5,84

Malonico Floral -4,43 4,60 Latico Floral -1,77 4,60

Melato -0,52 9,92 Melato 3,78 9,92

- Floral -2,64 4,60 . Floral 2,72 5,84
Fumarico Gluconico

Melato -2,85 4,60 Melato 3,96 9,92
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Tabela 18- Verificacdo do efeito de matriz através do teste de t-Student.

Concluséo.

AOA Amostra t cal { tab AOA Amostra t cal { tab

Tartérico Floral -4,15 4,60 Succinico Floral -4,37 4,60

Melato -1,14 9,92 Melato -0,20 9,92

Formico Floral 6,44 9,92 Glutérico Floral -3,62 4,60

Melato 0,72 4,60 Melato -0,35 9,92

Citrico Floral -4,10 4,60 Acético Floral -2,87 4,60

Melato -1,19 5,84 Melato -0,54 4,60

- Floral -3,33 5,84 i Floral -4,01 4,60
Mélico Propidnico

Melato -0,60 5,84 Melato -0,33 4,60

Fonte: Proprio autor.

A partir da Tabela 18 foi observado que, para todos os AOA,
ambas as matrizes ndo interferiram no sinal analitico, visto que, o0 t
calculado foi menor que t tabelado. Desse modo, a quantificacdo dos
AOAs nas amostras foi realizada pela utilizacdo da curva de calibracdo
em solucdo aquosa.

5.5 Seletividade

A seletividade foi avaliada experimentalmente utilizando as
mesmas condigdes descritas na secdo 3.5 e 3.8.4. O eletroferograma da
separacao esta demonstrado na Figura 12.

Figura 12 - Eletroferograma da separacdo dos acidos organicos alifaticos
obtido por meio da eletroforese capilar de zona para avaliagdo da
seletividade do método.

EOF

5 6 7 8 9 min
Legenda: 1- 4cido oxélico; 2- &cido maleico; 3- &cido maldnico; 4- &cido
fumérico; 5- 4cido tartérico; 1.S.; 6- acido férmico; 7- 4cido citrico; 8- &cido
malico; 9- acido glicdlico; 10- &cido latico; 11- acido gluconico; 12- &cido
aspartico; 13- &cido succinico; 14- &cido glutarico; 15- &cido acético e 16
acido propionico.
Fonte: Proprio autor.
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A partir do eletroferograma demonstrado na Figura 12 foi
observado que, nas condi¢cdes de separacdo empregada, o método foi
seletivo devido a adequada separacdo de todos os compostos,
principalmente, na presenga dos possiveis compostos interferentes, acidos
oxalico e aspértico.

5.6 Precisao

Os valores de CV % obtidos na precisdo intra-ensaio e inter-ensaio
para os parametros de razdo de area e tempo de migracao corrigidos estao
demonstrados na Tabela 19.

Tabela 19- Resultados obtidos para a precisdo intra-ensaio e inter-ensaio
para os AOA expressos em CV %.
Continuagéo.

Intra-ensaio* Inter-ensaio**
(CV %) (CV %)
Concentracdo  Area Tempo Area Tempo
AOA 1 e n S E
(mgL™) corrigida corrigido  corrigida  corrigido
25,79 1,55 0,17 2,54 0,72
Maleico 38,69 1,84 0,01 4,42 0,72
64,48 0,78 0,03 2,38 0,70
23,12 1,02 0,11 2,56 0,42
Malonico 34,69 1,86 0,01 2,30 0,42
57,81 1,33 0,02 2,74 0,42
25,79 3,14 0,03 3,63 0,12
Fumaérico 38,69 1,48 0,01 6,70 0,13
64,48 1,31 0,01 2,44 0,14
33,35 1,19 0,02 2,96 0,11
Tartérico 50,03 1,37 0,01 1,53 0,11
83,38 0,87 0,01 2,20 0,11
10,09 3,86 0,01 6,83 0,20
Formico 15,14 3,66 0,00 7,34 0,24
25,24 2,99 0,01 6,55 0,21
42,69 0,77 0,09 1,39 0,05
Citrico 64,04 1,15 0,02 1,24 0,05
106,74 1,75 0,01 1,96 0,05
29,80 1,24 0,10 341 0,20
Malico 44,70 2,58 0,02 2,06 0,21

74,50 1,35 0,01 1,51 0,22
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Tabela 19- Resultados obtidos para a precisdo intra-ensaio e inter-ensaio
para 0os AOA expressos em CV %.

Concluséo.
Intra-ensaio® Inter-ensaio**
(CV %) (CV %)

AOA Concentracao Area Tempo Area Tempo
-1 P P P ..

(mg L") corrigida corrigido  corrigida  corrigido
16,71 0,29 0,16 1,08 0,39
Glicdlico 25,07 2,74 0,02 1,84 0,40
41,79 2,07 0,01 1,83 0,41
20,02 4,47 0,22 5,14 0,45
Lético 30,03 4,11 0,03 3,68 0,47
50,04 0,62 0,01 2,53 0,48
48,48 3,63 0,25 4,59 0,43
Glucbnico 72,71 2,63 0,04 3,70 0,44
121,19 1,13 0,01 4,04 0,46
26,24 1,01 0,35 1,42 0,64
Succinico 39,36 0,76 0,06 1,07 0,66
65,61 1,05 0,01 1,27 0,69
25,07 2,15 0,41 2,37 0,69
Glutarico 41,79 1,63 0,07 1,81 0,72
73,40 0,44 0,02 1,77 0,76
13,34 2,47 0,46 2,61 0,74
Acético 20,02 2,41 0,08 2,73 0,76
33,36 0,64 0,02 0,80 0,82
16,63 1,97 0,42 3,44 0,77
Propibnico 24,94 1,34 0,08 3,53 0,80
41,57 0,65 0,02 1,11 0,85

Legenda: * para n=3; ** para n=9.
Fonte: Préprio autor.

Na precisdo intra-ensaio, para area corrigida, os valores de CV
variaram de 0,44 a 4,47 % para os &cidos glutarico e latico,
respectivamente, e para o tempo de migracdo corrigido a variacao foi de
0,00 a 0,42 % para os acidos férmico e propidnico, respectivamente. Na
precisdo inter-ensaio os valores de CV para éarea corrigida variaram de
1,08 a 7,34 % para os acidos glicolico e formico, respectivamente, e para
tempo de migracdo corrigido a variacdo foi de 0,05 a 0,85 % para 0s
acidos citrico e propibnico, respectivamente.

A variabilidade dos resultados de precisdo do método s&o
considerados aceitaveis, visto que, para a faixa de concentracdo que varia
de 10 a 100 mg L™ o CV estipulado é de 20 % e para a faixa de
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concentracdo de 100 a 1000 mg L™ o CV estipulado é de 15 %, sendo a
Gltima faixa de concentragdo, critério utilizado para os acidos citrico e
glucbnico, os quais possuem niveis de concentracdo, 106,74 e 121,19 mg
L, respecitvamente (AOAC, 2012).

5.7 Exatidao

A recuperacdo dos AOAs foi avaliada utilizando trés diferentes
niveis de concentracdo (baixo, médio e alto) nas classes de mel floral e
mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) conforme
descritos na se¢do 3.8.6. Os resultados obtidos estdo demonstrados na
Tabela 20.

Tabela 20- Média da recuperacdo para 0s AOA em amostra de mel de
melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) e floral em trés niveis
de concentragéo.

Continuacéo.

AOA Nivel de Concentracéo Recuperacao (%)
Concentragao (mg LY Floral Melato

Baixo 6,45 97,55+0,74 99,01 1,47

Maleico Médio 25,79 104,36 £ 0,83 103,31 +0,32
Alto 51,59 104,34 + 1,74 104,77 £ 0,81

Baixo 5,78 81,13 £ 1,47 94,78 £ 1,53

Mal6nico Médio 23,12 95,53 +1,33 104,16 £ 0,84
Alto 46,25 102,71 +1,14 105,95+ 1,35

Baixo 6,45 92,45+1,23 89,75+0,84

Fumarico Médio 25,79 103,40 + 1,18 91,05+0,51
Alto 51,59 102,37 £ 1,40 92,90 £ 0,59

Baixo 8,34 95,78 £0,98 81,80+ 1,44

Tartarico Médio 33,35 105,55 + 0,97 98,51+ 1,08
Alto 66,71 10520+1,90 100,95+ 1,01

Baixo 2,52 84,90 £ 1,05 103,06 + 0,82

Formico Médio 10,09 104,86 + 1,08 90,94 £ 0,60
Alto 20,19 103,56 + 1,75 98,46 + 0,47

Baixo 10,67 103,40 £ 1,61 80,55 + 0,50

Citrico Médio 42,69 105,58 + 0,89 95,53 £0,96
Alto 85,39 104,81 +1,31 97,72 £1,45

Baixo 7,45 105,24 + 1,07 96,68 + 0,87

Malico Médio 29,80 105,36 £1,23 102,77 £ 0,68
Alto 59,60 10580+1,31 104,23 +0,93

Baixo 4,18 105,08 £ 1,31 97,10 £ 0,94

Glicélico Médio 16,71 105,32 £ 1,59 102,00 £0,72
Alto 33,43 105,96 + 1,33 103,01 £ 0,76
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Tabela 20- Média da recuperagdo para 0s AOA em amostra de mel de
melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) e floral em trés niveis

de concentracéo.

Concluséo.
AOA Nivel de Concentragao Recuperacéo (%)
concentragio (mg LY Floral Melato

Baixo 5,00 105,42 £1,39 97,93 +£1,56

Latico Médio 20,02 106,16 £ 0,59 106,93 £ 0,69
Alto 40,04 103,03+1,60 106,11 +1,94

Baixo 12,12 97,85+ 1,54 100,72 £ 1,66

Glucbnico Médio 48,48 98,33 +1,32 91,04 £0,96
Alto 96,95 96,53 + 1,08 90,27 0,61

Baixo 6,56 104,66 £ 1,19 94,95 + 1,35

Succinico Médio 26,24 105,94 + 0,94 104,75 + 0,87
Alto 52,47 106,28 +£0,88 103,93 +1,17

Baixo 7,34 92,11 +0,86 88,39 £ 1,63

Glutarico Médio 29,36 105,82 +0,89 103,13 +0,52
Alto 58,72 106,26 £ 1,63 105,21 £0,97

Baixo 3,34 104,99 + 1,22 95,91 +1,40

Acético Médio 13,34 104,98 +£1,25 95,04 + 0,64
Alto 26,69 104,55 £ 2,01 93,22 +0,93

Baixo 4,16 85,57 +1,11 96,01 £1,42

Propibnico Médio 16,63 104,31 £ 1,66 101,09 £1,22
Alto 33,25 100,38 £ 2,05 99,00 £ 0,79

Fonte: Proprio autor.

