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RESUMO

O mel é produzido pelas abelhas a partir do néctar coletado de flores
(méis florais) ou por meio de secre¢Bes de plantas ou de excregdes de
insetos sugadores de plantas (méis de melato). No Brasil, principalmente
no Estado de Santa Catarina, existe a ocorréncia do mel de melato de
bracatinga (Mimosa scabrella Bentham), produzido pelas abelhas a
partir das excrec¢@es oriundas do mutualismo entre a cochonilha (insetos
identificados dos géneros Tachardiella sp. e Stigmacoccus sp.) e a
arvore da bracatinga. A diferenciacdo de origem entre méis florais e de
melato é um desafio, e, tradicionalmente € realizada por meio do estudo
melissopalinolégico, analise complexa que muitas vezes ndo fornece
resultados satisfatdrios. Nesse contexto, o presente estudo teve como
objetivo avaliar possiveis marcadores de diferenciacdo e autenticidade
de méis de melato de bracatinga como forma de auxiliar sua
diferenciacdo de méis florais produzidos em mesmas regies do estado
de Santa Catarina. Os resultados obtidos demonstram que o teor de
minerais pode ser utilizado como um possivel marcador de autenticidade
uma vez 0 potassio esteve presente em niveis superiores em méis de
melato de bracatinga quando comparado aos méis florais produzidos na
mesma regido (teores médios de 5416 mg 100 g* e 1951 mg 100 g™,
respectivamente) e 0 manganés ndo foi encontrado em niveis detectaveis
nas amostras de mel de melato avaliadas. O perfil colorimétrico também
revelou-se como uma caracteristica especifica desse tipo de mel capaz
de diferencia-lo de méis florais. Ainda, os parametros fisico-quimicos,
em especial a condutividade elétrica, capacidade redutora pelo método
de Folin-Ciocalteu, capacidade redutora de ferro (FRAP), capacidade de
desativacdo do radical 2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), glicose e
acidez livre mostraram-se suficientes e capazes de promover a correta
distincdo desses méis. O perfil espectrofotométrico das amostras de mel
de melato de bracatinga e de méis florais, associados a analise
quimiométrica, também permitiu classificar e diferenciar as distintas
classes de mel. Quanto a deteccdo de fraudes, o teor de minerais e 0
perfil colorimétrico foram capazes de promover a diferenciacdo entre
méis de melato de bracatinga puros e amostras adulteradas em
laboratério com adicdo de mel floral (nas proporcbes de 95:5, 85:15,
75:25, m/m), confirmando esses parametros como importantes na
determinacdo de adulteragfes. Como conclusdo, este estudo demonstrou
a aplicabilidade de diferentes métodos analiticos aliados a estatistica no
fornecimento de informacGes importantes, capazes de evidenciar a
autenticidade e deteccdo de fraudes de méis de melato de bracatinga.



Palavras-chave: Analise quimiométrica. Pardmetros de identidade e
qualidade. Adulteracéo.



ABSTRACT

Honey is produced by bees from nectar collected from flowers (blossom
honeys) or through plant secretions or excretions of plant-sucking
insects (honeydew honeys). In Brazil, principally in the State of Santa
Catarina, there is the occurrence of bracatinga honeydew honey
(Mimosa scabrella Bentham), produced by the bees from the exudate
obtained through the mutualism between the cochineal (insects of the
genus Tachardiella sp. and Stigmacoccus sp.) and the bracatinga tree
(Mimosa scabrella Bentham). The differentiation of botanical origin,
mainly between blossom honeys and honeydew honey, is a challenge,
and it is traditionally performed through the melissopalinological study,
a laborious analysis that often does not provide satisfactory results.
Therefore, the present study had as objective to evaluate possible
markers of differentiation and authenticity of bracatinga honeydew
honey as a way of helping their differentiation between blossom honeys
produced in the state of Santa Catarina. The results obtained
demonstrate that the mineral content can be used as a possible marker of
authenticity since potassium was present at higher levels in honeydew
honeys when compared to floral honey (mean levels of 5416 mg 100 g™
to 1951 mg 100 g™, respectively). In additionally, manganese was not
found at quantifiable levels in this type of honey. The colorimetric
profile was also revealed as a specific characteristic in this type of
honey. In addition, the set of physicochemical parameters, especially the
electrical conductivity, reducing capacity of Folin-Ciocalteu, ferric
reducing antioxidant power (FRAP), free radical scavenging activity
(DPPH), glucose and free acidity showed sufficient and capable of
promoting the correct distinction of these honeys. The
spectrophotometric profile of bracatinga honeydew honey and blossom
honeys, associated with chemometric analysis, was able to classify and
differentiate the different classes of honey. Still, regarding the
physicochemical parameters evaluated, the mineral content and color
were able to promote the differentiation of honey from pure bracatinga
honeydew honey and adulterated with floral honey (in the proportions of
95: 5, 85:15, 75: 25) demonstrating that they would also be good
parameters indicative of adulteration. Therefore, study demonstrated the
applicability of different analytical methods allied to statistics in the
provision of important information capable of evidencing the
authenticity and detection of frauds of bracatinga honeydew honeys.


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/antioxidant

Keywords: Chemometric analysis. Parameters of identity and quality.
Adulteration.
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INTRODUCAO

O mel é um alimento doce composto por macro e micronutrientes
que atribuem propriedades nutricionais e terapéuticas ao produto
(KHALIL et al., 2015; KATEEL et al., 2018; BERGAMO et al.,
2018b). Os méis produzidos em maior abundancia sdo oriundos da
espécie Apis mellifera e sdo classificados de acordo com sua origem:
floral ou melato (BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS
COMMISSION, 2001; EUROPEANCOMMISSION, 2002).

Enquanto que os méis de origem floral sdo produzidos a partir do
néctar das flores, os méis de melato sdo caracterizados como um produto
obtido a partir de secrecGes de plantas ou de excre¢Bes de insetos
sugadores de plantas (BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS
COMMISSION, 2001; EUROPEANCOMMISSION, 2002).

Os méis de melato sdo amplamente consumidos principalmente
por consumidores europeus (SIMOVA et al., 2012; PITA-CALVO;
VAZQUEZ, 2017) e, é neste mercado que o mel de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham) ganhou destaque nos dltimos anos. Este
mel é produzido principalmente na regido do planalto serrano do Estado
de Santa Catarina, Brasil, com menor ocorréncia nos estados do Rio
Grande do Sul e Parana, sendo que quase toda a sua producdo €
exportada. Considerado um produto muito peculiar, é produzido apenas
a cada dois anos, coincidentemente em anos pares, por abelhas da
espécie Apis mellifera a partir de excregdes agucaradas liberadas por
insetos dos géneros Tachardiella sp. e Stigmacoccus sp. que se
reproduzem nas arvores da bracatinga e utilizam seu floema como
alimento (MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN, 2014; WOLFF;
WITTER; LISBOA, 2015).

As caracteristicas Unicas do mel de melato de bracatinga
associado a alta demanda pelo produto e preco de mercado, demonstram
a importancia de se verificar a autenticidade e a qualidade deste mel,
uma vez que esta sujeito a adulteracdes. Nesse contexto, torna-se
importante avaliar e definir os principais pardmetros de identidade e
qualidade fisico-quimicas dessa importante classe de mel, uma vez que
existem poucos estudos publicados sobre esse assunto (CAMPOS et al.,
2000, 2003; MARIANO-DA-SILVA; MARIANO-DA-SILVA;
COSTA-NETTO, 2011; SERAGLIO et al., 2016, 2017, AZEVEDO et
al., 2017b, 2017a). Ainda, a identificacdo de possiveis marcadores de
autenticidade € Util, uma vez que esse produto é susceptivel a fraudes,
principalmente pela adicdo de méis florais de baixo valor comercial,
para aumentar o rendimento (BERGAMO et al., 2018a).
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Considerando o crescente consumo de mel de melato de
bracatinga e a escassez de informacdes sobre a sua composi¢do, bem
como parametros que definam sua autenticidade e diferenciacdo de méis
florais, este estudo teve como objetivo investigar as principais
caracteristicas fisico-quimicas de méis de melato de bracatinga e de
méis florais produzidos no estado de Santa Catarina, Brasil, buscando
pardmetros que diferenciem essas distintas classes de mel e possiveis
adulteracBes ocasionadas por misturas entre méis de diferentes origens
boténicas.
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CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA
1 Mel de Melato de Bracatinga (Mimosa scabrella Bentham)

As abelhas pertecem ao filo Arthropoda, classe Insecta, subclasse
Pterygota, ordem Hymenoptera, subordem Apdcrita, superfamilia
Apoidea e familia Apidae. A familia Apidae possui duas subfamilias:
Apinae — possuem ferrdo (abelhas do género Bombus e Apis) e
Meliponinae — ndo possuem ferrdo (ITAGIBA, 1997). Estima-se que
existam mais de 16 mil espécies distintas de abelhas (RECH et al.,
2014).

A espécie Apis mellifera (Figura 1.1), é oriunda do continente
europeu e foi introduzida no Brasil no século XIX. Nesse periodo,
diversas espécies e subespécies foram trazidas para o pais como a Apis
mellifera ligustica (Italia), Apis mellifera mellifera (Alemanha) e Apis
mellifera carnica (Austria). Devido a dificuldade de adaptacdo com o
clima e a baixa produtividade, em 1956 a subespécie Apis mellifera
scutellata foi trazida do continente africano por acreditar-se que se
adaptaria mais facilmente as condi¢des climaticas. No entanto, essas
abelhas acabaram cruzando com as outras espécies ja existentes
formando novas populagdes poli-hibridas, passando posteriormente a
serem reconhecidas como africanizadas (OLIVEIRA; CUNHA, 2005).
Atualmente a Apis mellifera, também conhecida como abelha
africanizada e abelha melifera (RECH et al., 2014), é considerada como
a espécie dominante no Brasil e representa a maior percentagem
responsavel pela producéo de mel (MANTILLA et al., 2012).

Figura 1.1 — Abelha Apis mellifera A- cabeca
° B- torax
C- abdome
1- antenas
2- olhos
3- ocelos
4- mandibulas
5- lingua
6- pata anterior
7- pata mediana
10 8- pata posterior
9- asas
10- ferréo

Fonte: Itagiba (1997).
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As abelhas se alimentam principalmente de recursos florais
utilizando como fonte de energia o néctar e como fonte de proteinas o
pélen (MARCHINI; REIS; MORETI, 2006; COELHO et al., 2008).
Esse processo contribui com a polinizacdo de plantas (Figura 1.2), fator
fundamental para o desenvolvimento de frutas e vagens, exercendo um
papel fundamental para os ecossistemas e manutencdo da biodiversidade
(CHIARI et al., 2008; YOON et al., 2015).

Figura 1.2 — Abelha Apis mellifera polinizando flor de cajueiro -
Anacardium occidentale (esquerda) e flor de macieira - Malus
domestica (direita).

Fonte: Rech et al. (2014).

No Brasil muitas culturas sdo beneficiadas com a polinizacéo
realizada pelas abelhas, tais como macd, laranja, meldo e a canola
(RECH et al., 2014). Quando a polinizagdo ocorre de forma adequada,
promove o aumento da produtividade de pomares além da obtencdo de
frutos e sementes de melhor qualidade quando comparado a frutos e
sementes ndo polinizados (OLIVEIRA; SOUZA; FREITAS, 2012;
MALERBO-SOUZA; HALAK, 2013 GAINES-DAY; GRATTON,
2016).

O mel é produzido pelas abelhas a partir do néctar coletado de
flores ou das secrecdes de plantas e de excregdes alguns insetos que se
alimentam do floema de arvores (BRASIL, 2000; CODEX
ALIMENTARIUS, 2001; EUROPEAN COMMISSION, 2002). Ao
transportar essas substancias para a colmeia, as abelhas adicionam
varios componentes, dentre eles enzimas, que sdo secretadas
principalmente pelas suas glandulas hipofaringeanas. Essas enzimas
atuam catalisando rea¢des bioquimicas e promovem a dréastica reducéo
de agua contida no néctar ou nas secrecdes de plantas e excrecBes de
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insetos (SERGIEL et al., 2014). No interior da coldénia o mel é
armazenado nos alvéolos para maturacdo, ficando disponivel para a
alimentacdo da colmeia. Ao final de todo o processo, o produto passa a
ser constituido de substancias derivadas das plantas, das abelhas e das
reacOes bioquimicas que ocorrem durante o processo de maturagdo e,
dessa forma, sua composicdo esta fortemente associada & origem
botanica e geografica (IGLESIAS et al., 2004; PYRZYNSKA;
BIESAGA, 2009; RIZELIO et al., 2012).

Geralmente as abelhas coletam o néctar de flores como matéria
prima, porém, havendo escassez dessa fonte outras sdo utilizadas. A
partir do néctar as abelhas elaboram o mel floral que pode ser: (i)
unifloral, quando a maior parte do néctar provém de um Unico tipo de
espécie vegetal; (ii) polifloral, quando o néctar é oriundo de vérias
espécies vegetais; e (iii) silvestre, a partir do néctar obtido de espécies
vegetais nativas (BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS, 2001;
MOREIRA; MARIA, 2001; EUROPEAN COMMISSION, 2002).
Enquanto que os méis florais derivam do néctar das plantas com flores,
0 mel de melato é obtido a partir da secregdo de plantas, de frutas e de
outras fontes de matéria prima, tais como a excre¢do sacarinica de
afideos (insetos artropodes, da ordem Homoptera que se alimentam do
floema de plantas). Essas secrecdes e excre¢Ges também séo relatadas na
literatura como “honeydew” (MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN,
2014; Nl et al., 2016).

Além de apresentar coloragdo mais escura, 0 mel de melato
possui valores mais elevados de pH, acidez, oligossacarideos, minerais,
cinzas e material nitrogenado e, menores valores de glicose e frutose,
quando comparado ao mel floral (CASTRO-VAZQUEZ et al., 2009;
BERGAMO et al., 2018a, 2018b). Comumente apresentam maiores
teores do dissacarideo trealose e do oligossacarideo melezitose
(FISCHER et al., 2002; ESCUREDO et al., 2013, 2014; CAN et al.,
2015; FECHNER et al., 2016).

Consumido e apreciado mundialmente, o mel de melato é
peculiar de cada regido, uma vez que suas caracteristicas estdo
diretamente relacionadas a planta predominante do local e da espécie do
inseto sugador da seiva, que dara origem a excre¢des, utilizadas pelas
abelhas. Na Grécia e na Turquia, por exemplo, as excreces sdo
provenientes principalmente do mutualismo entre o inseto Marchalina
hellenica e arvores da espécie Pinus spp.; nos Estados Unidos é
proveniente do inseto Xylococculus macrocarpae que se alimenta da
seiva de Calocedrus decurrens; enquanto que no México o mutualismo
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ocorre entre o0 inseto Stigmacoccus garmilleri e a arvore Quercus spp. €
na Nova Zelandia, as excre¢des sdo oriundas do inseto Ultracoelostoma
assimile que se alimenta da seiva da planta Nothofagus (WOLFF;
WITTER,; LISBOA, 2015).

No Brasil, com maior predominancia no Estado de Santa
Catarina, se estendendo do Planalto Sul ao Planalto Norte (seguindo por
uma faixa central do Estado) e em pequenas areas no Rio Grande do Sul
e no Parand existe a ocorréncia do mel de melato de bracatinga (Mimosa
scabrella Bentham). A bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) (Figura
1.3) é uma arvore perenifélia e mantém suas folhas durante todo o ano
ocorrendo em regides de clima frio, altitudes acima de 700 metros e
temperaturas médias anuais de 13 °C a 18,5 °C (MAZUCHOWSKI;
RECH; TORESAN, 2014).

Figura 1.3 — Arvore bracatinga (Mimosa scabrella Bentham).

o ‘\.” i,
it AR

i‘.ﬁ‘.‘»’,’," ' 7'.' ’*\“ Frv

Fonte: Mazuchowski et al. (2014).

Muitos insetos se alimentam do floema da bracatinga (Mimosa
scabrella Bentham), como a cochonilha, um tipo de hemiptero, sendo as
espécies do género Tachardiella sp. (Figura 1.4) e Stigmacoccus sp. as
mais comuns. As excrecdes desses insetos sdo agucaradas, atraindo
algumas espécies de passaros e de outros insetos que utilizam essa
substancia em sua propria alimentacdo (Figura 1.5). Em épocas de
escassez de néctar, muitas abelhas utilizam esse recurso para producao
de mel (Figura 1.6), originando um produto peculiar: o0 mel de melato de
bracatinga (MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN, 2014; WOLFF;
WITTER,; LISBOA, 2015).
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Figura 1.4 — Cochonilha (Tachardiella sp.; Homoptera: Lacifferidae)
(esquerda). Cochonilha (espécie ndo definida) liberando excregdes
(direita).

. “‘,“n
Fonte: Mazuchowski et al. (2014); arquivo pessoal da Prof. Dr2 Ana
Carolina de Oliveira Costa (2018).

Figura 1.5 — Excregdes produzidas por cochonilhas em arvores de
bracatinga (Mimosa scabrella Bentham).

Ry .

L

aél da Prof. Dr2. Ana Carolina e Oliveira Costa (2018).

-

Fonte: Arquivo pess
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Figura 1.6 — Abelha coletando secre¢cdes sacarinicas da cochonilha
presentes na bracatinga (Mimosa scabrella Bentham).
— A ~ "

Fonte: Damiani (2003), arquivo pessoal da Prof. Dr.2 Ana Carolina de
Oliveira Costa (2018).
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Esses insetos, por sua vez, povoam o caule da bracatinga
comumente entre 0s meses de marc¢o a julho e, apenas a cada dois anos,
coincidindo em anos pares, periodo que corresponde ao seu ciclo de
vida (CAMPOS et al., 2003; MARIANO DA SILVA; MARIANO DA
SILVA; COSTA NETTO, 2011; SAKR; DALLABRIDA, 2015;
WOLFF; WITTER; LISBOA, 2015). As excre¢Ges desses insetos,
portanto, é produzido por um curto periodo, motivo pelo qual esse mel é
encontrado no mercado em épocas e anos especificos, 0 que o torna um
produto ainda mais peculiar.

O mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) tem
grande aceitacdo no mercado externo sendo que quase toda a producéo é
exportada, principalmente para paises da Europa. No mercado interno, o
produto ainda € pouco valorizado, ndo tendo grande aceitabilidade por
parte dos consumidores, que muitas vezes até desconhecem a origem do
produto optando geralmente pela aquisicdo de méis provenientes de
néctar (MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN, 2014).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2017), o Brasil produziu cerca de 39,59 mil toneladas de mel no
ano de 2016, cerca de 5,1% a mais em relagdo ao ano de 2015. Ainda, o
valor da producdo aumentou 31,5% em relagdo ao mesmo ano,
impulsionado pelo aumento da demanda e pela valorizagdo do mel como
um produto saudavel. Com relacéo as exportagdes, cerca de 24,20 mil
toneladas foram exportadas principalmente para a Alemanha, Canada,
Estados Unidos e Reino Unido (ABEMEL, 2018). Até o momento, ndo
existem dados na literatura com informagdes sobre producdo e
exportacdo do mel de melato de bracatinga. Salienta-se também que os
dados mais recentes sobre esse tema sdo relatados do ano de 2016.

2 Melissopalinologia

O polen ndo ¢ aproveitado pela abelha como matéria prima para
fabricacdo do mel, contudo, é utilizado na alimentacdo das abelhas
como principal fonte de proteinas, especialmente na fase larval
(MARCHINI; REIS; MORET]I, 2006; COELHO et al., 2008; NOVAIS;
LIMA; SANTOS, 2010). O pélen presente no mel é considerado, de
certo modo, como uma contaminacgéo, pois sua adi¢do no produto ocorre
de modo involuntario, possivelmente devido a alguns fatores: (i) a
abelha ingere o pélen involuntariamente junto com o néctar, sendo
posteriormente regurgitado nos favos; (ii) grande parte do poélen fica
aderido ao corpo do inseto, que o transporta até a colmeia onde se
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mistura ao mel; (iii) o pdlen fica disperso no ar atmosférico, podendo
entrar na colmeia ou aderir ao corpo das abelhas durante o voo; (iv)
contaminacdo dentro da colmeia; (v) contaminagdo no processamento
do produto (ANKLAM, 1998; SORIA et al., 2004; CORVUCCI et al.,
2015).