A partir da Tabela 20 foi observado que os valores de recuperagéo
aparente para o nivel de concentragdo baixo variaram de 81,13 a 105,42
% para a amostra de mel floral e de 80,55 a 103,06 % para a amostra de
mel de melato de bracatinga. Para o nivel de concentragdo médio os
valores variaram de 95,53 a 106,16 % e 90,94 a 106,93 % para as
amostras de mel floral e mel de melato de bracatinga, respectivamente.
Para o nivel de concentracdo alto os valores de recuperacdo variaram de
96,53 a 106,28 % e 92,90 a 106,11 % para as amostras de mel floral e mel
de melato de bracatinga, respectivamente.

Apesar de ser observado elevada variabilidade na recuperacdo dos
analitos nas duas classes de méis, na Tabela 21 sdo demonstradas as
faixas de concentracdo e recuperacdo aceitaveis, segundo recomendagéo
da AOAC e do MAPA (AOAC, 2012; BRASIL, 2011) para os analitos
investigados.
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Tabela 21 - Valores recomendados aceitaveis e resultados de recuperacéo
obtidos para os acidos organicos alifaticos expressos em faixas de

concentragao.
Faixa de Nivel de Faixa de
concentracdo concentracdo recuperacao
1000 < C < 10000 pg kg ™ Baixo 80-110% @
10<C<100mgkg ™’ Médio e Alto 90-107 % ®

Legenda: * Com excecao dos &cidos glucdnico e citrico; ° Incluindo os &cidos
glucdnico e citrico.
Fonte: (AOAC, 2012; BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998).

Baseado em valores aceitaveis e nos resultados obtidos, a
recuperacdo determinada nas amostras de méis podem ser consideradas
adequadas para todos os analitos.

5.8 Limites de deteccdo (LOD) e quantificacédo (LOQ)

Nesse trabalho, os LOD e LOQ foram avaliados em solucdo
aquosa e em solucdo em matriz, conforme descrito na secdo 3.8.7.
Normalmente esses pardmetros ndo sdo avaliados em solugdo em matriz
porém, representam os limites reais, ou seja, demonstram se a matriz
pode apresentar alguma influéncia na variagdo dos resultados quando
comparados aos resultados da solugdo aquosa e, segundo o Inmetro
(INMETRO, 2016), o LOD para um procedimento analitico pode variar
em funcdo do tipo da amostra. Dessa forma, os resultados obtidos estéo
apresentados na Tabela 22.

Tabela 22- Limite de deteccdo e quantificagdo avaliados em solugdo
aquosa e matriz para os acidos organicos alifaticos.
Continuagéo.

Solucéo aquosa Solugdo em matriz
AOA LOD1 LOQ1 LODl LOQ1
(mg L™) (mg L™) (mg L™) (mg L)
Maleico 0,71 2,38 1,12 3,72
Malbnico 0,12 0,39 0,99 3,30
Fumarico 0,72 2,42 1,30 4,34
Tartarico 0,30 1,01 0,77 2,57
Foérmico 0,21 0,70 0,40 1,32
Citrico 0,52 1,72 1,17 3,90
Malico 0,60 1,99 1,17 3,91

Glicélico 0,09 0,30 0,29 0,96
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Tabela 22- Limite de detec¢do e quantificagdo avaliados em solugéo
aquosa e matriz para os acidos organicos alifaticos.

Concluséo
Solucéo aquosa Solucéo em matriz
AOA LOD LOQ LOD LOQ

(mg L% (mg LY (mg L% (mg LY

Latico 0,17 0,56 0,23 0,77
Gluconico 0,30 1,00 0,74 2,46
Succinico 0,34 1,14 0,53 1,78
Glutario 0,07 0,25 0,30 0,98
Acético 0,20 0,68 0,48 1,61
Propibnico 0,19 0,62 0,48 1,60

Fonte: Proprio autor.

Nesse trabalho, o LOD avaliado em solucéo aquosa, variou de 0,07
a 0,72 mg L, os quais, correspondem aos acidos glutérico e fumarico,
respectivamente. Da mesma maneira, ambos 0s acidos apresentaram, o0s
menores e maiores LOQ, variando de 0,25 a 2,42 mg LY
respectivamente.

Os LOD e LOQ do acido glutarico, também avaliados em solugéo
aquosa e com CE, foram de 0,29 mg L™ e 0,48 mg L™, respectivamente
(KLAMPFL; KATZMAYR; BUCHBERGER, 1998). E para o &cido
fumarico, apenas foi encontrado na literatura a determinacdo do LOD em
solucéo aquosa, o qual foi de 2,32 mg L™ (GALLI; BARBAS, 2004)

Nesse trabalho, os LOD e LOQ foram avaliados em matriz, sendo
que, o LOD variou de 0,30 a 1,30 mg L™ para os acidos glutarico e
fumérico, respectivamente, e 0 LOQ apresentou variacdo de 0,77 a 4,34
mg L™ para os 4cidos l4tico e fumérico, respectivamente.

Comumente, a avaliacdo desses parametros ndo sdo realizadas na
matriz e portanto, na literatura, apenas os LOD dos acidos fumarico e
latico foram avaliados em solu¢do em matriz (café) por meio da CE, os
quais, sdo de 1,16 mg L™ para o 4cido fumarico e 181,06 mg L™ para o
acido latico (GALLI; BARBAS, 2004). Contudo, foi observado
novamente, que os LOD e LOQ avaliados nesse estudo foram menores
comparados aos LOD e LOQ determinados por Galli e Barbas (2004)
mesmo que em outra matriz.

Na Tabela 22, foi observado que os resultados obtidos para os
LOD e LOQ em solucdo aquosa e solugdo em matriz foram distintos,
visto que, os LOD e LOQ para solu¢cdo em matriz foram maiores quando
comparados a solucdo aquosa, indicando que a matriz pode interferir na
avaliacdo desse parametro; e os LOD e LOQ nesse trabalho, foram
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menores em solugdo aquosa e em matriz quando comparados aos
trabalhos da literatura.

5.9 Robustez

A robustez foi avaliada conforme descrito na secdo 3.8.8 e as
tabelas referentes aos resultados obtidos podem ser consultadas nos
Apéndices B;C; D;EeF.

Os resultados expostos nas Figuras 13, 14, 15, 16 e 17 representam
uma soma da contribuicdo de cada pardmetro investigado, ou seja, de
quanto foi a influéncia na &rea corrigida, tempo de migracéo corrigido,
concentracdo, simetria e resolugdo dos AOA, quando realizado pequenas
alteragdes nos parametros analiticos.
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Figura 13 - Influéncia dos parametros analiticos sob a area corrigida dos
acidos organicos alifaticos em solucéo aquosa e matriz.

A

I tempo injegdo
[ tempo lavagem
[ comprimento de onda
-1,0 I pressio

I temperatura

[ pH

I tenséo

-0,41 I tempo injecio

064 [ tempo lavagem
! [ comprimento de onda
084 [ pressdo
' I temperatura
-1,0- I pH
I tenséo

Legenda: A- solucdo aquosa; B- solucdo em matriz; 1- acético; 2- citrico;
3- férmico; 4- fumarico; 5- glicélico; 6- glucodnico; 7-glutarico; 8- latico;
9- maleico; 10- mélico; 11- mal6nico; 12- propibnico; 13- succinico; 14-
tartarico.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 14 - Influéncia dos parametros analiticos sob o tempo de
migracdo corrigido dos &cidos orgénicos alifaticos em solugdo aquosa e
matriz.

12 I tempo injecdo
0,012 1 [ tempo lavagem

I comprimento de onda
0,009 - I presséo
I temperatura
0,006 - I pH
I tenséo
0,003 4
14

0,000

-0,003 1

-0,006 -

-0,009-

1 12 I tempo injecio
B 00151 [ tempo lavagem
' I comprimento de onda
0,012 I presséo
I temperatura

0,009 — P
0,006 4 I pressdo
0,003 1 1
0,000
-0,003 1
-0,006

Legenda: A- solucdo aquosa; B- solu¢do em matriz; 1- acético; 2- citrico;
3- férmico; 4- fumarico; 5- glicélico; 6- glucdnico; 7-glutarico; 8- latico;
9- maleico; 10- malico; 11- mal6nico; 12- propibnico; 13- succinico; 14-
tartarico.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 15- Influéncia dos parametros analiticos sob a concentracdo dos
acidos organicos alifaticos em solucdo aquosa e matriz.

4 I tempo injegdo
A 0,21 9 [ tempo lavagem
[ comprimento de onda

0,18 I presséo
0,151 I temperatura
0,12 -
0,09 I tenséo
0,06 -

g 12 13

0,03+ 10 1 14
0,00+
-0,03
-0,06-
1
B 0,091
0,06 -
0,03
0,00+
-0,03+ I tempo injegdo
[ tempo lavagem
-0,06 - I comprimento de onda
I pressdo
-0,09 - I temperatura
I pH
-0,12- I tensio

Legenda: A- solucdo aquosa; B- solu¢do em matriz; 1- acético; 2- citrico;
3- férmico; 4- fumarico; 5- glicélico; 6- glucdnico; 7-glutarico; 8- latico;
9- maleico; 10- mélico; 11- mal6nico; 12- propibnico; 13- succinico; 14-
tartarico.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 16- Influéncia dos parametros analiticos sob a simetria dos acidos
organicos alifaticos em solugdo aquosa e matriz.

A 0,6, 9
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0,4+
0,2
0,0

-0,21 I tempo injecdo
I tempo lavagem
04 I comprimento de onda
-0,6+ I pressio
I temperatura
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Legenda: A- solucdo aquosa; B- solugdo em matriz; 1- acético; 2- citrico;
3- formico; 4- fumarico; 5- glicdlico; 6- gluconico; 7-glutarico; 8- latico;
9- maleico; 10- malico; 11- mal6nico; 12- propi6nico; 13- succinico; 14-
tartarico.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 17 — Influéncia dos parametros analiticos sob a simetria dos
acidos organicos alifaticos em solucdo aquosa e matriz.

I tempo injecdo
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Legenda: A- solucdo aquosa; B- solucdo em matriz; 1- acético; 2- citrico;
3- férmico; 4- fumaérico; 5- glicélico; 6- glucdnico; 7-glutéarico; 8- latico;
9- maleico; 10- malico; 11- mal6nico; 12- propibnico; 13- succinico; 14-
tartarico.