Como uma maneira de identificar o pélen presente no mel e
definir uma possivel origem botanica, Louveaux, Maurizio e Vorwohl
(1978) desenvolveram na década de 70 um método de andlise
palinoldgica, também conhecida como melissopalinologia, sendo
utilizado e reconhecido até hoje como principal método para analise
boténica de mel. O método baseia-se na identificagcdo do pélen por meio
de exame microscépico, o qual é observado na amostra e comparado
com diferentes tipos de polen ja identificados e descritos na literatura.

Apbds a identificacdo dos diferentes tipos de pélen contidos na
amostra, 0s mesmos sdo quantificados a fim de que seja realizada a
classificacdo do mel em monofloral ou polifloral. Para ser considerado
como monofloral, o mel deve apresentar geralmente o minimo de 45%
do teor total de polen ao qual foi relacionado. No entanto, o néctar de
algumas flores possui naturalmente maior ou menor quantidade de
pélen, e nesses casos a percentagem minima de grdos pode variar. Por
exemplo, méis de castanha monoflorais devem apresentar no minimo
90% do teor total de pdlen de castanha enquanto que méis de citrus
monoflorais necessitam apresentar apenas entre 10% a 20% desse tipo
de pélen (LOUVEAUX; MAURIZIO; VORWOHL, 1978; ANKLAM,
1998; CONTI et al., 2007).

Em méis de melato, também pode haver presenga de polen,
devido aos fatores j& mencionados, e nesse caso, O estudo
melissopalinolégico observa substancias oriundas das secrecfes das
plantas e excre¢des de insetos que supostamente foram utilizados pela
abelha na producdo do mel, como micro-algas, fungos e esporos,
geralmente na proporgdo superior a trés partes desses elementos para
uma parte de poélen (LOUVEAUX; MAURIZIO; VORWOHL, 1978;
SORIA et al., 2004).

No entanto, o método até hoje utilizado como referéncia,
apresenta algumas desvantagens, entre as quais destacam-se a exigéncia
de analistas treinados que precisam de rigorosa atencdo na contagem,
identificacdo e interpretacdo dos dados, além do prévio conhecimento da
morfologia do polen (GONZALEZ-PARAMAS et al., 2000; SORIA et
al., 2004; DOWNEY et al., 2005; ALDA-GARCILOPE et al., 2012;
OROIAN; ROPCIUC, 2017; OROIAN et al., 2017). Além disso, a
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inclusdo de pdlen oriundo do ambiente pode ndo ser condizente com a
fonte de néctar, a producdo de polen pela planta é variavel sendo
influenciada pela época do ano, e o p6len ainda pode ser adicionado no
mel de forma fraudulenta (ANKLAM, 1998; CORVUCCI et al., 2015).

Visando minimizar essas dificuldades, estudos fisico-quimicos
passaram a ser utilizados como forma de complementar a analise
melissopalinolégica e assim aperfeicoar e assegurar a correta
classificacdo dos méis. Nesse contexto, pardmetros fisico-quimicos
associados a analise estatistica multivariada vém sendo utilizados na
diferenciacdo de méis florais e de melato (POPEK, 2002; AMIRY;
ESMAIILI; ALIZADEH, 2017; OROIAN; ROPCIUC, 2017; POPEK;
HALAGARDA; KURSA, 2017; OROIAN et al., 2017; NASCIMENTO
et al., 2018; BERGAMO et al., 2018b) e, recentemente, a metaboldmica
de alimentos tem sido utilizada como forma de identificar possiveis
marcadores de autenticidade (MADEJCZYK; BARALKIEWICZ, 2008;
SIMOVA et al., 2012; CASTRO-VAZQUEZ et al., 2014; BERGAMO
et al., 2018a) bem como o perfil cromatografico (ALIFERIS et al.,
2010; KUS; VAN RUTH, 2015) dos diferentes tipos de mel.

3  Metaboldmica de Alimentos, Impressdo Cromatogréafica /
Espectrométrica e Marcadores de Autenticidade

3.1 Metaboldmica de Alimentos

Metabolomica (do inglés “Metabolomics) é a ciéncia
interdisciplinar que envolve a caracterizacdo de metabdlitos de baixa
massa molar (<1500 Da) em uma matriz alvo a partir de tecnologias
analiticas  sofisticadas, combinadas com métodos estatisticos
multivariados (IBANEZ et al., 2013; PUTRI et al., 2013; CUADROS-
RODRIGUEZ et al., 2016). Este estudo tem sido aplicado nos ultimos
anos em varias areas, incluindo ciéncias médicas: a fim de detectar o
inicio de algumas doencas como cancer, arteriosclerose e hipertensao
(TEUL et al., 2009; STRUCK-LEWICKA et al., 2015; WANG et al.,
2015a); Dboténica: na identificacdo de plantas (ARCEUSZ;
WESOLOWSKI, 2013); e de alimentos, na autenticacdo e identificacdo
de fraudes (SON et al., 2008; JUMHAWAN et al., 2015; KUS; VAN
RUTH, 2015; MIAQO et al., 2015).

O segmento da metabolémica que estuda sua aplicacdo em
alimentos ¢ conhecido como “metabolomica de alimentos” (do inglés,
“food metabolomics”) (KIM et al., 2016) ou “foodémica” (do inglés,
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“foodomics™) (CIFUENTES, 2009; IBANEZ et al., 2013; CUADROS-
RODRIGUEZ et al., 2016) e surgiu principalmente para suprir a
necessidade de garantir a seguranca alimentar, a qualidade e a
rastreabilidade de alimentos através de métodos analiticos eficientes e
de baixo custo (CASTRO-PUYANA; HERRERO, 2013).

A qualidade dos alimentos envolve varios atributos que também
se tornam essenciais para a aceitagcdo do consumidor como composi¢ao,
aroma e sabor. Além da aceitacdo, essas caracteristicas podem agregar
valor ao produto e, visando maior lucro, alguns alimentos tornam-se
susceptiveis a fraudes. Dentre os alimentos susceptiveis a fraudes,
citam-se o café (JUMHAWAN et al., 2015), azeite de oliva (BAJOUB
et al., 2017), 6leo vegetal (TAN et al., 2017) e frutas, tais como arando
(do inglés “cranberry” - Vaccinium macrocarpon) (PARDO et al.,
2016). Para o mel, em especial, a origem boténica € o principal fator de
aceitacdo sendo determinante para o valor do produto e por isso fraudes
envolvendo misturas com floradas distintas e até mesmo com mel
artificial vem se tornando uma pratica usual (JANDRIC et al., 2015;
WANG et al., 2015b).

A andlise metabolomica de alimentos é complexa devido a
grande variedade de compostos quimicos presentes nas matrizes
alimentares, tais como acgucares, compostos fenolicos, aminoacidos,
acidos organicos, entre outros. Diante disso, foram criadas algumas
estratégias para facilitar esse estudo como a andlise alvo (do inglés
“target analysis”), que tem por objetivo identificar e/ou quantificar os
analitos de interesse, também chamados de marcadores quimicos (do
inglés “chemical markers”) ou marcadores de identificagdo ou de
autenticidade (CASTRO-VAZQUEZ et al., 2014; GASIC et al., 2015);
o perfil metabdlico (do inglés “metabolic profiling”), que envolve a
caracterizacdo de um grupo de metabolitos relacionados entre si ou de
uma via metabdlica especifica e a impressdo digital (do inglés
“fingerprint”) (CASTRO-PUYANA; HERRERO, 2013), impressdo
metabélica (do inglés “metabolic fingerprinting”) (GARCIA-CANAS et
al., 2010; IBANEZ et al., 2013), e recentemente também mencionada
como impressdo cromotografica (do inglés “chromatographic
fingerprinting”) (CUADROS-RODRIGUEZ et al., 2016) e impressio
espectrométrica (do inglés “spectrometric fingerprinting”) (URBANO
et al., 2006; SOUTO et al., 2010; SARBU et al., 2012; PIZARRO et al.,
2013) que tem por finalidade comparar padrdes de metabdlitos entre as
amostras por meio da deteccdo de marcadores de identificacdo
peculiares, como cromatogramas/espectros, sem necessariamente
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identificar ou quantificar esses metabdlitos. A impressdo, seja ela
metabodlica, cromatografica ou espectrométrica, juntamente com a
analise estatistica multivariada dos dados, pode indicar diferengas
significativas entre amostras, permitindo assim estabelecer padrdes
especificos para determinados grupos de alimentos (CASTRO-
PUYANA; HERRERO, 2013). Por se tratar de uma ciéncia recente,
termos distintos sdo utilizados para a mesma finalidade como relata
Cuadros-Rodriguez et al. (2016) em sua revisao sobre o tema, podendo,
no entanto, levar a alguns equivocos. No decorrer da revisdo
bibliografica desse trabalho, serdo utilizados os termos tal qual estdo
descritos nos artigos supracitados, mesmo que 0s mesmos tenham
significado cientifico equivalente.

3.2 Impressdo Cromatografica/Espectrométrica em Alimentos

O preparo da amostra para 0s experimentos relacionados a
deteccdo de impressbes cromatograficas é muito importante uma vez
que alguns tratamentos (prévios as analises) podem interferir nos
metabdlitos, os quais podem ndo ser detectados (devido a perda durante
0 preparo) ou transformados em outros compostos. Dessa forma, quanto
menor forem as modificagdes sofridas pelo alimento antes da analise,
mais reais e confidveis serdo os resultados obtidos (CASTRO-
PUYANA; HERRERO, 2013; BOJKO et al., 2014).

Dentre os métodos utilizados para deteccdo de impressdes
cromatograficas/espectrométricas, destacam-se as técnicas vibracionais
espectroscopicas (do inglés “vibrational spectroscopic techniques”),
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN do inglés
“nuclear magnetic resonance”) (CUBERO-LEON; PENALVER;
MAQUET, 2014) e técnicas de separacdo cromatograficas, tais como
cromatografia gasosa (GC, do inglés “gas chromatography”)
(ALIFERIS et al., 2010; JUMHAWAN et al., 2015; MIAO et al., 2015)
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés “High
performance liquid chromatography”) (KUS; VAN RUTH, 2015),
eletroforese capilar (CE, do inglés “capillary electrophoresis”) (HAN et
al., 2012) e espectrofotometria UV/VIS (URBANO et al., 2006;
SOUTO et al., 2010; SARBU et al., 2012; PIZARRO et al., 2013).

A partir da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD, do inglés “High
performance liquid chromatography with diode array detector”) aliado
a analise de componentes principais (PCA — do inglés “principal
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component analysis™) e de algoritmos baseados na regra do vizinho mais
proximo (KNN, do inglés “K-nearest neighbor”), Ku$ e Van Ruth
(2015), diferenciaram 62 amostras de origem floral da Polénia de seis
variedades distintas: Brassica napus L. var oleifera Metzger,
Fagopyrum esculentum Moench, Calluna vulgaris (L.) casco,
Centaurea cyanus L., Robinia pseudoacacia L. e Tilia spp. Os autores
concluiram que os modelos quimiométricos fundamentados em
impressdes cromatogréficas utilizando HPLC-DAD propostos no
estudo, podem ser utilizados como padrdo universal na classificacdo de
méis florais.

Para identificacdo de impressfes cromatogréficas de méis
uniflorais gregos a cromatografia gasosa associada a espectrometria de
massas (GC-MS, do inglés “gas chromatography — mass spectrometry”)
foi utilizada em 77 amostras de sete origens diferentes (Castanea sativa,
Gossypium hirsutum, Abies spp., Erica manipuliflora, Pinus spp.,
Corydothymus capitatus e Citrus spp.) (ALIFERIS et al., 2010). Os
compostos volateis foram extraidos por meio de microextracdo em fase
solida no modo “headspace” (HS-SPME, do inglés “headspace solid-
phase microextraction™), seguida por GC-MS. A anélise estatistica dos
dados foi realizada por meio de PCA, andlise discriminante de proje¢des
ortogonais para estruturas latentes (OPLS-DA, do inglés “orthogonal
partial least square discriminant analysis™), andlise hierarquica de
projecdes ortogonais para estruturas latentes (OPLS-HCA, do inglés
“orthogonal partial least square - hierarchical cluster analysis”) e
modelagem independente e flexivel por analogia de classe (SIMCA, do
inglés, “soft independent modelling of class analogy”). Os resultados
demostraram que as impressdes obtidas a partir da técnica HS-SPME-
GC-MS combinada com a andlise estatistica OPLS-HCA foram capazes
de separar corretamente 98% dos méis, e, portanto, podem ser utilizadas
na discriminacdo e classificagdo de amostras de mel com base em sua
origem boténica.

Miao et al. (2015) definiram a impressdo cromatografica do 6leo
de Alpinia oxyphylla a partir de cromatografia gasosa acoplada ao
detector por ionizacdo de chama (CG-FID, do inglés “gas
chromatography -Flame lonization Detector”) associada as analises
estatisticas de PCA e agrupamentos hierarquicos (HCA, do inglés
“hierarchical cluster analysis”), além de um programa estatistico
bastante especifico, conhecido como sistema de avaliacdo para
cromatografia de impressdo por similaridade (SESCF, do inglés
“Similarity Evaluation System for Chromatographic Fingerprint”). Ao
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todo, 40 amostras coletadas em diferentes anos e em diferentes locais da
China foram utilizadas e o preparo anterior a analise consistiu na
simples diluicdo em acetronitrila (concentracdo de 25uL mL™). O
método, que também permite a identificagdo de compostos volateis,
conseguiu identificar, através da impressdo cromatografica associada as
andlises estatisticas PCA e HCA, o tempo de colheita e a origem
geografica da amostra, informagGes importantes para determinar a
qualidade e agregar valor ao produto.

Jumhawan et al. (2015) utilizaram GC-FID aliado a analise
estatistica multivariada (PCA e OPLS-DA) para identificar a impressao
cromatografica do café Kopi Luwak indonésio, produzido a partir de
fezes do mamifero Paradoxurus hermaphroditus, que se encontra entre
as variedades mais caras do mundo. Um total de 37 amostras comerciais
e ndo comercias foram avaliadas, entre as quais café comum, Kopi
Luwak e misturas de café comum com Kopi Luwak (50%, v/v), sendo
submetidas a extragcdo e derivatizacdo antes da analise. Os autores
concluiram que a técnica é efetiva para a distingdo dos cafés e das
misturas, sendo muito Util e reprodutivel, podendo ser facilmente
utilizado em escala industrial. Também ressaltam que j& existem
métodos que apresentam boa reprodutibilidade para discriminacdo de
cafés por meio de GC-MS, porém, devido ao valor elevado para a
realizacdo das analises, torna-se importante desenvolver métodos que
aliem eficiéncia e baixo custo.

Ainda com relacdo a classificacdo de café, a espectroscopia UV-
Vis associada com a andlise estatistica discriminante linear — LDA (do
inglés “linear discriminant analysis™) foi utilizada com sucesso na
identificacdo e separacdo de cafés contendo ou ndo cafeina e cafés
dentro e fora do prazo de validade (SOUTO et al., 2010).

Um estudo envolvendo eletroforese capilar de alta eficiéncia
(HPCE, do inglés “high-performance capillary electrophoresis”) (HAN
et al., 2012) definiu a impressdo de dez amostras de pdlen da variedade
Typhae e de quatro amostras de produtos derivados dessa mesma
variedade de poélen, obtidos de diversas regibes da China. Os dados
foram avaliados pelo programa SESCF e os autores observaram boa
similaridade entre as impressdes obtidas a partir das condigdes
eletroforéticas definidas, e concluiram que, o método estabelecido, foi
capaz de identificar tanto o polen da variedade Typhae quanto os
produtos obtidos a partir dessa matéria prima.

Como foi possivel observar por meio dos trabalhos apresentados,
a definicdo das impressbes cromatograficas/ espectrométricas de
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alimentos estd sempre associada a analise estatistica multivariada.
Dentre as principais ferramentas utilizadas, destacam-se a analise de
cluster (CA, do inglés “cluster analysis) (SARBU et al., 2012), PCA
(URBANO, et al., 2006; CHEN et al., 2008; CASTRO-PUYANA,
HERRERO, 2013; SARBU et al., 2012; WORLEY; POWERS, 2013;
KUS; VAN RUTH, 2015), OPLS-DA e OPLS-HCA (ALIFERIS et al.,
2010; JANDRIC et al., 2015; JUMHAWAN et al., 2015) KNN (KUS;
VAN RUTH, 2015), analise discriminante linear (do inglés “linear
discriminant analysis”) (SOUTO, et al., 2010; SARBU et al., 2012;
PIZARRO et al., 2013), entre outros. Cabe ressaltar que a PCA é uma
das mais importantes ferramentas de analise estatistica multivariada
(LYRA et al., 2010; SARBU et al., 2012), sendo utilizada em varios
estudos de impressdo cromatografica/ espectrométrica por se tratar de
um método que proporciona uma determinagdo visual da similaridade
entre as amostras tornando assim a interpretagdo dos dados rapida e facil
(MIAO et al., 2015).

3.3 Andlise Alvo: Marcadores de Identificagdo no mel

A andlise alvo por sua vez, fundamenta-se na identificacdo e
quantificacdo de analitos que possibilitem principalmente a autenticagédo
e discriminacdo das amostras investigadas, seja a partir da origem
geografica ou pela botanica (CASTRO-VAZQUEZ et al., 2014; GASIC
et al., 2015). Para tanto, primeiramente é necessario conhecer 0s
compostos da amostra, principalmente a partir de resultados ja
publicados, para somente entdo idealizar métodos que avaliem possiveis
marcadores de autenticidade ou distingdo entre amostras.

3.3.1 Composicéo do Mel

Quimicamente, 0 mel é uma solucdo complexa de agUcares e sua
composicdo é influenciada diretamente pela espécie da planta a partir da
qual o néctar ou o floema foi coletado, pelas condi¢cdes ambientais e
pelos fatores climaticos da regido geografica (PISANI; PROTANO;
RICCOBONO, 2008; PYRZYNSKA; BIESAGA, 2009) e, por essa
razdo, méis de mesma fonte podem apresentar composices distintas.
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3.3.1.1 Acucares

O mel ¢é constituido basicamente dos monossacarideos simples
glicose e frutose sendo que sua proporcao é fortemente influenciada pela
fonte do néctar ou do floema a partir do qual foi produzido,
representando, comumente, aproximadamente 75% do total de agucares
(KAMAL; KLEIN, 2011). Além desses, podem ser encontradas
menores concentragdes de dissacarideos e oligossacarideos (NAYIK;
DAR; NANDA, 2015), os quais vém sendo amplamente estudados
como possiveis marcadores de origem botanica (OUCHEMOUKH et
al., 2010; KASKONIENE et al., 2010; MANZANARES et al., 2011;
DE LA FUENTE et al., 2011; CAN et al., 2015). A composi¢do de
acucares no mel de melato pode variar de acordo com a espécie de
afideo responséavel pela excre¢do da substancia e a espécie de planta da
qual se alimenta (NI et al., 2016) sendo que esse tipo de mel
normalmente contém menores teores de monossacarideos e maiores
teores de dissacarideos e oligossacarideos, quando comparados aos méis
oriundos do néctar das flores (DIEZ et al., 2004; MANZANARES et al.,
2011; KASKONIENE et al., 2010; ESCUREDO et al., 2013).

Buscando verificar a relacdo entre a origem floral e a quantidade
de carboidratos, KaSkoniené et al. (2010) avaliaram 26 méis de néctar,
monoflorais e pluriflorais, provenientes da Lituania por meio de GC-
FID. A glicose foi o principal monossacarideo detectado, variando entre
352 mg g™ a 426 mg g™, seguido da frutose, que variou de 329 mg g* a
346 mg g*. O estudo também determinou sete tipos de dissacarideos
(maltose, sacarose, turanose, trealose, palationose, celobiose e
isolmaltose) sendo a maltose a mais abundante, com concentragdes
variando entre 50 mg g a 26,4 mg g™. Entre os oligossacarideos,
foram quantificados valores maximos de rafinose e panose de 2,4 mg g*
e 2,0 mg g*, respectivamente. Diferentemente do que os autores
esperavam, a analise estatistica demonstrou baixa correlagdo entre a
origem botanica e os tipos e teores dos carboidratos investigados, nao
sendo possivel determinar a origem botanica do mel apenas com base na
determinacéo dos acUcares.

Manzanares et al. (2011) avaliaram o perfil dos acUcares frutose,
glicose, sacarose, maltose, isomaltose, trealose, turanose e melezitose
em 77 méis, sendo 53 de origem floral e 24 de melato, utilizando HPLC
equipado com um detector de indice de refracdo diferencial (RID, do
inglés “refractive index detector”) e constataram maiores teores de
frutose, maltose, trealose e isomaltose quando comparados as
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concentracOes de glicose, sacarose, turanose e melezitose nos méis de
melato avaliados. Os autores concluiram que, aliado a analise estatistica
multivariada, o perfil de acgUcares pode ser um marcador de
diferenciacdo entre méis de origem floral e de melato, diferentemente
dos achados de Kaskonien¢ et al. (2010).

De La Fuente et al. (2011), avaliaram 108 méis uniflorais e
multiflorais de néctar coletados na Espanha identificados por GC-MS.
Os autores encontraram maiores concentra¢cbes do monossacarideo
frutose, seguido pela glicose, com valores médios de 371 mg g™ e 300
mg g™, respectivamente. Os principais dissacarideos encontrados foram
a turanose, maltulose, isomaltose, maltose, kojibiose e trealulose,
porém, apresentaram ampla variabilidade nas concentrages
determinadas. Os oligossacarideos encontrados na maioria das amostras
foram erlose, rafinose, 1-cestose e melezitose que também apresentaram
diferencas de concentracdo dentro da mesma origem boténica. Os
autores ressaltam que alguns agucares podem indicar a possivel origem
boténica como a teanderose e panose em méis de alecrim, a 6-kestose
para méis de Rosaceae, a sacarose para méis de citrus e rafinose e 1-
kestose para méis de urze, porém, ndo pode ser considerada como o
Unico tipo de classificagcdo porque alguns méis podem ser classificados
incorretamente.

Ao ser explorada a composicéo de carboidratos com finalidade de
identificacdo de origem botanica, deve ser ressaltado que, além da
influéncia da fonte do néctar, muitos dissacarideos e oligossacarideos
sdo oriundos da acdo de varias enzimas, e estas reagGes continuam
ocorrendo durante o armazenamento do produto podendo acarretar em
uma variabilidade adicional da composi¢do (DE LA FUENTE et al.,
2011). Portanto, a indicacdo de hidratos de carbono, como marcadores
de diferenciacdo de origem boténica ainda requer estudos que
vislumbrem compostos caracteristicos de um determinado tipo de mel.

Outros compostos como o quercitol, um ciclitol derivado do
ciclo-hexano, comumente estudado com o grupo dos carboidratos
(ANGYAL, 2014) vem sendo avaliado como possivel marcador de
diferenciacdo entre méis florais e de melato. Sanz et al. (2005)
avaliaram 30 amostras de mel, sendo 13 de origem floral e 17 de melato,
provenientes de paises do continente europeu. A partir da andlise
utilizando GC-FID, os autores observaram que o quercitol estava
presente em todos os méis cuja principal fonte era melato obtido de
Quercus sp., popularmente conhecido como carvalho. Dessa forma, foi
concluido que essa molécula pode ser considerada como um marcador
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especifico de mel de melato de Quercus sp., sendo possivel diferi-lo dos
méis de néctar por meio desse pardmetro. Simova et al. (2012)
avaliaram méis obtidos em diferentes paises da Europa (sete méis de
néctar, 15 méis de melato de carvalho e dois méis de melato de outras
fontes) utilizando espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
quantitativa (QNMR, do inglés “quantitative nuclear magnetic
resonance spectroscopy”). Foi observado que somente as amostras de
mel de melato de carvalho apresentaram em sua composicao a molécula
de proto-quercitol, concluindo-se assim que esse ciclitol pode ser
considerado um marcador na diferenciacdo de méis de melato de
carvalho produzidos na Europa e essa caracteristica exclusiva o
diferencia de qualquer outro tipo de mel de néctar e de méis de melato
provenientes de outras fontes.

3.3.1.2 Minerais

O mel é composto de uma pequena quantidade de minerais.
Segundo Vanhanen, Emmertz e Savage (2011), méis que apresentam
tonalidades mais escuras geralmente possuem maiores teores desses
elementos e, por isso, méis de melato comumente demonstram maior
teor de minerais quando comparados a méis oriundos de néctar.

Pisani, Protano e Riccobono (2008) avaliaram méis de melato,
multiflorais e monoflorais de Hedysarum coronarium L. e T.pratensae
L. coletados no estado de Siena, Italia. Os autores relataram maiores
teores de potassio, calcio, sddio, magnésio, ferro, estroncio e manganés
em méis de melato (3440 mg kg™; 356 mg kg ;148 mg kg™; 139 mg kg’
110,1 mg kg*; 1,76 mg kg™ e 1,7 mg kg™; respectivamente) quando
comparado com méis multiflorais (média de 1093 mg kg*; 254 mg kg™;
94,9 mg kg*; 52,3 mg kg*; 2,49 mg kg'*; 1,42 mg kg™ e 1,68 mg kg
respectivamente) e monoflorais Hedysarum coronarium L. (média de
207 mg kg™; 172 mg kg; 74,1 mg kg™; 28,3 mg kg*; 1,77 mg kg™;
1,14 mg kg™ e 0,19 mg kg™; respectivamente) e T.pratensae L. (média
de 274 mg kg™; 262 mg kg™; 63,6 mg kg™*; 26,2 mg kg™*; 2,83 mg kg™
1,27 mg kg™ e 0,28 mg kg™, respectivamente).

Avaliando méis da Nova Zelandia, Vanhanen, Emmertz e Savage
(2011) observaram que o teor total de minerais presentes em méis
monoflorais era equivalente a menos da metade apresentada em méis de
melato. Os méis monoflorais apresentaram valores minimo de 126 mg
kg™ e maximo de 1.930 mg kg™ enquanto que no mel de melato o teor
total de minerais foi de 4.060 mg kg™
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Além do importante papel na dieta humana, 0s minerais estdo
sendo investigados como possiveis marcadores em alimentos, inclusive
no mel. O teor de minerais presente nesse tipo de produto é altamente
dependente da quantidade e da variedade desses elementos que sdo
absorvidos pelas plantas através do solo e da agua (GONZALEZ-
MIRET et al., 2005) e também da contaminacdo do prdprio ambiente
(TUZEN et al., 2007; GASIC et al., 2015). Por esse motivo, o teor de
minerais pode ser influenciado pela caracteristica da regido onde o mel
foi coletado, sendo explorado como um possivel marcador de origem
geograéfica.

Nesse sentido, Madejczyk e Baralkiewicz (2008) avaliaram a
composi¢do de minerais de méis de melato e monofloral de colza
provenientes de seis regibes da Polbnia e quantificaram dez compostos
(potéssio, magneésio, célcio, ferro, zinco, cobre, aluminio, boro,
manganés, niquel e cromo). Os autores concluiram que méis de melato
possuiam valores mais elevados de sodio, magnésio e zinco engquanto
que os méis de colza apresentaram maiores teores de calcio e manganés.
Também foi possivel diferenciar os méis de melato dos méis florais e
distingui-los geograficamente por meio da analise estatistica
multivariada HCA.

3.3.1.3 Compostos volateis

Cada tipo especifico de mel possui sabor e aroma caracteristicos e
bem definidos, os quais sdo determinados e influenciados em grande
parte pela composicao da sua fracdo volatil (ESCRICHE et al., 2009).

Os compostos volateis sdo constituintes minoritarios do mel
podendo ser oriundos da planta fonte de néctar (ALISSANDRAKIS et
al., 2003), da fonte de melato (CASTRO-VAZQUEZ et al., 2009),
produzido por abelhas, decorrentes do processo de maturagdo do mel
ainda dentro da colmeia, ou durante o processo de maturacdo pos-
colheita (ROWLAND et al.,, 1995). Também sdo responsaveis por
vérias caracteristicas sensoriais (SORIA; MARTINEZ-CASTRO;
SANZ, 2007) estando diretamente relacionados ao aroma de mel
(SORIA; MARTINEZ-CASTRO; SANZ, 2008). Compostos derivados
de furano como furfural, alcool furfurilico e 5-hidroximetilfurfural, por
exemplo, formados pela degradacdo de acUcares durante longo periodo
de armazenamento e compostos derivados por rea¢des de Maillard como
acetilpirrol podem influenciar o aroma do mel, originando notas
queimadas ou tostadas prejudicando a qualidade, além de indicar
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possivel deterioracdo do produto (CASTRO-VAZQUEZ; DIAZ-
MAROTO; PEREZ-COELLO, 2006).

Soria et al. (2004) avaliaram 16 amostras de méis de melato e 29
méis de néctar de diferentes origens coletados na Espanha e verificaram
que 70% delas foram corretamente diferenciadas por meio dos
compostos borneol-alcool terpendide (presente em maior concentracdo
no mel de melato) e 1-(2-furanil)-etanona (composto caracteristico em
méis de néctar). O mesmo estudo ainda relacionou valores elevados de
polifendis & presenga dos compostos treo-2,3-butanodiol e eritro-2,3-
butanodiol, ambos encontrados em maiores concentracfes em méis de
melato.

O trabalho desenvolvido por Karabagias et al. (2014a), avaliou
méis de Pinus spp. coletados em distintas regides da Grécia e identificou
cinquenta e cinco diferentes compostos volateis, 0s quais pertenciam as
classes de compostos dos ésteres, alcoois, acidos carboxilicos, aldeidos,
cetonas, hidrocarbonetos e outros. Os autores concluiram que, para esse
grupo de amostras avaliadas, os compostos Vvolateis selecionados
garantem maior precisdo sobre a origem geografica, quando comparados
a métodos que utilizam parametros fisico-quimicos, tais como pH,
umidade, condutividade elétrica, cinzas e acidez.

Outras caracteristicas também podem ser observadas a partir de
compostos volateis especificos. Karabagias et al. (2014a), por exemplo,
observaram que o composto furfural estd fortemente relacionado com o
armazenamento prolongado do mel e, Castro-Vazquez; Diaz-Maroto;
Pérez-Coello, (2006) verificaram que o composto acetilpirrol pode ser
originado a partir de reacGes de Maillard decorrentes de processamento
térmico ou armazenamento prolongado de méis.

4 Legislacdo e Padréo de Identidade e Qualidade de Mel

Cada pais ou conjunto de paises possui uma legislacdo propria
que visa estabelecer os padroes de identidade e qualidade obrigatdrios
do mel que serdo comercializados dentro de um determinado territorio,
conforme disposto nos Anexos A e B.

No Brasil o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
- MAPA - define os padrdes de identidade e qualidade do mel sendo
estipulados e determinados segundo consta na Instrugdo Normativa N°.
11 de 20 de outubro de 2000 (BRASIL, 2000). Para a Unido Européia,
0s méis devem atender aos requisitos estipulados pela Diretiva
2001/110/CE do conselho de 20 de dezembro de 2001 (UNIAO
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EUROPEIA, 2001). Para os paises que integram o Mercado Comum do
Sul - MERCOSUL, a comercializacdo de mel entre os paises integrantes
deve seguir as regras estabelecidas no Regulamento Técnico do
Mercosul de ldentidade e Qualidade do Mel — N°. 15, estabelecido em
1994 (MERCOSUL, 1994). O Codex Alimentarius, oriundo da unido
entre a Organizagdo das NacBes Unidas para a Agricultura e
Alimentagdo (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
estabelece o padrdo de identidade e qualidade para méis na publicacéo
“Codex Stan 12” de 1981 (CODEX ALIMENTARIUS, 1981), com
atualizacdo no ano de 2001 (CODEX ALIMENTARIUS, 2001) e serve
como referéncia para a criacdo ou modificacdo das leis referentes a méis
florais e de melato em varios paises do mundo.

E possivel observar que as legislacbes apresentadas se
assemelham entre si embora tenham algumas particularidades (Anexos
A e B). O mel é um produto cujas caracteristicas sdo fortemente
influenciadas pelo clima, solo e origem botanica (IGLESIAS et al.,
2004; PYRZYNSKA; BIESAGA, 2009) e por esse motivo as
legislagbes sdo formuladas de forma a abranger as peculiaridades do
produto produzido em determinado pais ou regido. No entanto, todas as
legislagBes agrupam parametros que devem ser avaliados a fim de se
obter dados consistentes em relagcdo a maturidade, pureza e deterioragédo
de méis e, se 0s requisitos minimos ou maximos ndo forem cumpridos
esses produtos ndo estdo aptos a serem comercializados.

4.1 Maturidade

Um dos fatores observados como padrdo de identidade e
qualidade do mel é a maturidade do produto, avaliado a partir dos teores
de aclcares redutores, sacarose e umidade. Esses valores sao
determinados pela legislacdo de varios paises, incluindo a do Brasil
(Anoexos A e B). A maturidade do mel indica que a colheita do produto
foi realizada no momento adequado, ou seja, quando os favos ja
encontram-se operculados com uma fina camada de cera depositada
pelas abelhas (SANTOS; OLIVEIRA, 2013; BERGAMO et al., 2018b).

Os aclcares presentes no mel sdo formados a partir da acdo de
vérias enzimas. Resumidamente, as abelhas recolhem o néctar, com
altos teores de sacarose, e a seguir depositam enzimas como a e f-
glicosidase, o e f-amilase e B- frutosidase que, com o passar do tempo,
transformam a sacarose nos demais agUlcares encontrados no mel como a
glicose e a frutose (DE LA FUENTE et al., 2011). No mel de melato, a
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principal fonte de aclcar sdo as excrecdes liberadas pela cochonilha. A
seiva consumida pela cochonilha é rica em sacarose que é parcialmente
degradada a outros aclcares como frutose, glicose, dissacarideos
(trealose e trealulose) e oligossacarideos (melezitose e erlose) pelo
sistema gastro-intestinal desses insetos (WATANABE et al., 2014).
Essa diversidade de acuUcares parcialmente digerida pertencente a
composigdo dessas excregfes é entdo coletada pela abelha que também
deposita suas enzimas no mesmo processo citado para produgdo de mel
floral. Se o tempo de maturagdo do mel ndo for respeitado, independente
da origem botanica do mel (floral ou melato), maiores teores de sacarose
e menores teores de aglcares redutores (glicose e frutose) poderdo ser
encontrados, pois as enzimas atuantes no processo de transformacao ndo
terdo convertido a sacarose em outros aglcares. Altos teores de sacarose
também podem indicar adulteracdo do produto com aglcar comercial
(SODRE et al., 2007).

Os carboidratos sdo responsdveis pela definicdo de algumas
caracteristicas como a granulagdo, que é originada pela precipitacéo da
glicose. Embora a formacgdo de precipitados modifique a textura do
produto, e como consequéncia, tenham menor aceitacdo por parte dos
consumidores, ele ainda pode ser consumido desde que as caracteristicas
sensoriais sejam preservadas (CAVIA et al., 2007). Entretanto, esses
méis tendem a ter menor vida Gtil, pois com a precipitacdo da glicose
ocorre um aumento do teor de umidade da fase liquida, permitindo que
células de leveduras osmofilicas (micro-organismos que se desenvolvem
em condicdes desfavoraveis: atividade de adgua baixa e concentracdo de
glicidios alta) se multipliquem e provoquem a fermentacdo do produto
inviabilizando sua comercializagdo e o consumo (CAVIA et al., 2002).
O mel de melato, por sua vez, por conter menores teores desse
carboidrato normalmente ndo apresenta essa peculiaridade (FISCHER et
al., 2002; BELAY et al., 2015).

A umidade também é outro parametro observado para avaliar a
maturidade do mel, pois valores acima do que a legislacdo estabelece
(Anexos A e B) podem indicar que o produto foi colhido antes da sua
completa maturacdo dentro da colmeia (SANTOS; OLIVEIRA, 2013).
Esse parametro esta diretamente relacionado com as propriedades fisicas
do mel, principalmente com a viscosidade, e também pode levar a
fermentacdo indesejavel do produto durante o armazenamento
(FECHNER et al., 2016). Como mencionado anteriormente, valores
elevados de umidade tornam o meio propicio para a acdo de leveduras,
as quais consomem a frutose e a glicose, liberando alcool etilico e
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dioxido de carbono. Na presenca de oxigénio, o alcool é convertido em
acido acético e agua tornando o sabor do mel &cido, inviabilizando seu
consumo (CHIRIFE; ZAMORA; MOTTO, 2006).

4.2 Pureza

Para a avaliacdo da pureza do mel, os pardmetros avaliados e
estabelecidos pela legislagdo (Anexos A e B) séo os sdlidos insollveis,
minerais e condutividade elétrica.

Os solidos insoltveis sdo avaliados como uma importante medida
de controle higiénico-sanitario do produto, pois os valores encontrados
para esse parametro estdo relacionados a residuos como cera, patas e
asas das abelhas e outras sujidades provenientes do campo (MENDES et
al., 2009) ou do processamento inadequado (SILVA et al., 2009;
SANTOS; OLIVEIRA, 2013).

O teor de cinzas é representado por todo o residuo inorganico
remanescente da queima de matéria organica. E constituido
principalmente por minerais como potassio, sddio, calcio e magnésio e,
por esse motivo é citado pela Legislacdo Brasileira e do Mercosul
(Anexos A e B) como “minerais/cinzas”. E considerado um parametro
de pureza porque se algumas etapas do beneficiamento do mel forem
mal conduzidas, material inorganico (como sujidades) podera ser
agregado ao produto (SANTOS; OLIVEIRA, 2013). Ainda, méis de
melato que apresentem valores abaixo do estabelecido podem indicar a
existéncia de adicdo de mel floral em sua composicdo (BERGAMO et
al., 2018b).

Internacionalmente, o teor de cinzas foi substituido pela
condutividade elétrica, uma vez que esse parametro é fortemente
influenciado pela quantidade de minerais no mel (ALQARNI et al.,
2014). Por esse motivo, quanto maior o teor de cinzas presente no
produto maior serd a condutividade elétrica, podendo assim indicar
excesso de material inorganico na amostra.

4.3  Deterioracéo

Com o intuito de avaliar a possivel deterioracdo de méis, a
legislacdo vigente (Anexos A e B) determina que os parametros de
acidez livre, diastase e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) sejam avaliados.

A acidez livre presente no mel é proveniente dos A&cidos
organicos, oriundos da fonte de néctar ou secrecdes e excrecdes
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sacarinicas utilizadas para ser transformada em mel (MENDES et al.,
2009). No entanto, quando o processo de fermentacdo é iniciado, os
acucares presentes no mel sdo transformados em &cidos por meio de
leveduras, elevando a acidez (CHIRIFE; ZAMORA; MOTTO, 2006;
CAVIA et al., 2007; SILVA et al., 2009). Por esse motivo, os limites
maximos para a acidez livre sdo determinados pela legislagio e, valores
acima do que é estipulado podem indicar uma possivel deterioracdo do
produto.

A diastase ¢ um termo utilizado para referenciar as enzimas que
catalisam a quebra do amido, originando maltose (SAK-BOSNAR;
SAKAC, 2012), representadas no mel principalmente pelas o e B-
amilase (SILVA et al., 2016) que sdo provenientes do néctar e das
proprias abelhas (AHMED et al., 2012). Por ser sensivel ao calor e a
longos periodos de armazenamento, a atividade diastasica pode indicar
um possivel superaquecimento do produto, acima de 60°C, bem como
prolongado periodo de armazenamento (GOIS et al., 2013; YUCEL;
SULTANOG'LU, 2013; FECHNER et al., 2016). Por esse motivo, seus
limites minimos séo estabelecidos em legislacdo (Anexos A e B).

O hidroximetilfurfural, cientificamente denominado como 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF), ¢ um produto originado a partir da
transformagdo dos agUcares presentes no mel (MELO; DUARTE;
MATA, 2003) podendo ser formado Ilentamente durante o
armazenamento ou de forma acelerada, caso o produto seja aquecido
(FECHNER et al., 2016; SILVA et al., 2016). Esse composto, portanto,
pode ser originado ap6s o produto ser submetido a uma fonte de calor ou
simplesmente pela a¢do do tempo e por isso tem sido utilizado como
parametro de deterioracdo do mel, tendo seus limites maximos definidos
em legislacdo (Anexos A e B).