Fonte: Prdprio autor.
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Na Figura 13 foi observado que a temperatura foi o parametro que
mais influenciou na area corrigida para todos os analitos, seguido do
comprimento de onda que também demonstrou ter contribuicdo com
maior intensidade para as areas corrigidas dos analitos fumarico e
maleico, além do pH que apresentou maior influéncia nas reas corrigidas
dos acidos succinico e citrico, tanto em solugdo aquosa e também na
matriz. Os demais parametros influenciaram em, praticamente, igual
propor¢do e apresentaram pouca ou nenhuma influéncia na éarea corrigida
dos AOA.

Na Figura 14 o par@metro tempo de injecdo influenciou no tempo
corrigido de todos os analitos em solucdo aquosa, além disso, o pH
apresentou elevada influéncia no tempo corrigido de todos os analitos,
com execec¢do dos acidos fumarico, latico, malico e tartarico. Ainda para
a curva aquosa, 0 parametro tensao apresentou maior influéncia no tempo
corrigido dos 4&cidos acético, glicolico, gluconico, glutérico, latico,
propidnico e succinico. A solu¢do em matriz apresentou comportamento
similar a solucdo aquosa porém o parametro tempo de injecdo ndo
apresentou influéncia no tempo corrigido dos acidos tartarico, maleico,
férmico e fumérico.

Na Figura 15, o pardmetro comprimento de onda apresentou
significativa influéncia na concentracdo dos &cidos maleico e fumarico
para solucdo aquosa. Tal fato repetiu-se na solugdo em matriz e ainda
observou-se que a tensdo apresentou maior influéncia na concentragdo
dos acidos acético, formico, gluconico e latico.

Na Figura 16 o parametro comprimento de onda apresentou
elevada influéncia na simetria de todos os analitos, com excec¢do dos
acido tartarico em solugdo aquosa. Ainda, para solugdo aquosa 0s
pardmetros tempo de injecdo e tensdo apresentaram maior influéncia na
simetria do acido maleico. Além disso, para solucdo em matriz, 0s
parametros tempo de injecdo, temperatura, tensdo, e pressdo, além do
comprimento de onda, influénciaram na simetria do acido acético. Tal
fato também foi observado para o acido férmico que além dos cinco
pardmetros anteriormente relatados, os parametros pH e tempo de
lavagem também influenciaram na simetria.

Na Figura 17 o perfil dos resultados obtidos para a solugdo aquosa
e matriz foram distintos, visto que, para a solugcdo aquosa 0s sete
pardmetros influénciaram  significativamente, principalmente, na
resolucdo dos acidos maleico e propidnico. Porém para a solugdo em
matriz, a influéncia dos sete parametros foi intensa na resolucdo de nove
dos 14 acidos investigados, sendo eles, acético, citrico, formico, glicélico,
glutérico, latico, malico, propibnico e succinico. Ainda, os pardmetros
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avaliados apresentaram pouca influéncia na resolucdo dos 4&cidos
fumérico e malénico.

Apesar da robustez tratar-se de um estudo que permite ordenar e
identificar a influéncia de cada uma das variagfes nos resultados finais, a
sua avaliacdo no procedimento de validacdo analitica é considerada um
parametro opcional e, por esse motivo ndo ha limites maximos aceitaveis.
Apenas é considerado que quanto maior for a robustez de um método,
maior sera a confianca desse em relacdo a sua precisdo (INMETRO,
2016).

A partir de todos os resultados expostos, foi observado que, apesar
de todos os pardmetros avaliados (tempo de injecdo e de lavagem,
comprimento de onda, pressdo, temperatura, pH e tensdo) apresentarem
influéncia na area corrigida, tempo de migracao corrigido, concentracéo,
simetria e resolucdo, a contribuicdo de cada parametro foi pouco
relevante e demonstrou que o método proposto foi robusto para todos 0s
analitos.
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6 APLICACAO DO METODO EM MEL DE MELATO DE
BRACATINGA (Mimosa scabrella Benth.)

O método desenvolvido e validado foi aplicado em cinco amostras
de méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) do estado de
Santa Catarina a fim de avaliar as concentragdes de AOA. Na Figura 18 é
apresentado o eletroferograma da separacdo de AOA em mel de melato
de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.).

Figura 18 — Eletroferograma da separacdo dos AOA em mel de melato
de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) da cidade de Urubici.
8

VAN
SmAUI T

71 72 73 74 75 76 77 78 min

SmAUI 1 j\z
5 55 6 6.5 7 75 8 8.5 min

Legenda: *desconhecido; 1- &cido maleico; 2- &cido maldnico; 1.S.- acido

glioxilico; 3- acido férmico; 4- &cido citrico; 5- &cido malico; 6- acido

glicolico; 7- acido latico; 8- acido glucénico; 9- acido succinico; 10- acido

glutarico; 11- 4cido acético; 12- acido propidnico.

Fonte: Préprio autor.

A partir da Figura 18 foi observado que, com a excecao dos acidos
fumarico e tartarico, todos os AOA foram determinados em tempo
inferior a 10 minutos, na amostra de mel de melato de bracatinga oriunda
de Urubici. O eletroferograma também demonstrou visualmente que
todos os picos apresentaram adequada eficiéncia e resolucéo.

Os resultados de determinacdo dos AOA nas amostras de méis de
melato de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) estdo demonstrados na
Tabela 23.
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Tabela 23- Acidos organicos alifaticos (mg 100 g™*) presentes em méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella
Bentham) do estado de Santa Catarina.

AOA Lages Sdo Joaquim Urubici Urupema Bom Retiro
Maleico 40,94 £ 1,50 41,64 £1,23 53,99 + 1,45 72,70+ 2,15 79,10+ 1,53
Malbénico 259,45 + 10,60 308,79 £7,63 329,74 £11,92 288,07 £ 11,51 330,57 + 13,63

Fumarico nd nd nd nd nd
Tartarico nd nd nd nd nd
Férmico 39,79+ 1,06 72,86 + 2,56 43,66 + 1,33 87,85+ 2,23 54,67 + 0,76
Citrico 259,50 + 8,57 244,02 £5,99 157,54 + 5,20 170,87 + 3,16 227,00 2,27
Malico 302,40 + 3,65 595,40 + 25,87 445,65 + 4,59 414,69 + 16,60 390,18 £11,35
Glicolico 90,08 + 3,12 97,85+ 3,25 100,64 + 3,85 90,15+ 3,10 98,06 + 0,97
Latico 1.542,98 +£ 19,70 1045,85 + 32,77 931,53 £ 39,99 1272,10 + 34,40 1372,56 +12,57
Glucénico 6.198,84 + 152,23  4.477,79+ 130,71 5.582,34+96,47 7.415,58 + 292,12 6.589,74 + 143,07
Succinico 660,04 + 23,43 651,58 + 8,68 537,12 £ 18,61 484,17 +5,68 672,55 +7,33
Glutarico 94,55+ 1,35 118,71 £ 4,28 89,11 + 2,98 111,49 + 3,39 114,21 £ 0,72
Acético 63,06 + 0,93 111,03 £+ 4,00 104,86 + 3,33 80,57+ 2,74 134,91 + 4,09
Propi6nico 196,41 + 6,77 296,91 +£7,90 180,97 + 6,69 242,30 £ 6,03 257,77 £ 4,50
Soma 9.748,05 8.062,41 8.557,14 10.730,55 10.321,31

Legenda: nd - ndo detectado.
Fonte: Préprio autor.
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Nas cinco amostras de mel de melato de bracatinga (Mimosa
scabrella Benth.) avaliadas, todos os AOA investigados foram
identificados e quantificados, com excecao dos acidos fumario e tartarico.
Apesar de ndo detectar os acidos fumarico e tartarico nas amostras de mel
de melato de bracatinga do estado de Santa Catarina, tais acidos foram
encontrados por Haroun e colaboradores (2012) em méis de melato de
pinus (Pinus sp.) originados da Turquia (regido desconhecida) com
concentracdes que variaram de 0,64 a 5,67 mg 100 g™ para o é4cido
fumarico e 6,79 a 20,88 mg 100 g™ para o &cido tartarico. Para os
mesmos 4cidos organicos, Ohmenhaeuser e colaboradores (2013)
encontraram em méis de melato oriundos da Alemanha concentragdes de
4,00 e 66,00 mg 100 g™ de 4cido fumérico e tartarico, respectivamente.

Conforme demonstrado na Tabela 23 , o acido glucénico foi o
AOA majoritario nos méis de melato de bracatinga, apresentando
concentragBes que variaram de 4.477,79 a 7.415,58 mg 100 g*. O &cido
gluconico também foi detectado por Nozal e colaboradores (2003A) e
Sanz e colaboradores (2005) em mel de melato (Quercus ilex e Quercus),
ambos originados da Espanha (regido desconhecida) e por Tezcan e
colaboradores (2011) em mel de melato de pinus originados da Provincia
de Mugla, Turquia. As concentracdes de acido glucdnico, com relacdo
aos trés trabalhos reportados, variaram de 118,00 a 404,30 mg 100 g, as
quais foram muito inferiores as concentragcbes de acido gluconico
determinadas nesse trabalho.

O 4cido latico foi o segundo &cido em maior concentragdo nos
méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) apresentando
variacdo de 931,56 a 1.542,98 mg 100 g™. Segundo a literatura, até o
momento, nenhum estudo havia determinado o &cido latico em mel de
melato.

Os AOA: succinico, citrico, malico e propiénico também foram
acidos que apresentaram elevadas concentracdes nos méis de melato de
bracatinga avaliados nesse trabalho. O &cido succinico apresentou
concentracdes que variaram de 484,17 (Urupema) a 672,55 mg 100 g™
(Bom Retiro), as quais foram concentracbes muito superiores ao
quantificado por Haroun e colaboradores (2012) em mel de melato de
pinus (Pinus sp.) originados da Turquia (regido desconhecida), que
variaram de 34,87 a 132,90 mg 100 g'l de 4cido succinico.

O écido citrico, além de ser determinado em mel de melato de
bracatinga nesse trabalho com concentragcdo que variou de 157,54 a
259,50 mg 100 g*, foi determinado em méis de melato de pinus
originados na Turquia em concentragdes inferiores, variando de 12,4 a
78,22 mg 100 g™ (HAROUN et al., 2012; TEZCAN et al., 2011).
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Nas amostras de méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella
Benth.) avaliadas nesse trabalho, as concentracBes de &cido malico
variaram de 302,40 (Lages) a 595,40 mg 100 g™ (S&o Joaquim), as quais,
foram superiores as concentragfes de acido malico determinados em mel
de melato de pinus (Pinus sp.) oriundos da Turquia, que variou de 0,67 a
25,7 mg 100 g™ (HAROUN et al., 2012; TEZCAN et al., 2011). Para o
acido propidnico a concentracdo variou de 180,97 (Urubici) a 296,91
(S&o Joaquim) mg 100 g, a qual, foi superior a concentracdo de acido
propibnico determinada por Nozal e colaboradores (2003A) em mel de
melato (Quercus ilex) da Espanha, representando 65,7 mg 100 g™.