4.4  OQutras caracteristicas

A cor é considerada como um padrdo de identidade do mel, e,
segundo o que determinam as legislagbes vigentes (CODEX
ALIMENTARIUS, 2001; MERCOSUL, 1994; BRASIL, 2000;
EUROPEAN COMMISSION, 2002), pode variar de uma tonalidade
quase incolor a castanho-escuro. Segundo Bertoncelj et al. (2007) assim
como o sabor e 0 aroma, 0 parametro cor ¢ uma das caracteristicas que
servem para indicar a fonte botanica do mel. Tonalidades mais escuras
também estdo associadas com maiores quantidades de compostos
fendlicos totais e maior atividade antioxidante (BERTONCELJ et al.,
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2007; KUS; VAN RUTH, 2015), além de maiores teores de minerais
(GONZALEZ-MIRET et al., 2005).

Para o mel, o0 modelo descrito por um diagrama tridimensional,
chamado CIELAB, é muito utilizado na determinacdo da cor
(BERTONCELJ et al., 2007; KARABAGIAS et al., 2014; KUS; VAN
RUTH, 2015). Baseia-se na adocdo de um sistema em que sdo
determinados o parametro de luminosidade (L*) e as coordenadas a*
(onde valores negativos expressam a intensidade do tom verde e valores
positivos a intensidade da cor vermelha) e b* (onde valores negativos
expressam a intensidade do tom azul e valores positivos expressam a
intensidade do tom vermelho) (ISO, 2008).

Alguns autores sugerem que a origem botdnica pode ser
verificada a partir da avaliacdo de alguns pardmetros fisico-quimicos
associados, incluindo aqueles investigados como critérios para padrdes
de identidade e qualidade (POPEK, 2002; OROIAN, 2012;
MANZANARES et al., 2014; AMIRY; ESMAIILI; ALIZADEH, 2017,
OROIAN; ROPCIUC, 2017; POPEK; HALAGARDA; KURSA, 2017;
OROIAN et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018; BERGAMO et al.,
2018hb). Popek (2002), por exemplo, diferenciou méis de melato e méis
florais a partir da andlise de funcdo discriminante (do inglés
“discriminant function analysis”) dos pardmetros associados de
condutividade elétrica, acidez total, teor de cinzas, sacarose e agucares
redutores. Manzanares et al. (2011), por sua vez, distinguiram méis de
melato e florais a partir dos resultados de pH, acidez, prolina, diastase,
invertase e melezitose, associada & analise discriminante linear — LDA
(do inglés “linear discriminant analysis”). Popek, Halagarda e Kursa
(2017) além de proporem a diferenciacdo de diferentes origens botanicas
de méis florais e de melato a partir de doze parametros fisico-quimicos,
também sugeriram um modelo de classificacdo para a distingdo das
amostras baseado no método de arvore de classificacdo e regressao de
dados - C&RT (do inglés “classification and regression trees”).
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CAPITULO 2: CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DE
MEIS DE MELATO DE BRACATINGA (Mimosa scabrella
Bentham) E FLORAIS PRODUZIDOS NO PLANALTO
SERRANO DE SANTA CATARINA: UMA ABORDAGEM
VOLTADA PARA A DIFERENCIACAO DE MEIS

Esse capitulo foi baseado no artigo intitulado “Physicochemical
characteristics of bracatinga honeydew honey and blossom honey
produced in the state of Santa Catarina: An approach to honey
differentiation”, publicado na Revista “Food Research International”.
ISSN: 0963.9969. (doi.org/10.1016/j.foodres.2018.09.007).
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CAPITULO 2: CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE
MEIS DE MELATO DE BRACATINGA (Mimosa scabrella
Bentham) E FLORAIS PRODUZIDOS NO PLANALTO
SERRANO DE SANTA CATARINA: UMA ABORDAGEM
VOLTADA PARA A DIFERENCIACAO DE MEIS

RESUMO

Devido a crescente demanda e interesse dos consumidores pelo mel de
melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham), torna-se importante
conhecer suas caracteristicas a fim de assegurar a qualidade deste
produto. Além disso, é necessario investigar possiveis parametros que
facilmente possam determinar sua diferenciacdo de outros méis,
garantindo assim sua autenticidade. Nesse contexto, no presente estudo,
foram investigadas as caracteristicas fisico-quimicas e as propriedades
antioxidantes de 16 amostras de mel de melato de bracatinga e de 25
amostras de mel floral de diferentes origens botanicas de Santa Catarina.
Os méis de melato de bracatinga foram caracterizados pelos valores
elevados de acidez livre, condutividade elétrica, capacidade
antioxidante, e baixo teor de glicose, sendo que, especialmente esses
parametros permitiram a diferenciacdo entre méis de melato de
bracatinga e méis florais a partir da analise quimiométrica dos
resultados obtidos.

Palavras-chave: Parametros de identidade e qualidade, andlise de
componentes principais, classificacdo de méis.
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1 INTRODUCAO

O mel é um alimento doce composto por macro e micro
nutrientes que conferem propriedades nutricionais e medicinais ao
produto (KHALIL et al., 2015; KATEEL et al., 2018). O mel produzido
em maior abundancia é proveniente da espécie Apis melifera e é
classificado de acordo com sua origem: floral ou de melato (CODEX
ALIMENTARIUS, 2001; EUROPEAN COMMISSION, 2002).

Enquanto que os méis florais sdo produzidos pelas abelhas a
partir do néctar das flores, os méis de melato caracterizam-se como um
produto obtido a partir de secre¢Bes e excre¢fes oriundos de plantas,
frutas e insetos (CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EUROPEAN
COMMISSION, 2002). Quando inexiste, ou baixa disponibilidade de
flores e néctar, as abelhas utilizam esse recurso para produzir o mel
(BERGAMO et al., 2018h).

Os méis de melato sdo amplamente consumidos, principalmente
por consumidores europeus (AZEVEDO et al., 2017; PITA-CALVO,;
VAZQUEZ, 2017; BERGAMO et al., 2018a) e é nesse mercado que 0
mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) vem sendo
inserido. O mel de melato € um produto muito peculiar, produzido
predominantemente na regido serrana do estado de Santa Catarina, sul
do Parana e norte do Rio Grande do Sul, Brasil, e quase toda a sua
producdo é exportada (BERGAMO et al., 2018b). A produgdo sé ocorre
quando insetos do género Tachardiella sp. e Stigmacoccus sp.,
popularmente conhecidos como cochonilhas, povoam o caule da
bracatinga (Mimosa scabrella Benthan), se alimentam do floema dessa
arvore e liberam uma excregdo sacarinica que é utilizado pelas abelhas
na producéo do mel de melato (MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN,
2014; WOLFF; WITTER; LISBOA, 2015). No entanto, esse periodo de
infestacdo do inseto na planta, ocorre apenas a cada dois anos, e
geralmente nos meses de mar¢o a julho (MAZUCHOWSKI; RECH,;
TORESAN, 2014), ocasionando uma producdo de mel bianual,
fendmeno que agrega ainda mais valor ao produto (BERGAMO et al.,
2018b).

A fim de estabelecer pardmetros para avaliar a qualidade de cada
classe de mel, varias normativas foram definidas, dentre as quais
destacam-se os regulamentos previstos pelo Brasil (BRASIL, 2000),
Codex Alimentarius (CODEX ALIMENTARIUS, 2001) e Unido
Européia (EUROPEAN COMMISSION, 2002). Os principais critérios
de interesse sdo a avaliacdo da maturidade do mel, avaliado pelos teores



74

de umidade, aglcares ndo redutores e redutores; pureza, avaliada
principalmente pelos teores de solidos insoldveis, minerais e
condutividade elétrica; e o estado de deterioragdo avaliado pelos
pardmetros de acidez livre, diastase e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF)
(BERGAMO et al., 2018b). Ainda, muitos autores ja demonstraram que
alguns parametros fisico-quimicos podem ser utilizados com sucesso
para identificar a origem botanica do mel (POPEK; HALAGARDA,;
KURSA, 2017) bem como adulteracdes ocasionadas por adi¢cdo de
xaropes e agentes espessantes (NIKOLOVA et al.,, 2012; AMIRY;
ESMAIILI; ALIZADEH, 2017).

Considerando a escassez de informagdes sobre a composicdo do
mel de melato de bracatinga, bem como de méis florais produzidos na
regido serrana do estado de Santa Catarina, este estudo tem como
objetivo investigar as propriedades fisico-quimicas, capacidade redutora
de Folin-Ciocalteu, capacidade redutora de ferro (FRAP), capacidade de
desativacdo do radical 2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), enfatizando a
diferenciacdo dessas distintas classes de mel a partir da analise
quimiométrica dos dados (BERGAMO et al., 2018b).
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Amostras

As amostras de mel de melato de bracatinga e de méis florais
foram coletadas aleatoriamente no ano de 2016 em diferentes locais do
planalto serrano do estado de Santa Catarina (Brasil) (Tabela 2.1).
Méis de melato de bracatinga (n=16) foram obtidos de produtores
locais, cujos apiarios estavam mantidos em areas com vasta
disponibilidade de &rvores de bracatinga e nos meses com alta
producéo de excrecOes das cochonilhas, a fim de garantir a pureza das
amostras. As amostras de méis florais (n=25) foram coletados das
mesmas localidades e também de regiGes prédximas as areas onde 0s
méis de melato de bracatinga foram coletados. Todos os favos
coletados, na quantidade de um a dois por apiario, foram
acondicionados em caixas térmicas e imediatamente transportados
para o Laboratdrio de Quimica de Alimentos da Universidade Federal
de Santa Catarina, onde foram drenados e filtrados manualmente. E
importante salientar que os méis florais foram colhidos nos meses de
menor producdo de excregbes de cochonilha, a fim de evitar
contaminagdes provenientes dessa substdncia (BERGAMO et al.,
2018b).

Tabela 2.1 — Caracteristicas botanicas e geograficas das amostras de mel
de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) e de méis florais
coletadas na regido do planalto serrano de Santa Catarina.

Amostra Tipode mel  Origem Botanica Cidade
M1, M2 Bom Retiro
M3, M4, M5 Bracatinga BOCZILTIa d0
M6, M7 Melato (Més:ritr)]r;alla Lages
M8, M9 ' Séo Joaquim
M10, M11, M12, M13 Urubici
M14, M15, M16 Urupema
F1, F2 Multifloral Bom Retiro
F4 Floral Sida sp. Bom Retiro
F5 Multifloral Séo Bonifacio

Continua
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Amostra Tipo de mel Origem Boténica Cidade
F6 Citrus sinensis (L.) S0 Bonifacio
F7 M. scabrella Benth. Lages
F8, F9, F10 Multifloral Lages
F11, F14, F15 Multifloral S&o Joaquim
F12 Myrcia multiflora Séo Joaquim
F13 Malus domestica Séo Joaquim
F16, F17, F18, F19 Floral Multifloral Urubici
F20, F23 Clethra scabra Pers. Urupema
F21 Eucalyptus sp. Urupema
F22 Sida sp. Urupema
F24 Citrus sinensis (L) Alfrego Wagner
F25 Multifloral Painel

M — Mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham). F — Mel
floral.
Fonte: Adaptado de Bergamo et al. (2018b).

2.2 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos possuiam grau
analitico e os solventes eram de pureza cromatografica. A agua utilizada
nos testes e na diluicdo das amostras foi purificada por deionizagdo
(sistema Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, EUA) (BERGAMO et al.,
2018b).

Os  reagentes  D-frutose, L-rhamnose, D-(+)-glicose
monohidratada, D-(+)-maltose monohidratada, D-(+)-cellobiose, D-(+)-
xilose, D-(+)-raffinose pentahidratada, D-(+)-melezitose hidratada, 5-
(hidroximethil) furfural, acido lactico, 2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH),
2,4,6-Tri-(2-Piridil)-1,3,5-Triazina (TPTZ), reagente de fenol Folin &
Ciocalteu, Brometo de Cetil Trimetilamonio (CTAB), imidazol, acido
ftalico, sacarose, lactose, cafeina, acido sérbico, amido sollvel, cloreto
férrico, sulfato ferroso heptahidratado e metanol foram obtidos da
Sigma-Aldrich (Saint Loius, MO, EUA). Os acidos galico e ascorbico,
iodeto, acetado e cloreto de sodio foram obtidos da Vetec (Rio de
Janeiro, RJ, Brasil). Hidroxido de sédio (NaOH), dodecil sulfato de
sodio (SDS), tetraborato dissédico decahidratado (STB), acido acético e
carbonato de sodio foram adquiridos da Merck (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) (BERGAMO et al., 2018b).



77

2.3 Caracteristicas Fisico-Quimicas
2.3.1  Umidade

A umidade do mel foi determinada por um refratdmetro de Abbe.
Todas as medicOes foram realizadas a 20 °C e a umidade correspondente
foi obtida a partir da Tabela 969.38 (AOAC, 2005).

2.3.2  Carboidratos

A determinacdo dos carboidratos foi realizada de acordo com o
método proposto por Rizelio et al. (2012b), com modificacdes
(BERGAMO et al., 2018b). Resumidamente, uma massa de
aproximadamente 0,5 g de mel foram dissolvidas em &gua ultrapura em
um baldo volumétrico com capacidade para 10 mL e, a seguir, 0 volume
foi completado. A solugdo da amostra foi centrifugada em uma micro
centrifuga MiniSpin Plus® (Eppendorf AG, Suffolk, NY, EUA) & 14.000
rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi diluido na propor¢éo de 9:1 (v /
v, amostra: padrdo interno na concentracdo final de 1,71 g L™ de
lactose). Diluigbes subsequentes do sobrenadante foram realizadas
quando necessario. Apds o procedimento descrito, esta solucdo foi
injetada no equipamento de eletroforese capilar (modelo 7100, Agilent
Technologies, Alemanha), equipado com um detector de arranjo de
diodos, no comprimento de onda de 230 nm (deteccdo indireta, com
referéncia em 360 nm para inversdo do pico eletroforético), e
temperatura mantida a 25 °C. Foram utilizados capilares revestidos com
silica fundida, com 90,0 cm de comprimento total, sendo 81,5 cm de
comprimento efetivo e 50 um de didmetro interno. O BGE foi composto
por 30 mmol L™ de &cido ftalico, 1,5 mmol L™ de CTAB e 100 mmol L’
! de NaOH, pH de 12,45. Diariamente, antes do inicio das analises o
capilar foi condicionado com NaOH na concentracéo de 1 mol L™ (15
min) seguido de agua ultra-pura (15 min) e solucdo de BGE (20 min).
Solugdes padrdo e amostras de mel foram introduzidas na extremidade
do capilar mais distante do detector e injetadas usando pressdo
hidrodinamica positiva (50 mbar por 3 s). A tensdo de separacdo
aplicada foi de -20 kV e o capilar foi recondicionado entre as injegdes
com a solugdo de BGE por 2 minutos.
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2.3.3  pH, Acidez Livre e Acidez Lactdnica

O pH, a acidez livre e a acidez em lactona foram determinados
pelo método 962.19 da AOAC (AOAC, 2005) em que aproximadamente
10 g de mel foram dissolvidas em 75 mL de &gua deionizada. O
procedimento decorreu da seguinte forma: o pH da solucdo foi
verificado e em seguida foi titulada com solugdo de NaOH 0,1 mol L™
até o pH final de 8.5. Apds esse processo, 10 mL de NaOH 0.1 M foram
imediatamente adicionados a solu¢do que foi posteriormente titulada
com uma solucdo de CH;COOH 0.1 mol L™ até o pH final de 8.2. As
medigdes foram obtidas a partir do pHmetro MD-20 (Digimed, Brazil).

2.3.4 Atividade Diastasica

A atividade diastésica foi mensurada de acordo com o método
920.180 proposto pela AOAC (AOAC, 2005). Uma solugdo tamponada
de amido com mel foi mantida em banho-maria a 40 °C pelo tempo
necessario para obter uma absorbancia igual ou menor que 0,235. A
partir dos valores obtidos construiu-se um gréafico de absorbancia versus
tempo para o célculo t, e a atividade diastasica foi entdo obtida pelo
quociente 300 / t,. O resultado foi expresso em unidades de Shade.

2.3.5 Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica foi determinada de acordo com o
método recomendado por Bogdanov et al. (1999). Uma solucéo de mel a
20 % (m/v) foi diluida em dgua ultrapura a 25 °C e a condutividade foi
imediatamente verificada em um condutivimetro modelo Tec-4MP
(TE1CNAL, S&o Paulo, Brasil). Os resultados foram expressos em mS
cm™,

2.3.6  5-Hidroximetilfurfural

A avaliacdo do composto 5-HMF foi conduzida por meio de
injecdo em um equipamento de eletroforese capilar equipado com
detector de arranjo de diodos, de acordo com o método proposto por
Rizelio et al. (2012a). Todas as separacfes foram realizadas em
temperatura de 25 °C, capilar de silica fundida ndo revestida (Polymicro
Technologies, Phoenix, AZ, EUA) de 32,0 cm de comprimento total
(8,5 cm de comprimento x 50 um de didmetro interno) utilizando
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eletrélito de corrida (BGE) composto por 5 mmol L™ de TBS
(tetraborato de sédio) e 120 mmol L™ SDS, com pH 9,3. O capilar foi
condicionado com BGE por 1 min entre as corridas. Amostras e
solugbes padrdo foram injetadas hidrodinamicamente com pressdo
negativa de 50 mbar por 3 s. A tensdo de separacdo aplicada foi de 30
kV com polaridade positiva na extremidade de injecdo, com detec¢do
em 284 nm. A cafefna foi utilizada como padréo interno (200 mg L™).
Os resultados foram expressos em mg kg™ e calculados a partir de uma
curva de calibragdo com padrdo de 5-HMF, em cinco niveis
equidistantes, de concentracéo que variou de 10 mg L™ a 80 mg L™.

2.3.7 Capacidade de reducdo de ferro (FRAP), de Folin-Ciocalteu e
de desativacdo do radical 2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

Para avaliacdo da capacidade de reducdo e da atividade de
desativagdo do radical DPPH, foram pesadas aproximadamente 0,5 g de
mel e em seguida dissolveu-se em &gua ultrapura na propor¢do 1:3
(m/v). Quando necessario, diluicGes adicionais foram realizadas
(BERGAMO et al., 2018b).

A capacidade de reducdo das amostras foi avaliada a partir do
poder redutor férrico (FRAP) de acordo com Benzie e Strain (1996),
com modificacbes (BERTONCELJ et al., 2007). O reagente de FRAP
foi preparado a partir de 300 mmol L-* de tamp#o acetato de sdio (pH
3,6), 10 mmol L* de solugéo TPTZ em 40 mmol L™ HCI e 20 mmol L™
de solucdo de cloreto férrico, na propor¢do de 10:1:1 (v/viv),
respectivamente. Uma aliquota de 400 pL da amostra previamente
diluida foi cuidadosamente misturada com 3,6 mL de reagente FRAP.
Estas misturas foram mantidas em banho-maria a 37 °C por 10 minutos
e, em seguida, a absorbancia foi determinada a 593 nm utilizando um
espectrofotdbmetro UV-visivel. A curva padrdo foi elaborada em sete
niveis de concentracdo de sulfato ferroso heptahidratado (120 a 300 pumol
L) e os resultados foram expressos em pmol Fe*? 100 g .

A capacidade redutora total das amostras foi determinada pelo
método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-
RAVENTOS, 1999) onde uma aliquota de 2,0 mL de agua foi misturada
com 100 uL de amostra, previamente diluida em um baldo de 10 mL. Na
sequéncia, 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu foram adicionados a
mistura e, passados 2 minutos, 1,5 mL de solucdo de carbonato de sédio
20% (m/v) foram adicionados ao sistema. A seguir, o volume final foi
completado com agua deionizada e este sistema foi mantido no escuro a
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temperatura ambiente, durante 120 min. Os resultados foram calculados
usando uma curva de calibracdo de acido galico em sete niveis de
concentragdo (20 a 300 mg L™) e os resultados expressos em mg de
4cido galico equivalente (AGE) 100 g.

A capacidade de desativacdo do radical 2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) das amostras foi determinada de acordo com Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995), com algumas modifica¢bes (DAE-OK KIM et
al., 2002). Primeiramente, a absorbéncia de aliquotas de 2,9 mL da
solugdo do radical DPPH (0,1 mmol L™ em metanol a 80 %) foi medida
em 515 nm (t = 0 min) usando um espectrofotdmetro UV-Visivel. Na
sequéncia, foram adicionados 100 pL da amostra (previamente diluida)
e este sistema foi misturado. A mistura foi mantida no escuro em
temperatura ambiente, durante 30 minutos e a absorbancia foi
determinada em 515 nm (t = 30 min). A capacidade de eliminacdo das
amostras foi calculada como (%) inibicdo = [1 - (Absorbancia da
amostra ¢ = 30 min / Absorbancia da solugdo de DPPH ¢ - ¢ min) X 100] e 0s
resultados expressos como mg equivalentes de &cido ascorbico (AAE)
100 g™ através de uma curva padréo de acido ascorbico (20 mg L - 120
mg L, com seis niveis de concentraco).

2.4 Analise Estatistica

Os ensaios foram realizados a partir de trés experimentos
independentes (n=3) para cada amostra, e 0s dados foram expressos
como média + desvio padrdo. A Analise de Componentes Principais
(PCA) foi utilizada para explicar e interpretar a interdependéncia dos
dados. O “software” Paleontological Statistics® (Past) versdo 2.16 foi
utilizado para realizar as analises estatisticas.
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3 RESULTADOS
3.3 Maturidade do mel

Um dos fatores observados como padrdo de identidade e
qualidade do mel é a maturidade do produto avaliado, principalmente, a
partir dos teores de umidade, agUcares redutores e sacarose. Os
resultados obtidos referentes a esses parametros estdo demonstrados na
Tabela 2.2.



Tabela 2.2 — Teor de umidade e carboidratos em méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) e florais.

Amostra Umidad_tla Frutose_1 Glicose_l Sacarosg Maltosgl Frutose + G!icose E/G G/M
(9100 g7) (9100 g7) (9100g7)  (9100g7) (9100g) (9100g7)

M1 16,80+0,00 36,47+0,33 22,12+0,16 <LOD 3,97+0,08 58,59+0,49 1,65 1,32
M2 18,40+0,00 36,26+0,67 23,34+1,03 <LOD 2,84+0,01 59,60+0,36 1,55 1,27
M3 16,13+0,23 35,65+0,81 21,69+0,02 <LOD 3,85+0,16 57,33+0,79 1,64 1,34
M4 16,67+0,23 36,68+0,56 24,15+0,35 <LOD 2,53+0,02 60,83+0,18 1,52 1,45
M5 16,53+0,23 38,29+1,58 21,51+0,17 <LOD 2,73+0,06 59,80+1,41 1,78 1,3
M6 18,13+0,24 37,64+0,73 24,92+0,37 <LOD 3,48+0,01 59,64+0,53 151 1,37
M7 16,80+0,00 35,31+1,58 24,25+0,68 <LOD 1,87+0,06 62,55+0,36 1,46 1,44
M8 15,60+0,00 36,33+0,83 24,79+0,39 <LOD <LOD 61,12+1,22 1,47 1,59
M9 16,13+0,23 33,43+2,52 20,84+0,06 <LOD 3,68+0,06 54,27+2,46 1,6 1,29
M10 16,93+0,23 41,07+0,90 22,58+0,76 <LOD 2,28+0,05 63,65+1,66 1,82 1,33
M11 16,26+0,23 36,37+0,04 20,98+0,39 <LOD 2,75£0,00 57,36+0,42 1,73 1,29
M12 16,80+0,00 35,72+1,55 25,18+0,14 <LOD <LOD 60,90+1,40 1,42 15
M13 15,20+0,00 36,23+0,11 21,72+0,67 <LOD 3,48+0,06 57,95+0,56 1,67 1,43
M14 16,80+0,00 37,31+1,27 26,38+0,12 <LOD 2,91+0,00 63,69+1,15 1,41 1,57
M15 16,13+0,23 36,17+2,34 24,29+0,46 <LOD 3,22+0,05 60,46+1,88 1,49 151
M16 16,27+0,23 35,82+0,97 24,48+1,16 <LOD 3,07+0,23 60,29+0,19 1,46 15
F1 18,27+0,23 38,02+1,09 33,87+1,04 0,75+0,06 2,65+0,05 71,90£2,13 1,12 1,85

Continua
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Umidade

Frutose

Glicose

Sacarose

Maltose

Frutose + Glicose

Amosta100g7)  (g100¢7)  (g100g")  (9100gY) (g100gY) (g 100 g Fi6  GIU
F2  17.206000  42,66:0,88  3298:071  <LOD <LOD 75,65+0,17 120 1,92
F3  17.004000  36,67+L75  3447+104  <LOD <LOD 71,13+0,71 106 203
F4  17.604000  39,95:051 35214082  0,73:005  1,64+0,04 75,16+0,30 113 2,00
F5 18674012  3741#158 3396085 077004  178+0.11 71,3742,43 110 182
F6 18004000  3528+158 32004144  110£007 187001 67,28+3,01 110 178
F7  17.794000 3847010 36064209  <LOD <LOD 74,53+1,99 107 203
F8 17204000  38,50+071  3402+204  <LOD  1,70%0,09 72,6142,75 113 1,98
F9  17,004000  37,26$229  3231#120  107:006  1,88+0,09 69,57+3,49 115 1,9
FI0 16006000 4043022  3387:036  <LOQ  1,74%005 74,30£0,58 119 212
F11 19604000 3878027  3608:056  097£004  <LOD 74,80+0,58 107 184
F1I2 1660000  3478£048  3131#078 3328005  4,67+0,06 66,00+1,26 111 1,89
F13 18404000 3342085  3165:1,01  0,90:001 185005 65,08+1,86 106 1,72
Fl4 18404000  36,97+039  28,60:0,09  <LOD <LOD 65,56+0,47 129 155
FI5 18804000  42,34+096 35213081 1644004  <LOD 77,55+0,15 120 187
FI6 18004000  36,99+006 32943070  <LOD <LOD 60,02+0,64 112 183
F1I7 17204000  39.88£022  3166:1,12 1162004  <LOD 71,54+0,91 126 1,84
F18 1660000 34404032  30,85:041  <LOQ  1,96+0,04 65,32+0,09 112 186

Continuacéo
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Amostra Umidad_tla Frutose_1 Glicose_l Sacarosg Maltosgl Frutose + G!icose F/c G/U
(9100 g7) (9100 g7) (9100g7)  (9100g7) (9100g) (9100g7)
F19 17,20+0,00 38,03+1,31 34,26+1,77 <LOD <LOD 72,29+3,08 1,11 1,99
F20 17,60+0,00 37,08+1,23 33,55+0,10 <LOD 1,59+0,06 70,63+1,33 1,11 1,91
F21 19,93+0,00 36,42+0,00 33,12+0,83 1,05+0,02 0,96+0,08 69,54+0,83 1,10 1,66
F22 19,98+0,00 35,09+1,06 33,65+1,24 <LOD <LOD 68,74+2,29 1,04 1,68
F23 17,73+0,23 37,98+0,72 30,24+0,96 <LOD 2,28+0,16 68,05+0,24 1,26 1,71
F24 19,00+0,35 38,73+1,74 35,52+0,12 <LOD <LOD 74,25+1,63 1,09 1,87
F25 18,33+0,23 41,83+0,85 33,22+0,78 <LOD <LOD 75,04+0,07 1,26 1,81
Conclusdo

Legenda: M — Mel de melato de bracatinga. F — Mel floral. U — Umidade. F — Frutose. G — Glicose. LOD - Limite de deteccdo da
sacarose 0,137 + 0,022 g 100g™ e maltose 0,137 + 0,020 g 100g™. LOQ — Limite de quantificacdo da sacarose 0,342 + 0,025 g
100 g™. F/G — Razéo Frutose/Glicose. F/M — Razdo Glicose/Umidade.

Fonte: Adaptado de Bergamo et al. (2018b).
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Com relacdo a umidade dos méis, todas as amostras avaliadas
nesse estudo apresentaram valores abaixo de 20 % (de 15 g 100g™ a 20
g 100g™), estando dentro dos limites estabelecidos pelo Codex
Alimentarius (CODEX ALIMENTARIUS, 2001). Geralmente, a
umidade ndo tem relagdo com a origem boténica do mel e sim com
condicBes inadequadas de extracdo e processamento, bem como o clima
da regido de colheita. Esses fatores foram observados por Escriche et al.
(2017) onde a maioria das amostras de mel oriundas de Mogambique,
Africa, apresentaram altos teores de umidade (16,6 g 100g™ a 23,3 g
100g™"). Teores de umidade acima de 20 % favorecem o
desenvolvimento de processos fermentativos no mel (OROIAN, 2012;
FECHNER et al.,, 2016) e o crescimento de leveduras osmofilicas
(ESCRICHE et al., 2017), propiciando a rapida deterioracdo do produto.

A frutose e a glicose sdo os principais aglcares encontrados no
mel, sendo formados principalmente pela redugdo da sacarose por
enzimas depositadas no mel pelas abelhas (SILVA et al., 2016). De
acordo com organizacfes reguladoras internacionais (BRASIL, 2000;
CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2001; EUROPEAN
COMMISSION, 2002), o mel deve conter um teor minimo de glicose de
45 g 100 g™ em méis de melato e um minimo de 60 g 100 g™ em méis
de origem floral. Neste estudo, todas as amostras de mel avaliadas
apresentaram os limites minimos exigidos, variando de 54,27 g 100 g a
63,69 9100 g™ e 65,08 g 100 g"a 77,55 g 100 g™* para méis de melato e
florais, respectivamente. Avaliando os méis espanhdis, Juan-Borras et
al. (2017) também encontraram niveis mais baixos de frutose + glicose
em méis de melato (64 g 100 g™*a 74 g 100 g™) quando comparados aos
méis oriundos de flores (71 g 100 g* a 82 g 100 g). Resultados
semelhantes também foram relatados por Nayik e Nanda (2015) ao
avaliar méis de melato e florais da india (médias de 66,24 g 100 g™ a
72,81 9100 g™t e 60,60 g 100 g, respectivamente).

Em geral, tanto os méis de melato quanto os meéis florais
avaliados nesse capitulo possuem quantidades semelhantes de frutose
(35,81 g 100 g a 41,07 g 100 g™ e 33,42 g 100 g™* a 42,66 g 100 g™,
respectivamente). No entanto, para a glicose, menores concentragdes
foram observadas para méis de melato (20,83 g 100 g™ a 26,38 g 100 g
') em comparacdo aos méis florais (30,23 g 100 g™ a 36,07 g 100 g™).
Essa tendéncia também foi observada por Chakir et al. (2016) e Terrab
et al. (2003) em méis provenientes do Marrocos e por Escuredo et al.
(2014) em méis oriundos da Espanha e Roménia.
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Segundo Manikis e Thrasivoulou (2001), méis com valores de
glicose abaixo de 30 % comumente exibem cristalizacdo lenta. Em
geral, a tendéncia de cristalizacdo dos méis pode ser avaliada com base
na razdo frutose/glicose (F/G) e na razdo glicose/umidade (G/U). A
glicose ¢ menos solivel em &gua quando comparada a frutose
(NASCIMENTO et al., 2018) com forte tendéncia a precipitagdo,
formando cristais (RODRIGUEZ et al., 2004). Com base nessa
caracteristica, valores < 1,14 para a relagdo F/G sugerem a ocorréncia de
cristalizagdo do mel, enquanto que proporgdes > que 1,33 indicam um
processo de cristalizacdo lento (SMANALIEVA; SENGE, 2009). A
ocorréncia do processo de cristalizacdo também pode ser estimada pela
razdo G/U. Segundo Dobre et al. (2012), valores < 1,7 para tal relacdo
indicam lentiddo ou auséncia de cristalizagdo. Por outro lado, valores >
que 2,0 sugerem cristalizagdo rapida. Neste estudo, todas as amostras de
mel de melato apresentaram razdes acima de 1,33 para a relagdo F/G e
abaixo de 1,7 para a relagdo G/U, indicando a ocorréncia de um lento ou
até mesmo nenhum processo de cristalizagdo nestas amostras,
caracteristica considerada peculiar a essa classe de mel (BERGAMO et
al, 2018b). Para méis florais, a maioria das amostras apresentou razdes
abaixo de 1,14 para a relagdo F/G e préximo a 2,0 para a relagdo G/U,
sugerindo cristalizacdo mais acelerada desses méis (BERGAMO et al,
2018b). A formacdo de cristais modifica a textura do produto e, como
consequéncia, resulta geralmente em menor aceitacdo pelos
consumidores (CAVIA et al., 2007). Portanto, essa caracteristica
também contribui para a boa aceitagdo do mel da bracatinga
(BERGAMO et al, 2018b).

A sacarose € outro carboidrato que apresenta importancia na
constituicdo do mel, sendo que valores elevados desse agucar indicam
maturacdo incompleta (ESCRICHE et al.,, 2017) e também podem
sugerir adulteracdo com acUcares comerciais. Para méis em geral, €
estabelecido um limite maximo de 5 g 100 g™ para este carboidrato
(CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EUROPEAN COMMISSION,
2002) e, sendo assim, todas as amostras de mel avaliadas nesse estudo
estavam de acordo com o estabelecido (BERGAMO et al, 2018b). Para
0s méis de melato, os teores de sacarose ficaram abaixo do limite de
deteccéo do método (0,137 g 100 g™*) e para os méis florais, os valores
variaram de abaixo do limite de deteccdo a 3,32 g de 100 g*
(BERGAMO et al, 2018b). Estes valores estdo de acordo com o0s
relatados por Terrab et al. (2003), Oroian (2012) e Can et al. (2015),
que, da mesma forma, ndo detectaram sacarose em mel de melato do
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Marrocos, Roménia e Turquia, respectivamente. O baixo teor de
sacarose também foi encontrado nos méis de melato e florais da
Espanha e Roménia, variando de 0,1 g 100 g™ a 0,9 g 100 g e 0,01 g
100 g* a 3,4 g 100 g™, respectivamente (ESCUREDO et al., 2014).

Dos demais agUlcares investigados nas amostras de mel (xilose,
raffionose, ramnose, celobiose, maltose e melezitose), apenas a maltose
foi encontrada. Nas amostras de mel de melato, os valores variaram de
1,87 g 100 g' a 3,97 g 100 g* e, nos méis florais, os valores
correspondentes apresentaram-se abaixo do limite de deteccéo (0,137 ¢
100 g™) até 4,67 g 100 g (BERGAMO et al, 2018b). Embora Seja
considerado um carboidrato minoritario, alguns autores tém relatado a
presenca desse aglcar em méis de diferentes origens boténicas
(TERRAB et al., 2003; ESCUREDO et al., 2014; CAN et al., 2015;
SALONEN et al., 2017). Em méis de melato e florais provenientes da
Turquia, Can et al. (2015) encontraram valores de maltose variando de
0,19 g 100 g a 0,54 g 100 g* e de 0,13 g 100 g* a 1,05 g 100 g™,
respectivamente; representando menos de 1 % do total de aglcares
investigados.

3.4 Pureza e Deterioragdo do Mel

A pureza do mel e sua possivel deterioracdo podem ser avaliadas
especialmente de acordo com seus valores de condutividade elétrica,
acidez livre, 5-HMF e diastase (CODEX ALIMENTARIUS, 2001;
EUROPEAN COMMISSION, 2002). Na Tabela 2.3 sdo apresentados 0s
resultados encontrados para estes parametros, além da acidez em lactona
e valores de pH em mel de melato de bracatinga e florais.



Tabela 2.3 — Condutividade elétrica, acidez, pH, 5-hidroximethilfurfural e atividade diastasica das amostras de méis

de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) e florais.

Amostra Consllé?r\i/égade Acidez Li_\l/re Acidez em Lictona pH 5-HMI_:1 é};\s/;:saliz
(mS cm’) (meq kg”) (meq kg”) MIka")  (Unidade Schade )
M1 1,20+0,02 49,04+0,35 2,18+0,34 5,03+0,15 <LOD 16,80+0,15
M2 1,24+0,02 54,94+0,27 2,41+0,01 4,85+0,01 <LOD 15,04+0,46
M3 1,58+0,00 51,81+0,20 8,50+0,36 4,78+0,01 <LOD 12,04+0,57
M4 1,45+0,01 49,69+0,10 7,14+0,04 4,82+0,01 <LOD 12,53+0,49
M5 1,57+0,07 45,91+0,11 7,54+0,18 4,85+0,01 <LOD 16,19+0,57
M6 1,14+0,02 54,87+1,39 13,61+0,58 4,39+0,01 <LOD 17,04+0,66
M7 1,31+0,02 50,59+1,44 8,78+0,45 4,62+0,01 <LOD 9,16+0,12
M8 1,40+0,01 43,61+0,76 7,12+0,37 4,85+0,01 <LOD 11,06+0,39
M9 1,65+0,02 47,95+1,15 5,19+0,14 5,02+0,01 <LOD 15,21+0,18
M10 1,07+0,80 48,07+1,49 7,98+0,40 4,79+0,01 <LOD 8,20+0,15
M11 1,3740,03 43,58+1,47 7,11+0,38 5,02+0,06 <LOD 10,59+0,23
M12 1,42+0,03 53,12+1,82 7,26+0,18 4,80+0,01 <LOD 14,00+0,30
M13 1,18+0,01 42,45+0,00 2,18+0,34 5,13+0,01 <LOD 9,48+0,45
M14 1,49+0,01 51,16+0,82 9,07+0,41 4,73+0,03 <LOD 20,59+0,51
M15 1,69+0,03 55,66+1,22 9,63+0,02 4,81+0,01 <LOD 15,81+0,56

Continua
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Amostra Consllé?r\i/égade Acidez Li_\l/re Acidez em Lictona pH 5-HMI_:l é};\s/![:saiz
(mS cm’) (meq kg”) (meq kg”) MIkI")  (nidade Schade )
M16 1,78+0,01 48,41+0,57 8,54+0,38 4,81+0,01 <LOD 15,69+0,74
F1 0,41+0,00 27,61+0,22 8,28+0,22 4,01+0,01 <LOD 14,87+0,53
F2 0,51+0,01 25,40+0,63 11,33+0,51 4,14+0,01 <LOD 6,47+0,21
F3 0,49+0,00 19,28+0,35 6,30+0,68 4,74+0,08 <LOD 21,78+1,27
F4 0,33+0,00 17,79+0,33 9,92+0,35 4,40+0,11 <LOD 16,31+0,45
F5 0,31+0,01 22,20+1,03 6,30+0,69 4,32+0,01 14,440,71 6,63+0,03
F6 0,16+0,00 18,80+0,34 7,76+0,69 3,80+0,04 9,92+0,22 3,53+0,12
F7 0,72+0,00 11,71+0,00 3,15+0,34 5,29+0,01 <LOD 15,03+0,31
F8 0,34+0,00 15,62+0,69 5,82+0,00 4,52+0,01 <LOD 19,50+0,99
F9 0,39+0,00 19,28+0,35 7,27+0,00 4,43+0,0 <LOD 17,29+0,63
F10 0,34+0,00 15,62+0,69 5,82+0,00 4,61+0,0 <LOD 15,07+0,61
F11 0,59+0,00 32,72+0,00 8,00+0,34 4,36+0,01 10,81+0,3 12,18+0,37
F12 0,23+0,00 13,91+0,34 7,03+0,34 4,30+0,01 <LOD 7,9310,15
F13 0,48+0,01 24,08+0,56 7,76+0,48 4,37+0,04 38,02+1,51 4,18+0,02
F14 0,55+0,00 22,94+0,70 7,27+0,00 4,58+0,02 14,13+0,81 12,64+0,4
F15 0,36+0,00 14,14+0,67 3,04+0,19 4,68+0,09 <LOD 27,44+1,30
F16 0,36+0,01 16,60+1,19 8,24+0,00 4,39+0,01 <LOD 13,48+0,40

68



Amostra Conslléilr\i/::gade Acidez Li_\l/re Acidez em Lictona pH 5-HMI_:l é};\s/![:saiz
(mS cm’) (meq kg”) (meq kg”) MIka")  (nidade Schade )

F17 0,34+0,00 16,35+1,03 8,24+0,68 4,4610,0 <LOD 16,28+0,12
F18 0,37+0,00 12,94+0,34 6,55+0,34 4,65+0,04 <LOD 10,07+0,41
F19 0,67+0,02 23,92+1,46 7,59+0,28 4,65+0,02 <LOD 18,05+0,57
F20 0,67+0,02 29,34+0,07 14,54+0,74 4,24+0,01 <LOD 14,55+0,41
F21 1,04+0,01 41,70+£1,24 16,95+0,93 4,04+0,01 <LOD 5,75+0,14
F22 0,67+0,02 25,83+1,17 7,54+0,18 4,44+0,01 <LOD 6,43+0,20
F23 0,64+0,01 27,57+0,24 13,01+0,63 4,26+0,00 <LOD 14,63+0,51
F24 0,63+0,01 29,03+1,04 10,66+0,68 4,30+0,00 16,17+0,79 6,56+0,17
F25 0,29+0,00 14,15+0,69 6,06+0,34 4,40+0,06 <LOD 15,05+0,68
Concluséo

Legenda: M — Mel de melato de bracatinga. F — Mel Floral. 5-HMF: 5-hidroximethilfurfural. LOD - Limite de detecgdo de
5-HMF = 3,37 mg kg™.
Fonte: Adaptado de Bergamo et al. (2018b).
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A condutividade elétrica pode estar relacionada a pureza do mel,
uma vez que este pardmetro tem sido fortemente associado com o teor
de cinzas, minerais e acidez dos méis (OROIAN et al., 2017). Durante o
processamento, 0 mel pode ser exposto a minerais por meio do contato
com equipamentos e utensilios, aumentando os indices de condutividade
elétrica (OROIAN et al., 2017). Além disso, contaminagdes entre as
origens boténicas também podem ocorrer, elevando ou diminuindo os
valores obtidos para esse parametro (BERGAMO et al, 2018b). Sendo
assim, estabelece-se um valor minimo de 0,8 mS cm™ para os méis de
melato e um valor méximo de 0,8 mS cm™ para os méis florais
(CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EUROPEAN COMMISSION,
2002). Todas as amostras de mel avaliadas estavam de acordo com 0s
limites estabelecidos. Apenas a amostra de mel floral F21 apresentou
elevada condutividade elétrica (1,14 mS cm™), no entanto, a mesma se
enquadra nos limites estabelecidos pela legislacdo, que abre excegdes
para méis florais oriundos de Eucalyptus sp. por terem
reconhecidamente uma condutividade elétrica elevada, quando
comparado a outros méis florais. Para os demais méis de melato e
florais, os valores variaram de 1,07 mS cm™a 1,78 mS cm™ e de 0,16
mS cm™ a 0,72 mS cm™; respectivamente (BERGAMO et al, 2018b).
Esses valores estdo de acordo com os encontrados por Oroian et al.
(2017), que também relataram valores mais elevados de condutividade
elétrica em méis de melato quando comparados aos florais oriundos da
Roménia (0,92 mS cm™a 1,01 mScm™ e 0,11 mS cm™ a 0,65 mS cm™,
respectivamente).