Os &cidos mal6nico e glicélico apresentaram concentragdes, nas
amostras de méis de melato de bracatinga, que variaram de 259,45 a
330,57 mg 100 g™ e 90,08 a 100,64 mg 100 g*, respectivamente. Foi
verificado na literatura que até o momento ndo havia relatos da
determinacdo desses &cidos em mel de melato e dessa maneira,
representando elevada contribuicdo para a pesquisa cientifica e também
destacando o ineditismo desse trabalho.

Foi observado que, até o momento o &cido glutérico havia sido
determinado apenas em mel de melato (Quercus ilex) originados da
Espanha (regido desconhecida) com concentragdo média de 17 mg 100 g™
(NOZAL et al., 2003a) a qual, foi inferior a concentracdo determinada em
mel de melato de bracatinga nesse trabalho, variando de 89,11 a 118,71
mg 100 g™* de 4cido glutérico.

Nesse trabalho, a amostra de mel de melato de bracatinga (Mimosa
scabrella Benth.) oriunda de Sdo Joaquim, foi a que apresentou menores
concentracbes de AOA, visto que, a soma desses compostos foi de
8.062,41 mg 100 g™, quando comparada a amostra de mel de melato de
bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) oriunda de Urupema que
apresentou as maiores concentracfes de AOA, uma vez que, a soma
desses compostos foi de 10.730,55 mg 100 g™*.

Na Tabela 23 também pode ser observado que as concentragdes
dos AOA apresentaram elevada variabilidade em relacdo as diferentes
cidades onde as amostras foram coletadas. Por exemplo, o acido acético
apresentou concentracdo de 63,06 mg 100 g™ na amostra oriunda de
Lages, enquanto o mesmo &cido apresentou concentracdo de 134,91 mg
100 g™ para a amostra obtida de Bom Retiro, correspondendo a uma
diferenca de praticamente 72 mg 100 g a mais de 4cido acético na
amostra de mel de melato de bracatinga de Bom Retiro. O mesmo fato foi
observado para 0 acido latico que apresentou concentracdo de 931,53 100
g’ na amostra de Urubici e concentracdo de 1.542,98 mg 100 g na
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amostra de Lages, além de outros acidos como o glucbnico que
apresentou uma diferenca de 2.938 mg 100 g a mais na amostra oriunda
de Urupema comparada com a amostra de Sdo Joaquim.

As elevadas variabilidades nas concentragcfes do mesmo acido
porém de amostras de méis de diferentes regides demonstram que as
diferentes regibes geogréaficas e, supostamente os periodos de colheita e
as condigdes meteoroldgicas, podem influenciar diretamente na
concentracdo de AOA em méis.
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7 APLICACAO DO METODO EM MEL FLORAL

O método desenvolvido e validado foi aplicado em cinco amostras
de méis florais do estado de Santa Catarina afim de avaliar as
concentracdes de AOA. Na Figura 19 é apresentado o eletroferograma da
separacdo de AOA em mel floral.

Figura 19 - Eletroferograma da separacao dos acidos organicos alifaticos
em mel floral da cidade de Lages.
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Legenda: *desconhecido; 1- acido malbnico; I.S.- &cido glioxilico; 2-
acido férmico; 3- acido citrico; 4- acido malico; 5- acido glicolico; 6-
acido latico; 7- acido gluconico; 8- acido succinico; 9- acido acético; 10-
acido propiénico.
Fonte: Préprio autor.
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Especialmente a Figura 19, a qual representa a separacédo dos AOA
em mel floral oriunda de Lages, ndo detectou os acidos: fumarico,
tartarico, maleico e glutarico porém, os demais AOA foram determinados
em tempo inferior a 10 min. A Figura 19 também demonstrou que,
principalmente, devido ao 4&cido glucbnico apresentar maior
concentracdo, nessa representacdo, a eficiéncia desse acido sobressaiu
guando comparado aos demais AOA. Os resultados de determinacdo dos
AOA nas amostras de méis florais estdo demonstrados na Tabela 24.
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Tabela 24- Acidos organicos alifaticos (mg 100 g*) presentes em méis florais do estado de Santa Catarina.

AOA Lages Séo Joaquim Urubici Urupema Bom Retiro
Maleico nd 10,16 + 0,24 14,35+ 0,16 12,28 + 0,36 9,09 +0,35
Malbnico 82,25+ 0,43 117,92 + 3,79 109,22 + 0,84 133,98 + 1,74 87,74 +£1,01
Fumarico nd nd nd nd nd
Tartarico nd nd nd nd nd
Férmico 37,99 + 0,48 46,32 +£1,97 61,54 + 0,61 67,87 + 1,43 18,80 + 0,77
Citrico 107,77 £0,31 505,84 + 16,47 62,66 + 1,73 70,91+ 0,98 48,22 + 0,86
Malico 23,43+0,33 19,88 + 0,18 33,00 £ 0,51 132,02 + 3,99 49,62 + 0,65
Glicélico 27,77 £ 1,36 42,22 £ 0,66 29,60+ 0,79 43,70+ 1,18 2749+ 1,24
Latico 72,61 +£ 0,26 68,02 + 1,05 31,25+ 0,69 84,35+ 1,35 87,29+ 0,95
Gluconico 4.522,67 + 36,75 456592 +200,71 8.711,98 + 244,06 5.449,52 +61,87  4.480,92 + 98,47
Succinico 12,68 + 0,17 13,31+ 3,50 25,43+ 0,10 96,38+ 0,77 49,00 £ 1,45
Glutério nd nd nd 21,24 + 0,45 nd
Acético 20,46 + 0,69 58,37 + 2,40 26,69 + 0,70 27,56 + 0,66 13,68 + 0,31
Propi6nico 10,26 + 0,36 16,30 + 0,34 22,76 + 0,64 55,84 +1,72 21,52 +0,73
Soma 4.917,90 5.464,25 9.128,48 6.195,65 4.893,35

Legenda: nd — ndo detectado.
Fonte: Proprio autor
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Da mesma maneira que para 0 mel de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham), para o mel floral os acidos fumarico e
tartarico ndo foram detectados. Apesar desses acidos ndo estarem
presentes em concentracdes detectaveis nas amostras de mel floral do
estado de Santa Catarina, os &cidos fumérico e tartarico foram
determinados por Haroun e colaboradores (2012) em mel floral de
castanha originados da Turquia (regido desconhecida) com concentragdes
minima e méxima de 0,16 a 3,60 mg 100 g™ e 2,14 a 4,42 mg 100 g™,
respectivamente. Para 0s mesmos acidos, Ohmenhaeuser e colaboradores
(2013) determinaram em amostra de mel floral de castanheiro oriundas da
Alemanha, concentraces médias de 5,00 mg 100 g™ de &cido fumarico e
64,00 mg 100 g™ de 4cido tartarico.

O 4cido maleico ndo foi detectado na amostra de mel floral de
Lages, porém apresentou concentracdo de 9,09 mg 100 g™ na amostra de
mel floral de Bom Retiro, sendo majoritario na amostra de mel floral
oriunda de Urubici com concentracdo de 14,35 mg 100 g™ de &cido
maleico. Suarez Luque e colaboradores (2002) determinaram o &cido
maleico em amostras de méis florais de eucalipto (Eucalyptus sp.) e de
castanheiro (Castea sativa Miller), ambas originadas da regido de Galicia,
Espanha. As concentragcdes médias de acido maleico foram de 0,003 mg
100 g em ambas as amostras (SUAREZ-LUQUE et al., 2002), as quais,
foram inferiores as concentragdes de 4cido maleico em amostras de méis
florais de pinus (Pinus sp.) e de castanheiro (Castanea sp.) oriundas da
Turquia, com teores variando de 0,36 a 1,37 mg 100 g de 4cido maleico
(HAROUN et al., 2012).

O acido glutarico foi quantificado apenas na amostra de mel floral
oriunda de Urupema com concentragdo de 21,24 mg 100 g*. Esse 4cido
apresentou concentracdo média de 25,40 mg 100 g em mel floral de
lavanda (Lavandula latifolia) e de 7,30 mg 100 g™ em mel floral de
tomilho (Thymus vulgaris), ambas amostras oriundas da Espanha (regido
desconhecida) (NOZAL et al., 2003a). O &cido latico representou elevada
variabilidade na concentracdo das amostras de méis florais avaliada nesse
trabalho, a qual variou de 31,25 mg 100 g™ para a amostra originada de
Urubici a 87,29 mg 100 g™ para a amostra originada de Bom Retiro.
Porém, esse &cido foi quantificado por Mato e colaboradores (2006) em
amostras de méis florais oriundas da Espanha em menor concentracéo,
representando 20,89 mg 100 g™ de 4cido latico.

Foi observado também elevada variabilidade na concentragdo de
cada 4cido das amostras de méis florais de diferentes regides geograficas.
Por exemplo, o acido citrico na amostra de mel floral oriunda de Bom
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Retiro apresentou concentracdo de 48,22 mg 100 g e para a amostra
oriunda de S&o Joaquim a concentracdo de acido citrico foi de 505,84 mg
100 g™*. O mesmo acontece para o 4cido malico, que na amostra oriunda
de Sdo Joaquim apresentou concentragdo de 19,88 mg 100 g™ e na
amostra oriunda de Urupema, concentracdo de acido malico foi de 132,02
mg 100 g™*.

Os é&cidos citrico e mélico também foram determinados em
amostras de meéis florais da Espanha e Turquia. Para as amostras
multifloral e castanheiro (Castea sativa Miller) de Galicia (Espanha), o
4cido citrico, apresentou concentragdes de 12,40 mg 100 g™ e 30,40 mg
100 g, respectivamente. Para ambas as amostras, a concentracdo de
4cido mélico foi de 11,70 mg 100 g™ e 32,00 mg 100 g™, respectivamente
(SUAREZ-LUQUE et al., 2002). As concentracdes dos é&cidos citrico e
malico determinadas por Haroun e colaboradores (2012) em amostras de
méis florais de pinus (Pinus sp.) oriundas da Turquia, apresentaram
variacdo na concentracdo de 78,22 a 139,42 mg 100 g™ de acido citrico e
3,85 a 34,41 mg 100 g™* de 4cido malico.