A acidez presente no mel parece ser fortemente influenciada pela
presenca de &cidos organicos e suas correspondentes lactonas, que
podem ser oriundos do néctar ou da fonte de exsudato utilizada na
producdo do mel (MENDES et al., 2009; FROSCHLE et al., 2018).
Além disso, os acidos organicos também podem ser derivados da
fermentacdo de alguns acUcares por leveduras, como o &cido acético
(CHIRIFE et al., 2006; CAVIA et al., 2007; BUENO-COSTA et al.,
2016), ou de vias enzimaticas como o acido gluconico, que é convertido
a partir da glicose pela acdo da enzima glicose oxidase (NANDA et al.,
2003; DOMINGUEZ et al., 2016). Esses acidos organicos e suas
correspondentes lactonas, ésteres e ions inorganicos (como fosfatos,
sulfatos e cloretos) representam a acidez livre e lactnica presente no
mel (FROSCHLE et al., 2018). O nivel maximo de acidez livre
permitido nos méis é de 50 meq kg® (BRASIL, 2000; CODEX
ALIMENTARIUS COMMISSION, 2001, EUROPEAN
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COMMISSION, 2002) enquanto que para acidez lacténica ndo ha limite
preconizado.

Para todos os méis florais avaliados, foram verificados valores
inferiores a 50 meq kg™, variando de 11,71 meq kg™ a 41,70 meq kg™
(BERGAMO et al., 2018b). No entanto, para a maioria das amostras de
mel de melato de bracatinga investigados, os valores excederam ou
atingiram valores muito proximos do maximo permitido, variando de
42,45 meq kg™ a 55,66 meq kg™ (BERGAMO et al., 2018b). Conforme
relatado por Manzanares et al. (2011), méis de melato geralmente
apresentam valores de acidez mais altos em comparagdo aos meis
florais. Esses resultados também foram demonstrados por Terrab et al.,
(2003), que encontraram valores de acidez livre que variaram de 61,53
meq kg™ a 102,20 meq kg™ em méis de melato marroquinos. Portanto, a
elevada acidez livre encontrada nos méis de melato de bracatinga parece
ser uma caracteristica especifica desse tipo de mel.

Para os méis de melato e florais investigados, a acidez lact6nica
variou de 2,18 meq kg™ a 13,67 meq kg™ e 3,04 meq kg™ a 16,95 meq
kg™, respectivamente.

Embora nenhum limite seja definido por organizagdes
regulatérias para valores de pH, alguns autores consideram um
parametro (til para indicar a deterioracdo de méis por contaminagdo de
origem microbiana (CONTI, 2000; TERRAB et al., 2004). Em geral, os
méis frescos apresentam valores de pH abaixo de 5,5 (MANZANARES
et al., 2011; CHAKIR et al., 2016). O pH das amostras de mel avaliadas
neste estudo variou de 4,39 a 5,13 para méis de melato e 3,80 para 5,29
para méis florais (BERGAMO et al., 2018b).

O 5-HMF é um produto de degradacdo originado da
transformacdo dos acUcares presentes no mel (MELO et al., 2003), que
é formado lentamente durante o armazenamento ou acelerado se o
produto for aquecido (FECHNER et al., 2016; SILVA et al., 2016).
Portanto, este composto pode ser originado ap6s o produto ser
submetido a uma fonte de calor ou simplesmente pela agdo do tempo.
Por este motivo, tem sido utilizado como parametro de deterioragdo do
mel, sendo considerado como um bom indicador de armazenamento
prolongado e / ou aquecimento do mel. Um valor maximo de 40 mg kg™
para méis (de melato e florais), em geral, é estabelecido para o 5-HMF
(BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2001,
EUROPEANCOMMISSION, 2002). Ainda, excec¢des sdo concedidas a
paises ou regides de clima tropical onde o maximo permitido é de 80 mg
kg’1 (CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EUROPEANCOMMISSION,
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2002). Considerando o teor de 5-HMF encontrado para os méis de
melato (abaixo do limite de deteccdo) e para os méis florais (valor
maximo de 38,02 mg kg™) avaliados neste estudo (BERGAMO et al.,
2018Db), todas as amostras estavam de acordo com o limite estabelecido.
A atividade diastasica € um termo utilizado para se referir a
enzimas (principalmente o e B-amilase) que catalisam a quebra do
amido em maltose e outros oligossacarideos (SAK-BOSNAR; SAKAC,
2012; SILVA et al., 2016), que sdo provenientes do néctar, exsudato e
as proprias abelhas (AHMED et al., 2012). Por ser sensivel ao calor e
longos periodos de armazenamento, a atividade diastasica pode
significar um possivel superaquecimento do produto, acima de 60 °C,
bem como um periodo prolongado de armazenamento (GOIS et al.,
2013; YUCEL; SULTANOG LU, 2013; FECHNER et al., 2016). Nas
amostras de méis investigadas, a atividade diastasica variou de 8,20 a
20,59 unidades Shade e 3,53 a 27,44 unidades Shade para mel de melato
e mel floral, respectivamente (BERGAMO et al., 2018b). Das amostras
de méis florais que apresentaram baixa atividade diastésica, abaixo de 8
unidades Shade, F6, F13 e F24 sdo méis citricos que naturalmente
possuem baixa atividade enzimatica, como ja relatado no estudo de
Yicel (2013). As outras amostras (F2, F5, F12, F21 e F22) foram
coletadas entre os meses de janeiro a marcgo, época com a incidéncia de
temperaturas mais elevadas quando comparadas a outros meses do ano.
Este fato pode ter diminuido a atividade diastasica nessas amostras. As
demais amostras analisadas atendem aos padrdes definidos pelos drgaos
reguladores  (BRASIL, 2000; CODEX  ALIMENTARIUS
COMMISSION, 2001; EUROPEANCOMMISSION, 2002).

3.5 Capacidade redutora de ferro (FRAP), Folin-Ciocalteu e
desativacao do radical DPPH

Os resultados obtidos para avaliacdo da capacidade redutora de
ferro (FRAP) Folin-Ciocalteu e desativagdo do radical DPPH estdo
expressos na Tabela 2.4.
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Tabela 2.4 — Capacidade redutora de ferro (FRAP), Folin-Ciocalteu e
desativacdo do radical DPPH das amostras de mel de melato de
bracatinga e florais coletadas no planalto serrano catarinense.

FRAP

FC

DPPH

Amostra (umol Fe*?100g") (MgAGE100g™")  (mg AAE 100g™)
M1 892,54+39,73 100,46£2,15 54,08+0,78
M2 961,36+47,32 97,42+5,43 48,13+1,90
M3 921,38+14,31 112,1145,22 43,67+£1,74
M4 923,50+8,45 100,18+4,62 41,42+0,11
M5 850,93+25,43 99,54+2,24 40,04+0,29
M6 788,75%35,05 116,7145,64 34,63+0,12
M7 733,56+26,71 99,33+2,02 36,21+0,49
M8 785,65+27,50 101,59+4,83 35,92+1,48
M9 942,89+20,45 112,89+3,44 43,47+0,77
M10 739,99+4,46 103,92+4,69 40,19+0,68
M11 730,96+4,30 99,11+1,01 34,87+0,19
M12 1085,83+7,24 130,77+2,42 47,70+0,71
M13 805,35+21,57 76,76+1,20 42,71+2,01
M14 859,00+14,00 114,79+4,75 40,13+0,51
M15 897,09+24,55 113,86+4,45 41,91+1,79
M16 858,14+34,10 107,22+4,41 39,54+1,28
F1 275,76+10,31 56,15+1,22 13,47+0,58
F2 299,1043,15 76,16+3,28 14,27+0,22
F3 423,43+24,88 70,91+3,63 20,03+0,67
F4 222,26+11,29 40,78+2,33 8,12+0,16
F5 333,63+6,59 31,55+1,60 20,27+0,39
F6 272,40£13,03 31,70+1,73 4,83+0,12
F7 521,95+0,01 87,23+0,50 59,33+1,04
F8 283,75+11,85 53,72+0,51 28,64+0,32
F9 333,62+13,16 61,98+0,74 17,79+0,03
F10 241,24+11,86 58,62+4,14 9,78+0,16
F11 651,59+21,45 85,82+5,89 22,60+0,71
F12 490,05+11,69 75,82+3,41 17,32+0,42

Continuacao



95

Amostra FF\?ZAP . FC . DPPH .

(umol Fe™100g ) (mg AGE 1009 ) (mg AAE 1009 )
F13 255,42+11,97 43,00£1,25 7,00£0,07
F14 473,34+12,44 76,92+4,47 17,35+0,66
F15 324,63+6,59 28,82+1,21 9,66+0,19
F16 240,89+13,86 50,35+2,87 12,17+0,21
F17 232,03+2,39 47,98+1,95 9,12+0,14
F18 198,0446,74 50,22+3,45 32,20+0,79
F19 602,50+3,86 81,22+2,89 21,80+0,61
F20 390,57+14,29 75,70+1,60 17,20+0,77
F21 441,71+3,76 90,45+4,34 19,25+0,24
F22 275,00+3,19 53,89+2,28 13,68+0,21
F23 334,82+2,17 74,00+2,15 42,04+1,07
F24 477,94+4,22 74,63+£2,77 21,49+0,24
F25 253,60+8,38 34,99+2,05 6,29+0,21
Concluséo

Legenda: M — mel de melato de bracatinga. F — mel floral. FRAP —
Capacidade de reducdo do ferro. FC — Capacidade redutora de Folin-
Ciocalteu. DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) capacidade de desativacgéo
do radical DPPH. AAE — Acido ascorbico equivalente. AGE — Acido galico
equivalente.

Fonte: Adaptado de Bergamo et al (2018b).

O teste de FRAP ¢ frequentemente utilizado para demonstrar o
poder redutor de uma amostra avaliada a partir da reducdo de ions
férricos para ions ferrosos. Nesse sentido, as amostras de mel de melato
de bracatinga demonstraram um poder de reducéo que variou de 649,08
umol Fe2100 g * a 1085,83 pmol Fe™ 100 g *, resultado superior aos
encontrados em méis florais, em que o poder redutor variou de 222,26
umol Fe*?100 g™ a 602,50 pmol Fe™100g™* (BERGAMO et al.,
2018b). Em geral, méis de melato tem uma tendéncia a apresentar um
maior poder de reducéo férrica quando comparados a maioria dos méis
florais, tendéncia ja relata por Can et al. (2015) que avaliou méis da
Turquia e relatou um poder redutor de 61,42 a 120,04 umol Fe*® 100 g™
e 16,02 a 105,46 pmol Fe*? 100 g *; respectivamente.

Assim como o teste de FRAP, a avaliacdo da capacidade de
reducdo de Folin-Ciocalteu também €é um ensaio baseado
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na transferéncia de elétrons, fornecendo como resultado a capacidade
de reducdo da amostra, que € expressa como teor de fendlico (NOREEN
et al., 2017). As amostras de mel de melato de bracatinga novamente
demonstraram um poder redutor maior, 45,93 mg AGE 100 g ' a 130,77
mg AGE 100 g * quando comparadas aos méis de origem floral 28,82
mg AGE 100 g * a 90,45 mg AGE 100 g * (BERGAMO et al., 2018b).
Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Jaafar et al.
(2017) em que a média da capacidade de reducdo de Folin-Ciocalteu foi
de 100,11 mg AGE 100g™* e 57,33 mg AGE 100 g ' para méis de
melato e méis florais; respectivamente, coletados na regido do Libano.

A capacidade de desativacdo do radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), avaliada pelo teste DPPH, determina a atividade
de eliminagdo de radicais livres por meio da doacdo de um elétron.
Assim, as amostras de mel de melato de bracatinga demonstraram uma
capacidade de desativagdo do radical que variou de 29,00
mg AAE 100g ' a 54,08 mg AAE 100 g, resultado superior aos
encontrados em meis florais, em que os valores correspondentes
variaram de 812 mgAAE100g" a 42,04 mgAAE100g™
(BERGAMO et al., 2018b). A capacidade de desativagdo do radical
DPPH ja foi reportada por Seraglio et al. (2017) em méis de melato de
bracatinga de uma safra anterior (2014) a utilizada nesse estudo,
demonstrando assim que esse comportamento parece ser caracteristico
desse mel.

A capacidade redutora de ferro, Folin-Ciocalteu e de desativacdo
do radical DPPH, podem indicar uma possivel atividade antioxidante.
Dessa forma, pode-se supor que os méis de melato de bracatinga tém
uma tendéncia a demonstrar uma atividade antioxidante superior quando
comparado a méis florais (BERGAMO et al., 2018b).

3.4 Analise multivariada

A partir dos dados obtidos, todos os parametros avaliados foram
submetidos a analise de componentes principais (PCA) com o objetivo
de determinar quais seriam os parametros mais indicados para serem
utilizados na diferenciacdo e autenticacdo botanica dos méis avaliados
(Figura 2.1).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/electron-transfer
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Figura 2.1 — Analise de componentes principais para amostras de méis
de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Benthan) e méis florais
utilizando como variaveis as caracteristicas fisico-quimicas e capacidade
de reducéo e desativacao das amostras.
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Legenda: @ Mel de melato de bracatinga. + Mel floral. CE — Condutividade
elétrica. FRAP — Capacidade de redugdo do ferro. FC — Capacidade
redutora de Folin-Ciocalteu. DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) capacidade
de desativacdo do radical DPPH.
Fonte: Adaptado de Bergamo et al. (2018b).
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Observando a Figura 2.1, é possivel verificar que os parametros
que mais influenciam na diferenciacdo botanica sdo a condutividade
elétrica, capacidade redutora de ferro e de Folin-Ciocauteu, capacidade
de desativagdo do radical DPPH acidez livre, glicose, ambos com
coeficiente de correlagdo acima de 0,83 com a PC1 (BERGAMO et al.,
2018b).

Embora todas as amostras pudessem ser bem discriminadas
utilizando todas as variaveis avaliadas, uma nova PCA foi gerada apenas
com as varidveis que apresentaram boa correlagdo com a PC1,
objetivando assim uma melhor percentagem de explicacdo dos dados,
além de um menor nimero de varidveis para alcancar o resultado
desejado (Figura 2.2) (BERGAMO et al., 2018b).

Figura 2.2 — Andlise de componentes principais para amostras de méis
de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Benthan) e méis florais
utilizando como variaveis os resultados obtidos para condutividade
elétrica, acidez livre, glicose, capacidade redutora de ferro (FRAP) e de
Folin-Ciocalteu e de desativagdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH).

PC2 594

Acidez Tivre

PC1 85 92%
Legenda: @ Mel de melato de bracatinga. + Mel floral. CE — Condutividade
elétrica. FRAP — Capacidade de redugdo do ferro. FC — Capacidade
redutora de Folin-Ciocalteu. DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) -
Capacidade de desativacao do radical DPPH.
Fonte: Adaptado de BERGAMO et al. (2018b).
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Nessa nova analise de componentes principais, todas as amostras
de mel de melato de bracatiga foram diferenciadas dos méis florais e
ainda, apenas a PC1 explicou 85,92 % da variancia total dos dados.
Ainda, todas as varidveis avaliadas apresentaram um coeficiente de
correlacdo com a PC1 acima de 0,85. Assim, foi possivel verificar que
apenas as varidveis condutividade elétrica, capacidade redutora de ferro
e de Folin-Ciocalteu e de desativacdo do radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil, glicose e acidez livre sdo suficientes para diferenciar méis
de melato de bracatinga e florais produzidos na regido serrana do
planalto catarinense (BERGAMO, et al. 2018b).
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4 CONCLUSAO

Pela primeira vez a composi¢éo fisico-quimica de méis de melato
de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) foi descrita na literatura. A
partir da avaliacdo dos dados foi possivel verificar que esse produto
apresenta uma acidez naturalmente elevada e em geral adequa-se aos
padrdes de qualidade preconizados pelo Codex Alimentarius. Ainda,
méis florais produzidos na regido serrana do estado de Santa Catarina
também atendem as normativas estabelecidas.

A analise de componentes principais demonstrou que as analises
fisico-quimicas, especialmente os pardmetros de condutividade elétrica,
capacidade redutora de ferro e de Folin-Ciocalteu e de desativacdo do
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, acidez livre e glicose podem ser
utilizadas como uma forma de diferenciacdo e autenticidade dos méis de
melato de bracatinga. Dessa forma, salienta-se que os méis de melato de
bracatinga podem ser diferenciados de meis florais a partir de anélises
fisico-quimicas comumente empregadas no processo de identificacdo do
padréo de identidade e qualidade do mel.
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CAPITULO 3 - PERFIL DE MINERAIS MAJORITARIOS
COMO UM PARAMETRO POTENCIAL PARA VERIFICAQAO
DE AUTENTICIDADE OU FRAUDE EM MEIS DE MELATO DE

BRACATINGA (Mimosa scabrella Bentham)

Esse capitulo foi baseado no artigo intitulado “Mineral profile as a
potential parameter for verifying the authenticity of bracatinga
honeydew honeys”, publicado na Revista LWT - Food Science and
Technology. ISSN: 0023.6438. (doi.org/10.1016/j.Iwt.2018.07.028)
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CAPITULO 3 - PERFIL DE MINERAIS MAJORITARIOS
COMO UM PARAMETRO POTENCIAL PARA VERIFICA(}AO
DE AUTENTICIDADE OU FRAUDE EM MEIS DE MELATO DE
BRACATINGA (Mimosa scabrella Bentham)

RESUMO

A crescente demanda por méis de melato de bracatinga (Mimosa
scabrella Bentham), tanto pelos consumidores quando pela industria,
tem levantado preocupacGes sobre a autenticidade deste produto. Sendo
assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver um modelo de
classificagdo (Arvore de Classificagdo e Regressdo) para diferenciar
méis de melato de bracatinga de méis florais e, méis de melato
adulterados com méis florais (nas proporc¢des de 5, 15 e 25% de mel de
floral). Um total de 67 amostras de mel foram analisadas, sendo 13
amostras de mel de melato de bracatinga, 20 de méis florais, sete de mel
de melato de bracatinga comerciais e 27 méis de melato de bracatinga
adulterados com mel floral. O modelo de classificagdo desenvolvido
estabeleceu pardmetros claros que caracterizaram cada classe de mel
avaliada e, apés sua aplicagdo todas as amostras de mel de melato e de
méis florais foram corretamente classificadas. Apenas duas amostras de
mel de melato adulteradas (na proporc¢édo de 95:5; melato:floral) foram
classificadas erroneamente. Sendo assim, o modelo de classificagdo
proposto apresenta perspectivas promissoras para sua aplicacéo, visando
melhorar a verificacdo de autenticidade e a deteccdo de fraudes de méis
de melato de bracatinga.