O acido glucénico foi majoritariamente quantificado em todas as
amostras de mel floral com concentracfes que variaram de 4.522,67 mg
100 g™* para o mel floral de Lages & 8.711,98 mg 100 g™ para o mel floral
de Urubici. O &cido glucénico também foi o &cido majoritario em méis
multiflorais, de lavanda (Lavandula latifolia) e de tomilho (Thymus
vulgaris) da Espanha (regido desconhecida), sendo que as concentragdes
de 4cido gluconico foram de 352,30; 376,2 e 386,30 mg 100 g,
respectivamente (NOZAL et al., 2003a). Além disso, em mel floral de
acacia das regides de Zonguldak, Eregli e Gorele da Turquia, a
concentragdo de 4cido glucdnico variou de 890,40 a 1.378,00 mg 100 g™
(TEZCAN et al., 2011).

Da mesma maneira que no mel de melato de bracatinga (Mimosa
scabrella Benth.) e segundo os trabalhos disponiveis até o momento, os
acidos malénico e glicélico foram determinados pela primeira vez na
matriz de mel floral, com concentra¢@es que variam de 82,25 a 133,98 mg
100 g e 27,77 a 43,70 mg 100 g™, respectivamente.

A concentracdo de 4cido férmico variou de 18,80 mg 100 9'1 para
a amostra de mel floral oriunda de Bom Retiro a 67,87 mg 100 g™~ para a
amostra de mel floral de Urupema, sendo que, em amostras de méis de
tomilho (Thymus wvulgaris) da Espanha (regido desconhecida) a
concentracdo de &cido férmico foi inferior a determinada nesse trabalho,
variando de 4,6 a 15,2 mg 100 g* (NOZAL et al., 2003a). A concentragdo
de 4cido acético apresentou variacéo de 13,68 mg 100 g™ para a amostra
de mel floral oriunda de Bom Retiro a 58,37 mg 100 g™* para a amostra de
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mel floral de S&o Joaquim. Sendo que, o teor de &cido acético também foi
determinado por Mato e colaboradores (2006) em mel floral de eucalipto
(Eucalyptus sp.) da regido de Galicia, Espanha, e 0 mesmo apresentou
concentracdo média de 32,5 mg 100 g™.

Para o &cido propibnico, a concentracdo variou de 10,26 mg 100 g
! para a amostra de mel floral de Lages a 55,84 mg 100 g™ para a amostra
de mel floral de Urupema, as quais, foram inferiores as concentra¢des de
acido propiodnico determinada por Nozal e colaboradores (2003) em méis
multiflorais e de lavanda (Lavandula latifolia) da Espanha (regido
desconhecida), representando 99,50 e 87,10 mg 100 g™, respectivamente.

Nesse trabalho, a amostra de mel oriunda de Bom Retiro, foi a que
apresentou menores concentragcbes de AOA, visto que, a soma desses
compostos foi de 4.893,35 mg 100 g™, quando comparada a amostra de
mel floral oriunda de Urubici que apresentou as maiores concentragdes de
,lAOA, uma vez que, a soma desses compostos foi de 9.128,48 mg 100 g

Novamente, as elevadas variabilidades nas concentracbes do
mesmo 4cido porém de amostras de méis de diferentes regies
demonstram que as diferentes regides geogréaficas e, supostamente 0s
periodos de colheita e as condi¢cbes meteoroldgicas, podem influenciar
diretamente na concentracdo de AOA em méis.

8 MEL DE MELATO DE BRACATINGA versus MEL FLORAL:
CONCENTRACAO DE ACIDOS ORGANICOS ALIFATICOS

Foi observado, durante as discuss@es realizadas nas segdes 6 e 7, as
quais referem-se as quantificacbes de AOA em mel de melato de
bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) e mel floral, respectivamente, que
a soma das concentragdes de todos os AOA em mel de melato de
bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) sdo maiores que a soma das
concentracBes de AOA em mel floral, as quais variaram de 8.062,41 a
10.730,55 mg 100 g e 4.893,35 a 9.128,48 mg 100 g, respectivamente.
A partir desses resultados obtidos, sugere-se que a concentracdo de AOA
possa estar fortemente relacionada com a cor do méis. Geralmente méis
de melato sdo mais escuros e destacam-se pelo sabor forte caracteristico
quando comparado aos méis florais. Segundo Ball (2007) “quanto mais
escuro é o mel, mais intenso é o sabor”.

A partir das Tabelas 23 e 24, foi observado que o &cido citrico
poderia ser utilizado como um AOA para discriminar as duas classes de
méis, visto que, este acido apresentou maiores concentragcdes em mel de
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melato de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) quando comparado ao
mel floral. Esse fato esta de acordo com o que normalmente € relatado na
literatura (SUAREZ-LUQUE et al., 2002).

Uma caracteristica em comum observada em ambas as classes de
méis (floral e melato) foi a auséncia dos acidos fumarico e tartarico.
Dessa maneira, com excecdo dos acidos fumarico e tartarico, todos os
outros 12 AOA foram detectados e quantificados nos méis de melato de
bracatinga (Mimosa scabrella Benth.). Nas amostras de méis florais o
acido glutéarico foi detectado e quantificado em apenas uma amostra,
oriunda de Urupema, e o acido maleico ndo detectado apenas na amostra
oriunda de Lages, todos os demais foram quantificados.

O 4cido acético, € o principal AOA que pode advir de uma
fermentacdo dos méis. Nesse estudo, o acido acético apresentou baixos
teores em mel floral, variando de 13,68 a 58,37 mg 100 g* para as
amostras oriundas de Bom Retiro e S&o Joaquim, respectivamente.
Quando comparado ao mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella
Benth.), os teores de acido acético foram superiores, variando de 63,06 a
134,91 mg 100 g™ para as amostras oriundas de Lages e Bom Retiro,
respectivamente.

Pode ser comum que méis de melato apresentem maiores teores de
acido acético (CAMPOS et al., 2000), uma vez que, a producdo de méis
de melato, diferencia-se da producéo de mel floral, principalmente devido
a etapa e/ ou processo de digestdo de insetos sugadores de plantas,
responsaveis pela liberacdo de exsudato (ou melato) e dessa maneira,
pode ter influéncia nos elevados teores de acido acético em mel de melato
de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) quando comparado ao menores
teores em mel floral.

Ressalta-se também que os méis (floral e melato) utilizados nesse
estudo, sdo méis frescos e sem indicios de fermentacdo. Além disso, ndo
ha legislacdo que estabeleca teores minimos e maximos para AOA em
méis, principalmente para o acido acétido que pode ser formado a partir
de uma fermentacdo indesejada. Somente é estabelecido pelo MAPA, que
0s méis ndo devam ter indicios de fermentacdo (BRASIL, 2000).
Principalmente, para o mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella
Benth.), apesar de apresentar maiores concentragdes de AOA e também
de &cido acético, quando comparado ao mel floral, os méis de melato de
bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) do estado de Santa Catarina podem
apresentar caracteristica Unica, devido aos maiores teores de AOA
reportados nesse estudo quando comparados aos trabalhos da literatura.

A presenca de &cido formico nos méis pode ocorrer a partir da
hidratagdo do 5-HMF com duas moléculas de agua (CAVIA et al., 2007),
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ou a elevada concentracdo do acido formico nos méis, pode ser devido a
sua utilizacdo no tratamento aplicado nas colméias contra a infesta¢do por
Varroa que podem acumular-se na cera e em menor extensao, nos méis
(BOGDANOV et al., 2002; MATO et al., 2003). Nesse estudo, em ambas
as classes de méis, o acido formico apresentou baixos teores, 0s quais
variaram de 39,79 a 87,85 mg 100 g™ para o mel de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Benth.) e para o mel floral a concentragdo de acido
férmico variou de 18,80 a 67,87 mg 100 g™

Ainda sobre as discussdes realizadas nas secbes 6 e 7, foi
observado que 0 mesmo &cido apresenta para a mesma classe de mel, na
maioria das vezes, elevada variabilidade em sua concentragdo quando
comparado as diferentes regides geograficas. Porém, quando realizado a
comparacao, nesse caso, do mesmo 4cido e da mesma regido geografica
porém de classes de méis distintas, continua sendo observado elevada
variabilidade na concentragdo do AOA. Por exemplo, o &cido citrico
apresentou concentracdo de 259,50 mg 100 g para o mel de melato de
bracatinga de Lages e 244,02 mg 100 g™ para o mel de melato de
bracatinga de S&o Joaquim. O mesmo &cido, apresentou concentracéo de
107,77 mg 100 g™* para a o mel floral de Lages e 505,84 mg 100 g™ para
o mel floral de Séo Joaquim.

O é&cido glucénico foi o AOA majoritario em ambas as classes de
méis porém, em méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.)
apresentou maiores concentracdes quando comparado aos méis florais,
uma vez que, a soma do teor de &cido gluconico foi de 30.264,29 e
27.731,01 mg 100 g™, respectivamente. A variabilidade da concentracdo
do acido glucdnico também pode ser observada para amostras da mesma
regido geografica, porém de diferentes classes de méis. Para o mel de
melato de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) de Urubici e Urupema a
concentracdo de 4cido glucénico foi de 5.582,34 mg 100 g™ e 7.415,58
mg 100 g, respectivamente. Para as mesma cidades (regides
geogréficas), porém para amostras de méis florais, a concentracdo de
4cido gluconico foi de 8.711,98 mg 100 g* e 5.449,52 mg 100 g*,
respectivamente.

SupBe-se que essas ocorréncias possam advir, além das diferentes
regides geograficas, das condigdes meteoroldgicas de cada regido em que
as flores e/ou plantas, que sdo utilizadas pelas abelhas meliferas para
producdo de mel, estavam submetidas; das condi¢bes meteoroldgicas
durante a maturacéo e periodo de colheita dos méis; da disponibilidade de
nectar e/ou polen ou exsudato.
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Enfim, a composi¢édo e qualidade do mel tornam-se influenciadas,
pelas condi¢es do meio ambiente, espécies de abelhas envolvidas na sua
producdo, processamento, maturagdo, manipulacdo, embalagem e tempo
de armazenamento (BERTONCELJ et al., 2007; DA SILVA et al., 2016;
DOMINGUEZ et al.,, 2016; RIZELIO et al., 2012a). Assim, alguns
componentes presentes nos méis vém das plantas, outros sdo adicionados
por abelhas, e outros ainda séo oriundos de reacdes bioquimicas ocorridas
durante a maturacdo (IGLESIAS et al., 2004).