Palavras-chave: C&RT, arvore de classificacdo, potassio.
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1 INTRODUCAO

A origem boténica e geografica sdo importantes atributos para o
mel uma vez que essas caracteristicas geralmente estdo relacionadas a
propriedades sensoriais, fisico-quimicas ou bioativas especificas
(ALDA-GARCILOPE et al., 2012; KAYGUSUZ et al., 2016). Essas
particularidades favorecem e estimulam o consumo de determinados
tipos de méis pois os consumidores geralmente procuram produtos com
propriedades especificas. Assim, méis de origem botanica ou geogréfica
reconhecidas costumam ter um valor de mercado maior, comparados as
gue ndo possuem essas caracteristicas bem estabelecidas (BERGAMO
etal., 2018).

Neste contexto, os méis de melato, obtidos das secrecdes de
plantas vivas ou excre¢des produzidas por insetos que se alimentam da
seiva de plantas (CODEX ALIMENTARIUS, 2001), estdo sendo cada
vez mais consumidos e valorizados devido as suas propriedades
nutricionais e medicinais potencialmente maiores quando comparados
aos méis florais (BERGAMO et al., 2018). Reconhecidamente, méis de
melato geralmente apresentam maior teor de minerais (PISANI;
PROTANO; RICCOBONO, 2008; KAYGUSUZ et al., 2016), maior
potencial antioxidante (LACHMAN et al., 2007; SERAGLIO et al.,
2017) e maior atividade antimicrobiana (MAJTAN et al., 2011).

A bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) é uma arvore nativa
do Brasil, muito utilizada na inddstria madeireira e também como um
importante recurso melifero para a producdo de mel (BARTH, 2004;
PRIMIERI et al., 2016). Suas flores florescem na estacdo da primavera,
periodo em que os apicultores mantém as colmeias para producdo de
mel floral. A cada dois anos (coincidentemente, em anos pares),
geralmente no primeiro semestre, os insetos dos géneros Tachardiella
sp. e Stigmacoccus sp. se reproduzem no caule da planta, se alimentam
da seiva e liberam uma excreg¢do sacarinica (MAZUCHOWSKI; RECH;
TORESAN, 2014; WOLFF; WITTER; LISBOA, 2015). Como as fontes
de néctar sdo escassas e raras nessa época do ano, as abelhas utilizam
essa substancia para produzir mel, dando origem ao mel de melato de
bracatingag (MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN, 2014). Este é,
portanto, um tipo muito particular e exético de mel e, embora ainda nao
seja cientificamente bem explorado, ja € reconhecido pela
bioacessibilidade de alguns de seus compostos (SERAGLIO et al.,
2017). Amplamente aceito e altamente valorizado, principalmente em
paises europeus, recentemente recebeu o prémio de melhor mel de
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melato do mundo no 45° congresso apicola internacional APIMONDIA,
realizado em Istambul, Turquia (International Apicultural Congress,
2017).

As caracteristicas Unicas do mel de melato de bracatinga
associados a elevada demanda pelo produto, destacam a importancia de
se verificar a autenticidade deste mel. Uma pratica fraudulenta que pode
ser realizada é a adicdo de méis florais com baixo valor comercial aos
méis de melato, visando aumentar o rendimento (BERGAMO et al.,
2018). Embora o conteiido de minerais tenha sido pouco utilizado para
distinguir méis de melato e méis florais, este parametro ja foi muito
utilizado para diferenciar a origem botanica de méis florais, uma vez
que 0 mesmo representa um reflexo dos elementos que compbem o
néctar, graos de polen, solo e plantas proximas a regido da colmeia
(CAVIA et al.,, 2007; MADEJCZYK; BARALKIEWICZ, 2008; ALDA-
GARCILOPE et al., 2012; KAYGUSUZ et al., 2016). Além disso, o
teor de minerais, bem como sua associa¢do a outros parametros fisico-
quimicos tem sido utilizado com sucesso para distinguir a origem
geografica dos méis de origem floral (GONZALEZ-PARAMAS et al.,
2000; RIZELIO et al., 2012). No entanto, o conteddo mineral ndo tem
sido explorado com o objetivo de detectar fraudes, principalmente
aquelas associadas a mistura de diferentes tipos de méis.

Neste contexto, o objetivo deste capitulo foi detectar possiveis
casos de fraude e verificar a autenticidade de méis de melato de
bracatinga a partir do desenvolvimento de um modelo de classificagao
baseado na quantificacdo de cinco minerais, potassio, sédio, calcio,
magnésio e manganés.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Amostras

As amostras de mel foram coletadas diretamente com apicultores
profissionais durante o ano de 2016 (janeiro a novembro) em municipios
do estado de Santa Catarina, Brasil (Figura 3.1) (Tabela 3.1). A
identificacdo dos méis de melato de bracatinga e dos méis florais foi
baseada nas declaracdes dos apicultores. As amostras comerciais de mel
de melato de bracatinga foram coletadas em suas embalagens comerciais
dos pontos de venda das mesmas cidades onde as amostras puras foram
coletadas.

Figura 3.1 — Mapa de Santa Catarina: cidades onde as amostras de mel
de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) e méis florais
foram coletadas.

Legenda: m (Vermelho) — Bom Retiro. m (Verde) — Lages. = (Rosa) — Sao
Joaquim. ~ (Amarelo) — Urupema. m (Azul) — Urubici.
Fonte: A Autora.
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Tabela 3.1 — Mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham)
(puro e comercial) e mel floral.

Amostra Cidade Tipo Origem botanica
M1, M2 Bom Retiro
M3, M4 Lages Vel d Bracatki)nglaI (M.
VEME  Sioraim Mo bl
M7, M8, M9, M10 Urubici
M11, M12, M13 Urupema
F1, F2, F3 Bom Retiro Multifloral
Mel floral .
F4 Bom Retiro Sida sp.
F5 Lages Bracatinga sp.
F6, F7, F8 Lages Multifloral
F9, F12,F13 Séo Joaquim Multifloral
F10 Séo Joaquim Myrcia multiflora
F11 S40 Joaquim Malus domestica
F14, F15, F16, F17 Urubici Multifloral
F18, F20 Urupema Clethprzlrzt':abra
F19 Urupema Sida sp.
ClC2 Bom Retiro Bracatinga (M.
C3 Lages Mel de scabrella
C4 S&o Joaquim melato Bentham)
C5, C6, C7 Urubici

Legenda: M — Mel de melato de bracatinga (Amostra pura). F — Mel floral.
C — Mel de melato de bracatinga comercial.
Fonte: Adaptado de Bergamo et al., (2018).

Para simular as amostras adulteradas, trés amostras de mel de
melato de bracatinga puro foram misturadas com trés amostras de mel
floral em diferentes proporcdes: 95:5, 85:15 e 75:25 (m:m)
(melato:floral), resultando em 27 amostras adulteradas (Tabela 3.2).
Essas misturas foram homogeneizadas manualmente.
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Tabela 3.2 - Mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham)
adulterado com mel floral.

Amostra

Mistura (m:m)

Amostra

Mistura (m:m)

Amostra

Mistura (m:m)

Al
A2
A3

M2 + F1 (95:5)
M2 + F1 (85:15)
M2 + F1 (75:25)

A10
All
Al2

M6 + F1 (95:5)
M6 + F1 (85:15)
M6 + F1 (75:25)

A19
A20
A21

M7 + F1 (95:5)
M7 + F1 (85:15)
M7 +F1 (75:25)

A4
A5
A6

M2 + F12 (95:5)
M2 + F12 (85:15)
M2 + F12 (75:25)

Al3
Al4
Al5

M6 + F12 (95:5)
M6 + F12 (85:15)
M6 + F12 (75:25)

A22
A23
A24

M7 + F12 (95:5)
M7 + F12 (85:15)
M7 + F12 (75:25)

A7
A8
A9

M2 + F14 (95:5)
M2 + F14 (85:15)
M2 + F14 (75:25)

Al6
Al7
Al8

M6 + F14 (95:5)
M6 + F14 (85:15)
M6 + F14 (75:25)

A25
A26
A27

M7 + F14 (95:5)
M7 + F14 (85:15)
M7 + F14 (75:25)

Legenda: A — Mel de melato de bracatinga adulterado com mel floral. M — Mel
de melato de bracatinga. F — Mel floral.
Fonte: Adaptado de Bergamo et al., (2018a).

Para a selecdo das amostras que compuseram 0S ensaios de
adulteracdo, uma analise de agrupamento foi realizado utilizando o
método de separacdo de Ward e calculada considerando a distancia
euclidiana. A partir do dendograma obtido, uma amostra representativa
de cada subgrupo formado foi escolhida, conforme demonstrado nas
Figuras 3.2 e 3.3. Cabe ressaltar que, para a escolha da amostra
representativa de cada subgrupo a origem geografica das amostras foi
levada em consideracdo, uma vez que essa variavel pode interferir no
contetddo mineral do mel.
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Figura 3.2 - Andlise de agrupamento para méis de melato bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham) utilizando o método de separacdo de Ward
e calculada considerando a distancia euclidiana.

Distdncia Euclidiana

roore
roogl
roog

i Md

| W&

1

n L

g

M3

M
L[ M12
M13

W11

W1
L®
W10

Legenda: M — Mel de melato de bracatinga. As amostras grifadas com um
retdngulo foram selecionadas para o ensaio de adulteracdo artificial das
amostras.

Fonte: A Autora.
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Figura 3.3 - Analise de agrupamento para méis de origem floral
utilizando o método de separacdo de Ward e calculada considerando a
distancia euclidiana.

Distdncia Euclidiana

Foove
D
Foog

F18
F11
F20
F3
F8
F12
F&
F17
F10
Fa
F13
F&
F7
F19
Fg
F15
F16
F2
F14

Ny il

Legenda: F — Mel floral. As amostras grifadas com um retangulo foram
selecionadas para o ensaio de adulteracdo artificial das amostras.
Fonte: A Autora.

A preparacdo das amostras para determinacdo do teor de
minerais consistiu em diluir o mel com agua ultrapura (sistema Milli-
Q Simplicity® UV da Millipore Corporation, Saverne, Franca) na
proporcdo de 3:7 (m/m) mel:agua. Quando necessario, outras diluices
foram realizadas.
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2.2  Teor de minerais

Todos o0s produtos quimicos utilizados neste estudo
apresentavam grau analitico, adquiridos da empresa Sigma-Aldrich, e
agua ultrapura foi empregada. A concentracdo dos elementos potassio,
sédio, calcio, magnésio e manganés foi determinada pelo método
proposto por Rizelio et al. (2012), com algumas modificacbes
(SERAGLIO et al., 2017; BERGAMO et al., 2018), empregando um
sistema de eletroforese capilar (Agilent, modelo 7100, Alemanha)
equipado com um detector de arranjo de diodos. O eletrdlito de corrida
(BGE, do inglés “background electrolyte™) foi composto por 30 mmol
L* de imidazol, 300 mmol L™ de acido acético e 140 mmol L de
acido latico, pH 3,0, injetados em um capilar de 48,5 cm de
comprimento total (40,0 cm de comprimento efetivo x 75 pm D.I x
375 um de diametro externo). A injecdo foi realizada
hidrodinamicamente, 50 mbar por 3 segundos, pela extremidade mais
longa do capilar (entrada). A tensdo de separacdo aplicada foi de 15
kV, com polaridade positiva para a injecdo, e o detector foi ajustado
para 215 nm com uma referéncia a 450 nm para inversdo de pico
(deteccdo indireta). A temperatura foi controlada a 20 °C e foi
utilizado bario (Ba") como padrdo interno (amostra 9:1 : padrdo
interno 5 mmol L'l). A curva de calibracdo foi construida com seis
niveis de concentracdo igualmente espacados variando de 3 a 15 mmol
L™ para potassio, 0,05 a 0,75 mmol L™ para magnésio, 0,01 a 0,1
mmol L™ para manganés, 0,05 a 1,5 mmol L™ para calcio e sédio.

2.3 Analise Quimiométrica

Um modelo para a classificagdo do tipo de mel (melato, floral e
mistura) foi desenvolvido a partir do método de arvore de classificagao e
regressdo de dados C&RT (do inglés “Classification and Regression
Trees”). Nesse modelo, um conjunto de dados ¢ dividido
sucessivamente em subconjuntos cada vez mais homogéneos, até que
algum critério especifico seja satisfeito. Essas divisdes sdo representadas
por uma estrutura de arvore, onde cada né corresponde a uma divisdo
em uma variavel especifica (BELL, 1996).

Os “softwares” Statistica® versio 10 e Paleontological Statistical
(Past) versdo 2.16 foram utilizados para realizar as analises estatisticas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os teores médios de cada mineral encontrado nas amostras dos
méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) puros,
comerciais e adulterados e nos méis florais sdo apresentados na Figura
3.4.



Figura 3.4 — Teores médios dos minerais investigados nas amostras de méis de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham) (puros, comerciais e adulterados) e florais, coletadas no estado de Santa

Catarina.
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Fonte: A Autora.
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O teor total dos minerais investigados variou de 4218,71 +
176,06 mg kg a 6764,46 + 74,70 mg kg ' para méis de melato de
bracatinga e, de 1047,08 + 30,92 mg kg * a 3405,12 + 21,40 mg kg™
para os méis florais (BERGAMO et al., 2018). Essa grande diferenca
nas concentracdes encontradas nessas duas distintas classes de mel ja
foi relatada em outros estudos (CONTI et al., 2007; PISANI;
PROTANO; RICCOBONO, 2008; VANHANEN; EMMERTZ;
SAVAGE, 2011).

Para essas duas classes de mel, o potassio foi o principal
mineral quantificado. Em alguns casos, a concentracdo foi até seis
vezes superior em méis de melato quando comparado a méis florais.
Esses resultados estdo de acordo com aqueles encontrados por outros
autores que avaliaram méis de melato de diferentes origens (CONTI et
al., 2007; PISANI; PROTANO; RICCOBONO, 2008; MADEJCZYK;
BARALKIEWICZ, 2008; VANHANEN; EMMERTZ; SAVAGE,
2011). Em relacdo aos méis de melato de bracatinga comerciais, 0s
resultados foram comparaveis aqueles observados para 0s méis melato
de bracatinga puros, com valores variando de 4037,12 + 45,47 mg kg *
a 6719,38 + 200,20 mg kgf1 para o teor de potassio (BERGAMO et
al., 2018). Para os méis adulterados, os valores de potassio foram
menores, variando de 3975,95 + 101,25 mg kg a 5678,26 + 22,67
mg kg’l (BERGAMO et al., 2018). Esses resultados foram esperados,
uma vez que o mel floral adicionado ao mel de melato continha menor
teor desse mineral.

Além do potassio, os minerais magnésio, sddio e calcio também
estavam presentes nas duas classes de méis avaliados. Para os méis de
melato, os valores variaram de 54,64 + 0,47 mg kg * a 80,08 + 4,27
mg kg ', 1,70 + 0,02 mg kg ' a 12,92 + 0,77 mg kg ' e 18,92 + 0,46
mg kg * a 71,87 + 1,68 mg kg, respectivamente, enquanto que para
os méis florais os intervalos correspondentes foram de 12,50 + 0,05
mg kg a 86,28 + 1,62 mg kg *, 3,57 + 0,22 mg kg * a 77,17 + 3,27
mg kg e 16,79 + 0,26 mg kg ' a 168,94 + 4,02 mg kg ' (BERGAMO
et al., 2018). Esses analitos também foram os principais minerais
encontrados nos méis de melato e em méis florais avaliados em outros
estudos (CONTI et al., 2007; PISANI; PROTANO; RICCOBONO,
2008; MADEJCZYK; BARALKIEWICZ, 2008). Ao se comparar 0S
valores médios apresentados por esses méis para esses analitos, é
possivel observar maiores valores de magnésio e calcio e menores
valores de sédio para méis de melato de bracatinga. Para as amostras
comerciais, os valores foram geralmente semelhantes aos encontrados
para as amostras de mel de melato de bracatinga puro, com valores
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variando de 46,32 + 0,87 mg kg a 77,28 + 3,05 mg kg’ para
magnésio, 4,78 + 0,08 mg kg * a 11,09 + 0,62 mg kg™ para sodio e
37,27+ 0,15 mg kg " a 55,85 + 0,66 mg kg " para calcio (BERGAMO
et al., 2018). Os valores correspondentes para 0s méis de melato
adulterados foram de 46,05 + 1,30 mg kg * a 73,92 + 1,92 mg kg;
464 +0,30 mgkgla7,44+073mgkgle 27,97 +169mgkyg’a
53,06 + 1,64 mg kg™ (BERGAMO et al., 2018).

O elemento manganés ndo foi detectado em nenhuma das
amostras de mel de bracatinga puras (< 0,27 mg L™). Este fato parece
ser particular para esse grupo especifico de mel, ja4 que varios autores
relataram quantidades detectiveis deste mineral em méis de outras
origens botanicas e geograficas (CONTI et al., 2007; KAYGUSUZ et
al., 2016). Para o mel de melato de bracatinga comercial, apenas uma
amostra (Al) apresentou quantidade quantificavel de manganés (3,5
mg kg') (BERGAMO et al., 2018) demonstrando assim que
possivelmente essa amostra em particular tenha uma percentagem de
mel floral em sua composicdo, uma vez que 0 manganés esteve
presente na maioria dos méis de flores avaliados.

A fim de identificar a possivel adulteracdo do mel de melato de
bracatinga por meio da adicdo de méis florais, construiu-se um modelo
de classificacdo utilizando a Arvore de Classificacdo e Regressdo
C&RT. O objetivo foi permitir a classificacdo das amostras de mel em
trés grupos: mel de melato de bracatinga (puro e adulterado) e mel
floral. Este modelo foi previamente utilizado com sucesso para a
classificacdo de méis de flores de diferentes origens boténicas por
Popek, Halagarda e Kursa (2017) utilizando como variaveis os
resultados obtidos para 12 parametros fisico-quimicos. Para a
construcdo desse modelo, apenas 0 uso dos cinco minerais
investigados foi necessario para garantir um bom modelo de predicao.

A Figura 3.5 apresenta 0 modelo de classificacdo desenvolvido,
onde as amostras de mel foram classificadas em trés grupos distintos:
mel de melato de bracatinga puro, mel floral e mel de melato de
bracatinga adulterado (contendo 5% ou mais de mel floral), de acordo
com as condicOes pré-estabelecidas (todos os valores sdo dados em mg

kg™):

a) Mel floral:
e Potassio menor ou igual a 3621,305.

b) Mel de melato de bracatinga puro (respeitando essa ordem):
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o Potéssio maior que 3621,305 e calcio maior que 56,370; ou

e Potassio maior que 3621,305, calcio menor ou igual a 56,370 e
calcio menor ou igual a 31,075; ou

o Potéassio maior que 3621,305, calcio menor ou igual a 56,370, calcio
maior que 31,075 e potassio maior que 5616,320; ou

e Potéssio maior que 3621,305, calcio menor ou igual a 56,370, calcio
maior que 31,075, potassio menor ou igual a 5616,320 e sédio maior
que 7,585.

c) Mel de melato de bracatinga adulterado com mel floral (respeitando
essa ordem):

e Potassio maior que 3621,305, calcio menor ou igual a 56,370, calcio
maior que 31,075, potassio menor ou igual a 5616,320 e sddio menor
ou igual a 7,585.
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Figura 3.5 - Modelo de Arvore de Classificacio e Regressdo de Dados
C&RT utilizando o contetido mineral como variavel (mg kg™) para
diferenciacdo das amostras de mel de melato de bracatinga (Mimosa
scabrella Bentham) puro, mel floral e mel de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham) adulterado com mel floral.