9 INFLUENCIA DO PERIODO DE COLHEITA E CONDICOES
METEOROLOGICAS NA CONCENTRACAO DOS AOA EM
MEIS DE MELATO DE BRACATINGA (Mimosa scabrella Benth.) e
FLORAL

Por meio da Tabela 4 foi observado que a disponibilidade de mel
floral produzido por abelhas do género Apis mellifera ocorre,
praticamente, durante todo o ano de 2016, visto que, as coletas foram
realizadas dos meses de janeiro a novembro de 2016. Ainda, foi
observado que para a mesma matriz, tem-se um intervalo elevado nos
periodos de coleta, por exemplo, o mel floral oriundo da cidade de
Urubici foi coletado no més de novembro e o mel floral oriundo da cidade
de Urupema, coletado nos meses de janeiro e junho. Porém, em relacdo as
coletas das amostras de méis de melato de bracatinga (Tabela 4) também
produzidos pelas abelhas do género Apis mellifera, foi observado que os
periodos entre as coletas das amostras foram menores, sendo entre 0s
meses de abril a junho de 2016.

Dessa maneira, pela alta variabilidade entre os periodos de coletas
dos méis florais e pela inexisténcia de coletas dessas amostras nos
mesmos meses, inviabilizou-se a comparacdo dos resultados obtidos
nesse trabalno em relacdo ao periodo de colheita e condicdes
meteorolégicas que pudessem evidenciar alguma influéncia na
concentracdo de AOA nas amostras de méis florais.

As amostras de méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella
Benth.) coletadas exatamente nos mesmos periodos, maio e junho, porém
pertecentes a regides geograficas diferentes, ou seja, Lages e Urubici
(maio); Sdo Joaquim e Bom Retiro (junho) (Consultar Apéndice H),
também apresentaram variabilidade na concentracdo da maioria dos AOA
nos méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.). Por
exemplo, o &cido maleico presente nos méis de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Benth.) oriundos das cidades de Lages e Urubici,
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ambos coletados nos meses de abril e maio, apresentaram concentracéo
de 40,94 mg 100 g e 53,99 mg 100 g™, respectivamente (Tabela 23). E
para 0s méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.)
coletados no més de Junho nas cidades de Sdo Joaquim e Bom Retiro, a
concentracdo de acido maleico foi de 41,64 mg 100 g™ e 79,10 mg 100 g°
! respectivamente (Tabela 23).

Essa variabilidade, conforme descrita no paragrafo acima, foi
observada em praticamente todos 0s AOA que foram quantificados nos
méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.), com excecédo do
acido glicolico (Tabela 23), que manteve concentragdes muito préximas
para os méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.)
coletados nas cidades de Lages e Urubici, ambos no mes de maio,
apresentando concentracdes de 90,08 e 100,64 mg 100 g™ de écido
glicdlico, respectivamente. O mesmo aconceteceu para 0s méis de melato
de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.), coletados no més de junho nas
cidades de S&o Joaquim e Bom Retiro, apresentando pequena varia¢do na
concentracdo de acido glicdlico, as quais foram de 97,85 e 98,06 mg 100
g, respectivamente.

Segundo dados disponibilizados pelo Centro de InformagGes de
Recursos Ambientais e de Hidrometeorologia de Santa Catarina
(CIRAM), as temperaturas (minima, média e maxima) e a precipitacao
(soma da chuva, neve e granizo em 24 h) referentes aos meses de coleta
dos méis (floral e melato) do ano de 2016, apresentaram pouca varia¢do
guando comparados as mesmas épocas de colheita. Para maiores
informacdes, consultar Apéndices G e H.

Dessa maneira, ficou inviabilizado a justificativa da grande
variabilidade da concentragdo dos AOA presentes nos méis de melato de
bracatinga, por meio dos dados meteoroldgicos e épocas de colheita.
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10 CONCLUSOES

O software Peakmaster® foi uma ferramenta importante no
desenvolvimento do método proposto pois, apresentou separacdo
eletroforética dos AOA em tempo inferior a 10 minutos além de,
possibilitar a escolha

» Dos 14 AOA: maleico, malbnico, fumarico, tartarico, férmico,
citrico, malico, glicolico, latico, glucdnico, succinico, glutarico,
acético e propidnico que integraram os analitos de interesse no
método proposto

» Do co-ion e contra-ion: &cido ftalico na concentracdo de 20
mmol L' e TRIS na concentracdo de 14 mmol L7
respectivamente, que integraram o BGE

» Do padréo interno: &cido glioxilico

» Dos parametros analiticos: tensdo de separacdo (15kV),
dimensdes do capilar (Lt 60,5 cm e Le 52 cm), polaridade na
injecdo (negativa) e modo de detecgdo (indireto)

A partir das simulaces pelo Peakmaster® foi evitado que na
pratica ocorresse a utilizacdo exagerada e/ou desnecessaria de reagentes e
padrdes, dessa forma, minimizando a geracao de residuos quimicos além
de, simular eletroferogramas com resultados muitos similares aos obtidos
experimentalmente.

Apesar da maioria dos parametros serem escolhidos por meio de
simulacGes, as escolhas das concentracdes de CTAB e de CaCl, foram
realizadas experimentalmente, porém estas, apresentaram pouca
contribuicdo para a geracdo de residuos quimicos, visto que, foram
utilizados volumes na ordem de nanolitros.

O método proposto associado a técnica de eletroforese capilar
demonstrou potencialidade na separac¢do simultdnea de 14 AOA, visto
que, apresentou resultados analiticos confiaveis durante a verificagdo dos
pardmetros de validacdo: linearidade, seletividade, precisdo, exatidao,
LOD e LOQ, robustez, além de néo ser evidenciado efeito de matriz.

Apos a validagdo, o método pode ser aplicado na determinacdo de
AOA em amostras de méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella
Benth.) e florais das cidades de Lages, S&o Joaquim, Urupema, Urubici e
Bom Retiro.

Em todas as amostras de méis (floral e melato) analisadas, o &cido
gluconico foi majoritariamente determinado, porém em mel de melato de
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bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) o acido gluconico apresentou
concentrac@es superiores quando comparado ao mel floral.

Os é&cidos malbnico e glicélico foram quantificados pela primeira
vez em mel de melato e mel floral e o acido latico quantificado pela
primeira vez em mel de melato, sendo que, nesse estudo o &cido latico foi
0 segundo &cido em maior concentracdo em méis de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Benth.).

A elevada variabilidade na concentracdo de AOA nas amostras de
méis (floral e melato) pode estar relacionada, principalmente, com as
diferentes regiGes geogréaficas, além das diferentes épocas de colheitas
dos méis.

O método desenvolvido e validado tem potencialidade para ser
aplicado na determinacdo de AOA em outras matrizes alimentares, por
exemplo, sucos, frutas, produtos fermentados (vinhos, cervejas, queijos,
paes, iogurtes), produtos embutidos fermentados (salame de diversos
tipos, linguica, pepperoni ), entre outros.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

S&o pertinentes diversas sugestfes para estudos futuros. Em um
contexto geral, é interessante aumentar a aplicabilidade do método
validado, ou seja n > 5, para viabilizar a utilizacdo de andlises
guimiométricas e, dessa maneira, 0 acido citrico poderia ser utilizado
como um parametro de discriminacéo entre os méis de melato e florais.

Avaliar a presenca dos AOA no polen e/ou exsudato, conforme a
disponibiliade dessas matérias-primas e, por meio de analises
quimiométricas correlacionar a presenca dos AOA determinados nas
matérias-primas com 0s AOA determinados nos méis, para elucidar a
variabilidade dos resultados obtidos nesse trabalho, bem como, a origem
e/ou formacdo de AOA ainda desconhecidos.

Avaliar o pardmetro incerteza de medicdo levando em
consideragdo as fontes de incerteza:

» Curvas de calibragdo: grau de pureza dos padrfes, massa e
volume no preparo das solugdes estoque e as dilui¢cBes no
preparo das curvas de calibracao;

Precisdo intra-ensaio ou repetibilidade;

Precisdo inter-ensaio ou precisao intermediaria;

Exatidao;

Preparo de amostras: massa da amostra, volume do
recipiente (baldo volumétrico, eppendorf) e dilui¢Ges.

YV VY

Para verificar quais das fontes relatadas acima podem ter maior
contribuicdo para a incerteza do método proposto.

No preparo dos pontos da curva de calibracdo, considerar que a
faixa de concentracdo do acido glucdnico inicie em maiores teores, uma
vez que, o &cido glucdnico € majoritario nos méis. Entéo, uma faixa de
concentracdo inicial superior a 40 mg L™, por exemplo, poderia ser uma
maneira de evitar diversas diluicbes durante a analise das amostras, as
quais, foram necessarias nesse estudo.
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APENDICE

APENDICE A - ELETROFORESE CAPILAR

Devido a fatores geométricos (grande éarea superficial interna
comparada ao volume total), um capilar possibilita a dissipagéo eficiente
do calor, gerado pela passagem da corrente elétrica, controlando de forma
eficiente o efeito joule. Além disso, a alta resisténcia elétrica do capilar
permite a aplicacdo de campos elétricos elevados (30000 Volts)
resultando em separacfes de alta eficiéncia e em menores tempos
(TAVARES, 1995, 1997).

Um equipamento de CE consiste basicamente de um sistema de
injecdo, coluna capilar (usualmente de silica fundida pois apresenta boa
condutividade térmica e transparéncia na regido do UV-vis) onde ocorre a
separacdo, fonte de alta tensdo, dois reservatorios que podem acomodar
tanto o capilar e os eletrodos, detector e um sistema para obtencdo e
tratamento dos dados (LANDERS, 2008). Na auséncia de um campo
elétrico, 0 movimento dos ions € aleatorio, porém, quando as espécies
carregas estdo sob a acdo do campo elétrico, movem-se numa distribuicdo
menos aleatdria resultando na separagdo. lons carregados positivamente
movem-se em direcdo ao catodo (eletrodo de carga negativa) e ions
carregados negativamente movem-se em direcdo ao anodo (eletrodo de
carga positiva)(WHATLEY, 2001).

Em CE as amostras podem ser introduzidas no capilar por métodos
eletrocinéticos ou hidrodindmicos (TAVARES, 1995). Na injecdo
eletrocinética a amostra ¢ introduzida no capilar devido a uma variacio de
potencial que se forma ao longo do tubo. Como consequéncia, a
guantidade de material injetado é uma fungdo da mobilidade
eletroforética do soluto, das condutividades da amostra e do eletrdlito e
da grandeza do EOF. No modo de injecdo hidrodindmica, a amostra é
introduzida no capilar por meio de um gradiente de pressdo (pressao
positiva, vacuo, sifonagem) que se estabelece entre o reservatorio do
eletrélito e o capilar, sendo assim, o volume injetado depende do tempo
de injecdo, dimensdes do capilar e viscosidade da solu¢do tampédo (DA
SILVA et al., 2007).

Diferentes sistemas de deteccdo, cada qual adequado para a
aplicacdo requerida, podem ser utilizados em CE. Devido a maior
aplicabilidade o0s detectores com absorcdo molecular na regido
ultravioleta/visivel (UV-vis, 200 a 900 nm) sdo os mais utilizados no
sistema de CE, uma vez que possuem baixo custo e atendem a uma
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consideravel gama de compostos (OMAR; ELBASHIR; SCHMITZ,
2017). Além disso a versatilidade desse detector permite que 0s
compostos sejam detectados de forma direta ou indireta. A deteccdo por
absorcao direta é restrita a espécies que absorvam na regido do UV-vis,
ou seja, para analitos que possuem grupos cromdéforos, a deteccdo é
realizada pela medida da absor¢do dos ions quando esses passam pelo
detector. Para compostos que apresentam baixa absortividade molar ou
gue ndo possuem grupos comoforos, a deteccdo por absorcao na regido do
UV-vis é efetuada indiretamente. Nesse caso, um cromdforo é adicionado
ao eletrélito e o detector recebe um sinal continuo devido a presenca
deste composto. A deteccdo do analito é efetuada indiretamente pela
diminuicdo da absorvlncia (ou sinal) do eletr6lito devido ao
deslocamento do anion croméforo do eletrélito pelo anion do soluto,
durante a passagem deste pelo detector (JAGER; TAVARES, 2001).
Além do detector UV-vis, outros detectores podem ser utilizados em CE,
sendo eles: indice de refracdo; condutividade; absorbancia; fluorescéncia
e espectrometria de massas.

A utilizacdo de capilares de silica fundida nas separacdes por EC
introduziu um importante  fenbmeno denominado de EOF
(COLOMBARA; TAVARES; MASSARRO, 1997). O EOF &
consequéncia de uma interacdo entre a solugdo e a superficie interna do
capilar, os grupos silandis na superficie interna do capilar tém caréater
acido e, em contato com o meio aquoso (pH acima de 2), sofrem
dissociacdo (forma ionizada), fazendo com que a carga da superficie
interna do capilar torne-se negativamente carregada (COLOMBARA,;
TAVARES; MASSARRO, 1997; LANDERS, 2008) enquanto que 0s
prétons H* provenientes da parede do capilar serdo liberados e difundidos
no seio da solucdo que preenche o capilar.

Quando a diferenca de potencial é aplicada, estes cations migram
em direcdo ao catodo juntamente com as moléculas de dgua que solvatam
todos estes ions, induzindo o aparecimento de um fluxo de liquido no
capilar, denominado EOF, ilustrado na Figura 20. Dentro do tubo capilar,
0 EOF ¢ caracterizado por um perfil radial constante da velocidade, ndo
contribuindo, portanto, para o alargamento das bandas (TAVARES,
1995).
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Figura 20- Representacao esquematica do fluxo eletrosmético normal.
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Fonte: Adaptado de Costa (2009).

Dessa forma, o EOF é responsavel pela conducdo dos solutos na
direcdo do detector, sem distingdo de carga, permitindo assim a separacdo
simultanea de amostras contendo solutos cationicos, neutros e anibnicos
com alta eficiéncia (COLOMBARA; TAVARES; MASSARRO, 1997;
TAVARES, 1997).

Adicionalmente, a suscetibilidade do EOF a variacbes de pH
requer que o tampdo apresente constancia no valor de pH além de baixo
valor de absorvancia no comprimento de onda selecionado para a analise,
e baixa mobilidade para minimizar a geracdo de calor por efeito Joule.
Além disso, a escolha do tampdo estd vinculada a considera¢des sobre a
forma da banda, tampdes contendo ions com mobilidade semelhante a do
soluto previnem distorcGes no perfil do pico eletroforético e minimizam o
seu alargamento (TAVARES, 1997).

A presenca do EOF imp8e caracteristicas intrinsecas nas
separacBes de anions por CE e 0s possiveis mecanismos de separagdo
podem ser divididos em dois modos: contra-eletrosmoético e co-
eletrosmético (COLOMBARA; TAVARES; MASSARRO, 1997),
conforme representado na Figura 21.
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Figura 21- Representacdo esquematica dos modos de separacdo em CE.
(A) contra-eletrosmético e (B) co-eletrosmatico.
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Polaridade > . .
. . [ invertido
invertida
_ @ ANALITO 5, +

Mobilidade observada = mobilidade EOF + mobilidade analito

Fonte: Adaptado de Costa (2009) e Colombara, Tavares e Massaro
(1997).

Em (A), a amostra é introduzida no capilar pela extremidade em
que o eletrodo encontra-se carregado positivamente (4&nodo) e a separacéo
¢ conduzida sob fluxo eletrosmético normal ou modo contra-
eletrosmético, ou seja, o0 analito (anion) migra no sentido oposto ao EOF,
o qual é responsavel por “carrega-lo” ao detector, uma vez que a
mobilidade do EOF serd& maior que a mobilidade do éanion
(COLOMBARA; TAVARES; MASSARRO, 1997).

Em (B) a amostra é introduzida no capilar pela extremidade em
que o eletrodo encontra-se carregado negativamente (catodo). Nesse caso,
a polaridade e o EOF foram invertidos e nessa condigdo, ambos migram
na mesma direcdo, ou seja, no modo co-eletrosmatico, possibilitando a
deteccdo de todos os componentes da mistura em um tempo
apreciavelmente curto, visto que, as mobilidades vetoriais sdo somadas
(COLOMBARA; TAVARES; MASSARRO, 1997).



123

APENDICE B- Influéncia dos parametros analiticos avaliados em relacdo a area corrigida para os 4cidos organicos

alifaticos.
Area Corrigida
Acido Tenséo pH Temperatura Presséo Co(rj:pg:&znto -[Zn\:e?;e(rf TF :;g;%ge
A M A M A M A M A M A M A M

1 0,026 0,003 -0,019 -0,010 -0,052 -0,038 -0,014 -0001 0,360 0,113 -0,010 0,030 -0,019 -0,002
2 -0,006 -0,004 0,070 -0,009 -0,368 -0,121 -0,002 0,002 -0046 0,012 0001 0,001 -0,059 0,005
3 0,021 -0,006 0046 -0001 -0,096 -0,034 0013 0010 0,346 0114 0011 0,007 0,012 0,003
4 -0,016 -0,011 0,028 -0,002 -0500 -0,169 -0,013 0,001 -0049 -0,002 0,002 0,003 -0,021 0,003
5 0,003 -0,048 0,012 -0077 -0332 -0,199 -0,013 -0,028 -0,011 -0,031 0,022 -0,047 0,000 -0,040
6 -0,066 -0,015 0,080 0,018 -0527 -0,176 -0,005 0,000 -0072 0,005 -0,007 0,004 -0,065 -0,004
7 -0,019 -0,011 0,044 0,007 -0467 -0,244 -0,020 0,006 -0061 -0,007 -0,008 0,012 -0,042 -0,003
8 -0,030 -0,006 0,069 -0,050 -0,393 -0,172 -0,006 -0,008 -0,046 -0,012 0,006 0,005 -0,037 0,000
9 -0,024 -0,001 0,027 000 -0,355 -0,301 -0,029 -0,015 -0,020 0,006 0,004 0,016 0,014 0,042
10 -0,027 0,017 0,003 0,01 -0457 -0946 -0,022 0036 -0028 -0,009 0,034 0069 -0019 -0,016
11 -0,051 0,004 0,125 0,065 -0,429 -0,235 -0,026 0,016 -0,077 0,016 0,016 0,012 -0,057 0,002
12 -0,014 0,009 0,049 -0,006 -0477 -0,479 -0,013 0,008 -0,102 0,005 0,037 -0,009 -0,039 -0,003
13 0,000 -0,038 0,054 0,189 -0,372  -0,229 0,016 0,070 -0,076 0,050 0,014 0,068 -0,025  -0,050
14 0,013 0,025 0,066 0,047 -0,413  -0,105 0,011 0,025 -0,085  -0,010 0,024 -0,008 -0,038 0,006

Legenda: 1- maleico; 2- maldnico; 3- fumaérico; 4-
gluconico; 11- succinico; 12- glutarico; 13- acético; 14- propibnico; A- curva em solugdo aquosa; M- curva em matriz.

tartarico;

5- formico; 6- citrico; 7- malico; 8- glicdlico; 9- latico; 10-
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APENDICE C- Influéncia dos parametros analiticos avaliados em relacéo a area corrigida para os acidos organicos

alifaticos.
Tempo corrigido
Acido Tenséo pH Temperatura Presséo Co(rj:pg:&znto -[Zn\:e?;e(rf TF :;g;%ge
A M A M A M A M A M A M A M

1 0,000 -0,001 0,005 0,006 0,000 0,000 0,001 0,001 -0,001 0,000 0,000 0,001 -0,002 0,000
2 0,000 0,000 0,002 0,003 0,000 0,000 0,001 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 -0,002  -0,001
3 0,000 -0,001 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -0,001 0,000
4 0,000 -0,001 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -0,001 0,000
5 0,000 -0,001  -0,004 -0,004 0,000 -0,001 0,000 0,000 0,000 -0,001 0,000 0,000 0,001 0,000
6 0,000 -0,001 0,002 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,001
7 0,000 -0,001 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,001
8 -0,000  -0,002 -0,001 0,000 0,000 -0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,002
9 -0,001  -0,002 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,003
10 -0,001  -0,002 0,002 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 -0,001 0,000 0,000 0,000 0,002 0,004
11 -0,002  -0,003 0,003 0,005 0,000 0,000 0,000 0,000 -0,001 0,000 -0,001 0,000 0,003 0,004
12 -0,003  -0,004 0,005 0,007 -0,001  -0,001 0,000 0,000 -0,001 0,000 -0,001 0,000 0,003 0,004
13 -0,004  -0,005 0,008 0,011 -0,001  -0,001 0,000 0,000 -0,001 0,000 -0,001 0,000 0,003 0,005
14 -0,004  -0,005 0,009 0,011 -0,001  -0,001 0,000 0,000 -0,002 0,000 -0,001 0,000 0,003 0,005

Legenda: 1- maleico; 2- maldnico; 3- fumarico; 4- tartarico; 5- férmico; 6- citrico; 7- malico; 8- glicolico; 9- latico; 10-

gluconico; 11- succinico; 12- glutarico; 13- acético; 14- propibnico; A- curva em solugdo aquosa; M- curva em matriz.
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APENDICE D- Influéncia dos parametros analiticos avaliados em relacdo a concentracdo para os &cidos organicos

alifaticos.
Concentragéo
Acido Tenséo pH Temperatura Presséo Cocrjrépgrrgznto -[Zn\:;;e(rjr? TF :;&%ge
A M A M A M A M A M A M A M

1 0,013 0,001 -0,009 -0,005 0,010 -0,0038 -0,007 0,000 0,177 0,055 -0,005 0015 -0,010 -0,001
2 -0,001  -0001 0,014 -0,002 0,004 0,001 0,000 0,000 -0,009 0,002 0,000 0,000 -0,012 0,001
3 0,010 -0,002 0,023 0,000 0,000 0,001 0,006 0,005 0,170 0,056 0,006 0,004 0,006 0,001
4 -0,002  -0,002 0,004 0,000 0003 -0001 -0,002 0,000 -0008 0,000 0,000 0,001  -0,003 0,000
5 0,001 -0015 0004 -0025 -0,004 -0,020 -0,004 -0,009 -0,004 -0,010 0,007 -0015 0,000 -0,013
6 -0,008  -0,002 0,012 0,003 -0,001 0000 -0001 0000 -0011 0001 -0001 0,001 -0,010 -0,001
7 -0,003  -0,002 0,007 0,001 0004 0001 -0003 0001 -0010 -0,001 -0,001 0,002 -0,007 -0,001
8 -0,007 -0001 0,015 -0,011 -0,001 -0,003 -0,001 -0,002 -0,010 -0,003 0,001 0,000  -0,008 0,000
9 -0,006 0,000 0,006 0,024 0,000 0006 -0007 -0,004 -0,005 0,001 0,001 0,004 0,003 0,010
10 -0,006 0,004 0,001 0,021  -0,002 -0,009 -0,0056 0,008 -0,006 -0,002 0,007 0,014 -0,004 -0,003
11 -0,010 0,001 0,023 0,012 0,001 0,000 -0,005 0,003 -0,014 0,003 0,003 0,002 -0,011 0,000
12 -0,002 0,002 0,009 -0,000 0000 -0,002 -0,002 0001 -0018 0,001 0,007  -0,002 -0,007 -0,001
13 0,000 -0,009 0,013 0,046 -0,003 -0,017 0,004 0,017 -0,019 0,012 0,004 0,017  -0,006 -0,012
14 0,003 0,006 0,015 0,011  -0,008 0,002 0,002 0006 -0,020 -0,002 0,006 -0,002 -0,009 0,001

Legenda: 1- maleico; 2- malbnico; 3- fumarico; 4-
glucdnico; 11- succinico; 12- glutarico; 13- acético; 14- propidnico; A- curva em solugdo aquosa; M- curva em matriz.

tartarico; 5- férmico; 6- citrico; 7- malico; 8- glicolico; 9- latico; 10-
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APENDICE E- Influéncia dos parametros analiticos avaliados em relacdo a simetria para os acidos organicos

alifaticos.
Simetria
Acido Tenséo Temperatura Presséo Cocrjrépgrrgznto -[Zn\:;;e(rjr? TF :;&%ge
A M A M A M A M A M A M A M
1 0,050 0,029 -0,033 -0011 0,009 -0,040 -0,010 -0,114 0,443 0,208 0,032 0,091 -0,097 -0,004
2 0,018 -0,009 0020 0,049 0,001 -0,004 0004 -0012 0,223 0,099 0,005 -0,003 -0,062 -0,009
3 -0,005  -0,010 -0,002 -0,042 -0,004 -0,005 0,008 -0,030 0,079 0,023 -0,021 0,022 -0,051 0,010
4 0,000 -0,007 0,004 -0,003 0,001 0,006 0,009 0,004 0,005 0,014 -0,004 0,005 0,001 -0,005
5 -0,004 0125 -0250 -0,153 0,006 0,102 0,005 0114 -0,231 -0,135 0,001 0,109 0,016 0,072
6 0,000 0005 -0,023 -0011 0,003 0,002 0,001 0,002 -0,084 -0,088 0,005 0,000 0,005 -0,009
7 -0,008 -0008 -0,010 0022 -0004 0,010 0007 0002 -0201 -0,140 0,002 -0,001 0,038 0,005
8 -0006 0,013 -0,010 0072 0004 -0003 0004 0020 -0309 -028 0,010 0,011 0,047 0,031
9 -0011  -0,006 -0,037 -0,091 -0015 -0,074 -0,004 0009 -0291 -0,224 0,020 0,033 0,022  -0,008
10 -0013  -0014 0001 -0,023 0,003 -0019 -0,007 -0,004 -0370 -0,500 0,003 0,003 0,040 0,048
1 -0,008 -0011 -0,023 -0,007 -0,003 0,000 0,002 -0,005 -0461 -0405 -0,002 0,007 0,043 0,015
12 -0,007  -0013 -0,013 -0,002 -0,007 -0,012 -0,0056 -0,009 -0491 -0424 -0,003 -0,004 0,041 0,016
13 -0015 0,097 -0011 0001 -0001 0,08 -0,007 -0,105 -0564 -0,637 0001 -0,077 0,008 0,133
14 -0009 -003 -0014 0072 0003 0,009 -0,002 0028 -0511 -0575 0,003 -0046 0,024 -0,028

Legenda: 1- maleico; 2- malbnico; 3- fumarico; 4- tartarico; 5- formico; 6- citrico; 7- malico; 8- glicolico; 9- latico; 10-

glucdnico; 11- succinico; 12- glutarico; 13- acético; 14- propidnico; A- curva em solugdo aquosa; M- curva em matriz.
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APENDICE F- Influéncia dos parametros analiticos avaliados em relacdo a resolucdo para os &cidos organicos

alifaticos.
Resolucao
Acido Tenséo pH Temperatura Presséo Cocrjrzapgrr:&i‘nto -[Zn\:g;e(rjr? TF :;g;%ge
A M A M A M A M A M A M A M

1 0,965 0071 -1070 -0,127 0997 -0,084 -0962 -0,090 1,077 0,000 -0944 0,156 -0,983 0,017
2 -0,105 0,022 -0,179 0,123 0,037 -0,025 -0,0016 -0,010 -0,026 0,057 -0,018 0,000 -0,021 0,000
3 0,025 0,012 0,019 0,038 0,020 0,039 0,027 -0,068 0,026 0,053 -0,039 0,024 -0,040 0,008
4 0,022 0,063 -0122 -0,124 0,038 0,057 -0,009 0,036 -0,028 0,015 -0,022 0,055 0,052 0,079
5 -0037 -0411 -0054 0,310 0,002 -0512 0,016 -0437 -0,076 0,297 0,014 -0,404 -0,040 0,266
6 -0083 -0525 -0075 0621 -0095 -0613 0051 -0614 -0,060 0,597 0,042 -0564 -0,025 0,647
7 -0021 -0483 -0,029 0,437 0,037 -0595 0,036 -0436 -0,048 0,527 0,048 -0,418 -0,042 0,582
8 0,057 -0,960 0,035 0,772 0013 -0962 0026 -0941 0,007 0,921 0,038 -0,980 0,011 0,904
9 0,010 -0537 -0,017 0,561 0,006 -0518 0,002 -0531 -0,006 0553 -0,016 -0,511 0,061 0,606
10 0,028 -0,246 0,049 0,172 0,018 -0,199 0,039 -0,208 -0,035 0,245 0,037 -0,271 0,007 0,240
1 0,006 -1503 -0032 1475 0001 -1476 -0002 -1472 0055 1534 -0047 -1472 0011 1,485
12 -0,007 -0542 -0,090 0,460 0,044 -0,480 -0,010 -0,617 0,010 0,513 0,006 -0,645 0,031 0,532
13 -0,018 -0521 0,041 0,615 0,027 -0,490 0,020 -0,498 0,013 0545 -0,026 -0,463 0,039 0,431
14 0,763 -0,677 0,794 0918 0623 -0544 0788 -0739 -0595 0,635 -0,746 -0587 -0,629 0,59
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APENDICE G- Dados meteoroldgicos referentes aos meses de coleta de mel floral e localizagdo geografica das
cidades de Lages, Sdo Joaquim Urubici, Uupema e Bom Retiro do estado de Santa Catarina.

" —
Mistura Local Més de coleta T(lemperatuta (mensal){ Precipitacao™ Localizagéo geografica*
Méd. MAax. (soma mensal)
Setembro 2,3 13,4 26,6 107,9 Altitude: 937 m
1 Lages Latitude: 27°48'33"
Novemro 53 17,3 28,8 73,8 Longitude: 50°19'42"
Agosto -2,0 10,7 25,0 99,0 Altitude: 1376m
2 Sé&o Joaquim Latitude: 28°16'35"
Outubro 1,8 12,8 25,0 216,2 Longitude: 49°56'02"
Altitude: 1592 m
3 Urubici Novembro 2,5 13,3 24,4 72,0 Latitude: 28°04'01"
Longitude: 49°38'24"
Janeiro n.d 18,1 n.d 94,2 Altitude: 1315 m
4 Urupema Latitude: 27°57'45"
Junho n.d 6,3 n.d 314

Longitude: 49°53'11"
Altitude: 865 m
5 Bom Retiro Abril nd n.d n.d 217,0 Latitude: 27°49'01"
Longitude: 49°36'45"
Legenda: Min - Minima; Méd - Média; Max - Maxima; n.d — ndo disponivel no banco de dados.
Fonte: CIRAM*
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APENDICE H- Dados meteoroldgicos referentes aos meses de coleta de mel de melato de bracatinga e localizacio
geografica das cidades de Lages, Sdo Joaquim Urubici, Uupema e Bom Retiro do estado de Santa Catarina.

Temperatura (mensal)* Precipitagdo*

(soma mensal)

Localizagéo geografica*

Altitude: 937 m
Latitude: 27°48'33"
Longitude: 50°19'42"

Altitude: 1376 m
Latitude: 28°16'35"
Longitude: 49°56'02"

Altitude: 1592 m
Latitude: 28°04'01"
Longitude: 49°38'24"

Altitude: 1315 m
Latitude: 27°57'45"
Longitude: 49°53'11"

Mistura Local Meés de coleta

Abril

1 Lages )
Maio

2 S&o Joaquim Junho

3 Urubici Maio
Abril

4 Urupema .
Maio

5 Bom Retiro Junho

Altitude: 865 m
Latitude: 27°49'01"
Longitude: 49°36'45"

Legenda: Min - Minima; Méd - Média; Max - Maxima; n.d — ndo disponivel no banco de dados.

Fonte: CIRAM.
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