N=60]|
Adulterado
= um I
<=3621.305 >3621.305
Potassio
N=20| N=40|
Mel floral Adulterado
o I
<=56.370 X >56.370
Calcio
Adulterado Mel de Melato
<=31.075 >31.075
Célcio
N=7 N=28]
Mel de melato Adulterado
Mo — 11
<=5616.320 _I_ >5616.320
Potéssio
N= N=2
Adulterado Mel de melato
I
<=17.585 T >7.585
—_— N=25 N=1]
R ealclouy Adulterado Mel de melato
—— Melfloral
—=— Mel de melato adulterado

Legenda: N — nimero de amostras classificadas.
Fonte: Adaptado de (BERGAMO et al., 2018).

Para avaliar a representacdo efetiva da estrutura do conjunto de
dados obtida pelo modelo de classificacdo proposto, construiu-se uma
matriz de classificacdo (Tabela 3.3). Pode-se observar que o modelo de
classificacdo proposto foi capaz de classificar corretamente todas as
amostras de mel de melato de bracatinga e de mel floral (100%) e
92,59% das amostras de mel de melato adulterado, indicando que o
modelo é confiavel e pode ser utilizado com sucesso na classificacédo
de mel de melato de bracatinga e méis florais, bem como amostras de
mel de melato de bracatinga contendo mel floral.



127

Tabela 3.3 — Matriz de classificacdo para o Modelo de Arvore de
Classificacdo e Regressdo de Dados C&RT proposto para a
diferenciacdo de méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella
Bentham), méis florais e méis de melato de bracatinga (Mimosa
scabrella Bentham) adulterado com méis de origem floral.

Predito M Predito F Predito A
Observado M 13/13 0/0 0/0
Observado F 0/0 20/20 0/0
Observado A 2/0 0/0 25/27

Legenda: M — Mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham). F
— Mel floral. A — Mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham)
adulterado com mel floral. Observado/Predito - nimero de observagdes no
conjunto de dados / nimero previsto de observacGes.

Fonte: Adaptado de (BERGAMO et al., 2018).

Ao utilizar o modelo para avaliar os méis de melato de
bracatinga comerciais, verificou-se que apenas as amostras A2, A3 e
A6 foram classificadas como puras. As outras quatro amostras foram
classificadas como misturas (BERGAMO et al., 2018). Estes
resultados sugerem que estas amostras contém provavelmente alguma
quantidade de mel floral adicionado em sua composi¢ao.

E importante enfatizar que o método de classificacdo proposto
pode ser usado para verificacdo de autenticidade e deteccdo de fraudes,
que pode ser facil e rapidamente alcancado através da investigacdo de
apenas cinco minerais encontrados no mel.
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4 CONCLUSAO

A analise da composicdo mineral dos méis da regido serrana do
Estado de Santa Catarina revelou que os méis de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham) possuem maiores teores de potassio,
magnésio e calcio e menores valores de sodio quando comparados aos
méis florais. Além disso, foi verificado que os méis de melato de
bracatinga considerados como puros ndo continham manganés em sua
composicdo, 0 que possivelmente pode ser um parametro para
identificar sua autenticidade.

O Método de Arvore de classificacdo e regressio de dados -
C&RT proposto por esse estudo, associado a analise quantitativa de
cinco minerais, permitiu a distincdo entre mel de melato de bracatinga
e mel floral além de identificar possiveis adulteracGes ocasionadas
pela adicdo de méis florais aos méis de melato de bracatinga. A partir
do modelo de classificacdo elaborado, ainda foi possivel identificar
gue quatro amostras comerciais de mel de melato de bracatinga
possivelmente continham teores superiores a 5% de mel floral em sua
composicao.

Dessa forma, o modelo desenvolvido pode fornecer uma
maneira viavel para verificar a autenticidade e fraude dos méis de
melato de bracatinga, podendo ser utilizado como parte do processo
inicial para a triagem de mel.
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CAPITULO 4 - CARACTERIZACAO CROMATICA
ASSOCIADA A ANALISE QUIMIOMETRICA PARA
DIFERENCIACAO ENTRE MEIS DE MELATO DE
BRACATINGA (Mimosa scabrella Bentham) E FLORAIS: UMA
TECNICA SIMPLES, FACIL E DE BAIXO CUSTO

Esse capitulo foi baseado no artigo intitulado “Authentication and fraud
verification in fresh honeydew honey: A new model based on colour
parameters”, submetido na Revista “Journal of Food Science and

Technology ” (ISSN: 0975-8402).
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CAPITULO 4 - CARACTERIZACAO CROMATICA
ASSOCIADA A ANALISE QUIMIOMETRICA PARA
DIFERENCIACAO ENTRE MEIS DE MELATO DE
BRACATINGA (Mimosa scabrella Bentham) E FLORAIS: UMA
TECNICA SIMPLES, FACIL E DE BAIXO CUSTO

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo diferenciar méis de melato de
bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) de méis florais, com e sem
tratamento térmico, e méis de melato de bracatinga adulterados com
méis florais nas propor¢des de 5, 15 e 25% (m/m) de méis florais,
utilizando caracterizagdo cromatica associada a andlise quimiométrica.
O mel de melato de bracatinga apresentou caracteristicas cromaticas
Unicas e incomuns quando comparado aos méis florais. Assim, a partir
da analise de componentes principais foi possivel diferenciar as duas
distintas classes de mel. Adicionalmente, foi desenvolvido um modelo
de Arvore de Classificacdo e Regressdo de dados - C&RT - para
estabelecer regras claras que caracterizassem cada grupo de mel. O
modelo proposto classificou corretamente as amostras de mel de melato
de bracatinga e florais, com e sem tratamento térmico. Apenas duas
amostras adulteradas com 5% de mel floral foram erroneamente
classificadas. A analise cromatica associada a analise quimiométrica
mostrou perspectivas promissoras para a sua exploragdo, podendo ser
utilizada para triagem e selecdo de mel de bracatinga, fresco ou tratado
termicamente, bem como para deteccdo de fraudes.

Palavras-chave: CIELAB, Arvore de Classificacdo e Regressdo de
dados - C&RT, Analise de Componentes Principais.
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1 INTRODUCAO

O mel é uma substancia doce produzida pelas abelhas, geralmente
do género Apis mellifera, a partir do néctar das flores ou de secre¢fes de
partes vivas de plantas e de excregdes de insetos sugadores de plantas.
Meéis oriundos do néctar sdo conhecidos como méis florais enquanto que
0s méis provenientes de secre¢des ou excregdes sdo conhecidos como
méis de melato (CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EUROPEAN
COMISSION, 2002).

Méis de melato geralmente diferenciam-se de méis de florais por
apresentarem maiores valores de pH, condutividade elétrica, cinzas, di e
tri sacarideos, proteinas e menor teor de monossacarideos, além da cor
mais escura e caracteristicas sensoriais peculiares (MATEQO; BOSCH-
REIG, 1998; BOGDANOV et al., 2004; ESCUREDO et al., 2013).
Ainda, méis de melato apresentam caracteristicas especificas da regido
onde sdo produzidos, pois seus atributos dependem da planta
predominante do local e da espécie do inseto sugador da seiva que dara
origem a excrecao utilizada pelas abelhas. Na Grécia e na Turquia, por
exemplo, a excrecdo € oriunda principalmente do mutualismo entre o
inseto Marchalina hellenica e &rvores da espécie Pinus spp., nos
Estados Unidos é proveniente do inseto Xylococculus macrocarpae que
se alimenta da seiva de Calocedrus decurrens. No México, o
mutualismo ocorre entre 0 inseto Stigmacoccus garmilleri e a arvore
Quercus spp. € na Nova Zelandia, a excrecdo é oriunda do inseto
Ultracoelostoma assimile que se alimenta da seiva da planta Nothofagus
(WOLFF; WITTER; LISBOA, 2015).

No Brasil, existe a producdo de um tipo Gnico de mel de melato,
obtido a partir do mutualismo entre a arvore bracatinga (Mimosa
Scabrella Bentham) e insetos sugadores de plantas, principalmente dos
géneros Tachardiella sp. e Stigmacoccus sp. (MAZUCHOWSKI;
RECH; TORESAN, 2014; WOLFF; WITTER; LISBOA, 2015). Esses
insetos alimentam-se da seiva da arvore de bracatinga e, por
conseguinte, liberam uma excrecdo sacarinica que € utilizado pelas
abelhas para producdo do mel. Esse mutualismo e, consequentemente, a
producdo de mel de melato de bracatinga, ocorre normalmente nos
meses de marc¢o a julho e apenas a cada dois anos, coincidindo com os
anos pares, 0 que corresponde ao ciclo reprodutivo desses insetos
(MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN, 2014). Embora suas
propriedades ainda ndo tenham sido bem elucidadas, reconhece-se que o
mel de melato de bracatinga possui propriedades nutricionais Unicas,
como aminoacidos livres (AZEVEDO et al.,, 2017) e quantidades



138

bioacessiveis de minerais e compostos fendlicos (SERAGLIO et al.,
2017).

A crescente demanda e consumo de méis de melato pelos
consumidores e pela indUstria de alimentos suscitaram preocupagdo com
sua autenticidade (CASTRO-VAZQUEZ; DIAZ-MAROTO; PEREZ-
COELLO, 2006). Uma préatica fraudulenta que pode ser realizada € a
adicdo de méis florais de baixo valor comercial para aumentar o
rendimento. Dessa forma, varios estudos vém sendo realizados
utilizando a associacdo dos parametros fisico-quimicos (POPEK, 2002;
MANZANARES et al.,, 2011; POPEK; HALAGARDA; KURSA,
2017), bem como a identificagdo de marcadores especificos (SANZ et
al., 2005; CASTRO-VAZQUEZ; DIAZ-MAROTO; PEREZ-COELLO,
2006; MANZANARES et al., 2011; SIMOVA et al., 2012) como forma
de garantir a autenticidade desses méis. Consequentemente, alguns
métodos e técnicas analiticas sofisticadas ja foram utilizados para a
autenticidade de mel de melato como a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS, do inglés “gas chromatography mass
spectrometry”) (SORIA et al., 2004; CASTRO-VAZQUEZ; DIAZ-
MAROTO; PEREZ-COELLO, 2006), espectrometria de massas com
fonte de plasma (ICP-MS, do inglés “inductively coupled plasma mass
spectrometry”’,) (MADEJCZYK; BARALKIEWICZ, 2008;
BONTEMPO et al., 2017) e espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (QNMR, do inglés “nuclear magnetic resonance spectrometer”)
(SIMOVA et al., 2012; KORTESNIEMI et al., 2016), que geralmente
possuem custo elevado, requerem estrutura especifica, profissionais
treinados e geram elevada quantidade de residuo quimico. Portanto, a
diferenciacdo de méis usando tecnologia limpa e de baixo custo ainda
sdo desafios a serem alcancados na area de ciéncia, tecnologia e
engenharia de alimentos.

A cor do mel é diretamente influenciada pela sua origem botanica
(GONZALES; BURIN; BUERA, 1999; TERRAB et al., 2004;
TERRAB; GONZALEZ-MIRET; HEREDIA, 2004; BELAY et al.,
2015; SILVA et al., 2016), atividade antioxidante e teor de minerais
(BOGDANOV et al., 2004, GONZALEZ-MIRET et al., 2005;
BERTONCELJ et al., 2007; MCCOMB; FREW, 2013; OZCAN;
OLMEZ, 2014; KUS; VAN RUTH, 2015). Assim, alguns estudos ja
foram publicados explorando a diferenciacdo de méis utilizando
parametros fisico-quimicos associados a analise cromatica (TERRAB;
DIEZ; HEREDIA, 2002; BERTONCELJ et al., 2007; GONZALEZ-
MIRET et al., 2007). No entanto, a investigacdo do uso especifico dos
parametros de cor para a distin¢do entre diferentes tipos de mel é escassa
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principalmente  porque os tratamentos térmicos usados ho
processamento do mel também podem afetar a cor do produto (BELAY
et al., 2015). Assim, é muito importante que os métodos de classificagcdo
envolvendo pardmetros de cor sejam validados com amostras
submetidas a tratamento térmico prévio.

Entre as técnicas utilizadas para avaliar a cor do mel, as mais
empregadas sdo baseadas no sistema internacional CIELAB (Terrab et
al., 2003; CIE, 2004; Bertoncelj et al., 2007; Nayik e Nanda, 2016). O
sistema CIELAB avalia as intensidades de cor para o atributo
luminosidade (L*) e as coordenadas a* e b*, as quais referem-se a
intensidade da cor verde para vermelho e azul para amarelo,
respectivamente. Chroma (C*,,) representa os atributos da cor referente
a cromaticidade e o angulo de matiz (h*,) representa atributos da cor
referente & tonalidade, ambos derivados dos pardmetros a* e b*
(SOUTHWORTH; SOUTHWORTH, 1996; JHA, 2010; MCGRATH,;
BECK; HILL, 2017).

Devido aos escassos estudos relacionados & exploragdo dos
parametros de cor na diferenciagéo, autenticidade e deteccéo de fraudes
de méis, principalmente em mel de melato, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar os méis de melato de bracatinga (puros e adulterados em
laboratério com adi¢do de mel floral nas proporgdes de 5 %, 10 % e 15
%) e méis florais em relagdo aos atributos de cor e diferenciar cada
grupo de mel por meio de analise quimiométrica. Além disso, méis
tratados termicamente foram submetidos as analises colorimétricas a fim
de validar a analise quimiométrica proposta.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

As amostras de mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella
Bentham) e de mel floral foram coletadas no ano de 2016 a partir de
diferentes cidades do planalto serrano do Estado de Santa Catarina
(Brasil) (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Amostras de mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella
Bentham) e mel floral coletadas no planalto serrano catarinense.

Amostra Més/ano Cidade Latitude Longitude Altitude

M1, M2 agosto/2016 Bom Retiro 27°47'50"  49°29'21" 890
M3, M4, M5  marco/2016 Bocaina do Sul ~ 27°44'40"  49°56'40" 860

M6 abril2016 Lages 27°49'0"  50°19'35" 930
M7 maio/2016 Lages 27°49'0"  50°19'35" 930
M8, M9 junho/2016 S&o Joaquim 28°26'13"  49°95'6" 1217
MID ML maior2016 Urubici 28°1'30"  49°36'45" 1087
M13 agosto/2016 Urubici 28°1'39"  49°36'45" 1087
M14 abril/2016 Urupema 28°17'38" 49°55'54" 1342
M15, M16 maio/2016 Urupema 28°17'38" 49°55'54" 1342
F1, F2 abril/2016 Bom Retiro 27°47'50"  49°29'21" 890
F3, F4 novembro/2016 ~ Bom Retiro 27°47'50"  49°29'21" 890
F5 janeiro/2016 Sdo Bonifacio  27°54'05"  48°55'45" 410

F6 setembro/2016  S&o Bonifacio  27°54'05"  48°55'45" 410
F7,F8 novembro/2016 Lages 27°49'0"  50°19'35" 930
F9 setembro/2016 Lages 27°49'0"  50°19'35" 930
F10 novembro/2016 Lages 27°49'0"  50°19'35" 930
F11, F13 outubro/2016 Sdo Joaquim 28°26'13"  49°95'6" 1217
F12 margo/2016 Sdo Joaquim 28°26'13"  49°95'6" 1217
F14 agosto/2016 Sdo Joaquim 28°26'13"  49°95'6" 1217
F15 novembro/2016  S&o Joaquim 28°26'13"  49°95'6" 1217
FFllg "L novembro2016  Urubici 28°1'39"  49°36'45" 1087
F20, F22 janeiro/2016 Urupema 28°17'38" 49°55'54" 1342

Continua
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Amostra Meés/ano Cidade Latitude Longitude Altitude
F21 abril/2016 Urupema 28°17'38" 49°55'54" 1342
F23 junho/2016 Urupema 28°17'38" 49°55'54" 1342
F24 setembro/2016  Alfrego Wagner 27°42'01" 49°20'01" 480
F25 janeiro/2016 Painel 27°55'44" 50°06'18" 1144

Legenda: M — Mel de melato de bracatinga. F — Mel floral. Altitude é dada
em metros.
Fonte: A Autora.

2.1.1 Mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham)

As amostras de mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella
Bentham) foram coletadas em seis municipios do Estado de Santa
Catarina, em parceria com apicultores locais (Figura 15). Os apiarios
foram mantidos em area com vegetacdo predominante de bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham) sendo observada a presenca de excregdes
de cochonilha no caule das plantas no periodo anterior a colheita dos
favos.

Figura 4.1 — Mapa do Estado de Santa Catarina: localiza¢do das cidades
onde foram realizadas as coletas de mel de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham).

Bocaina do Sul
B Bom Retiro
M Lages

Sao Joaquim
M Urubici

B Urupema

Fonte: A Autora.
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Foram coletados de um a dois favos de mel de melato de
bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) de cada apiario (Figura 4.2) que
imediatamente foram encaminhados ao Laboratdrio de Analise Quimica
de Alimentos, do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
(CAL) do Centro de Ciéncias Agréarias (CCA) da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC) onde foram drenados manualmente (Figura
4.2, esquerda) e o mel obtido foi filtrado com auxilio de gaze (Figura
4.2 direita) a fim de retirar possiveis residuos sélidos.

Figura 4.2 — Mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham)
em favo.

Fonte: A Autora.

Figura 4.3 — Drenagem (esquerda) e filtracdo (direita) dos méis de
melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham).

Fonte: A Autora.
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2.1.2  Amostras de méis florais

As 25 amostras de méis florais foram adquiridas em favos, assim
como as amostras de mel de melato, sendo submetidas ao mesmo
processo de drenagem e filtragdo. As amostras foram coletadas em oito
cidades do estado de Santa Catarina (Figura 4.4), em parceria com
produtores locais.

Figura 4.4 — Mapa do Estado de Santa Catarina: localizagdo das cidades
onde foram realizadas as coletas de mel floral.

Alfredo Wagner

Bocaina do Sul

B Bom Retiro

B Lages

B Painel

M Sao Bonifacio M Urubici
Sao Joaquim Bl Urupema

Fonte: A Autora.

O frescor de todas as amostras foi garantido por meio da coleta
das amostras diretamente com os apicultores e de analises fisico-
quimicas que avaliaram parametros de identidade e qualidade (Dados
apresentados no Capitulo 2).

2.1.3  Adulteragdo das amostras

Para simular um possivel processo de adulteragdo das amostras,
uma amostra de mel de bracatinga pura foi misturada com trés amostras
de mel floral em diferentes concentragdes: 95:5 (m/m), 85:15 (m/ m) e
75:25 (m/m), respectivamente, resultando em nove amostras adulteradas
(Tabela 4.2).
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Tabela 4.2- Amostras de mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella
Bentham) adulterados com mel floral.

Amostra Mistura (m/m) Amostra Mistura (m/m)
MF1 M8 + F10 (95:5) MF6 M8 + F14 (75:25)
MF2 M8 + F10 (85:15) MF7 M8 + F18 (95:5)
MF3 M8 + F10 (75:25) MF8 M8 + F18 (85:15)
MF4 M8 + F14 (95:5) MF9 M8 + F18 (75:25)
MF5 M8 + F14 (85:15) MF7 M8 + F18 (95:5)

Legenda: MF — Amostra de mel de melato de bracatinga adulterada com
mel floral. M — mel de melato de bracatinga. F — Mel floral.
Fonte: A Autora.

Cada amostra de mel utilizada a partir das misturas foi
selecionada como representativa de diferentes subgrupos de mel
formados pela anélise de agrupamento usando o método de separacao de
Ward, calculado usando a distancia euclidiana (Figuras 4.5 e 4.6).

Figura 4.5 - Andlise de agrupamento para méis de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham) utilizando 0 método de separagéo de Ward
e calculada considerando a distancia euclidiana.

Distancia Euclidiana

s w o ) - - =
= 1 2 = = & B
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M15
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M16
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M13

M11
M2
M1
4

M10

0l o

ME
M7

Legenda: M — Mel de melato de bracatinga. A amostra grifada com um
retdngulo foi selecionada para o ensaio de adulteracdo artificial das amostras.
Fonte: A Autora.
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Figura 4.6 - Analise de agrupamento para méis de origem floral
utilizando o método de separacdo de Ward e calculada considerando a
distancia euclidiana.

Distéancia Euclidiana
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F20
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F11
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Legenda: F — Mel floral. As amostras grifadas com um retangulo
vermelho foram selecionadas para o ensaio de adulteracdo artificial das
amostras.

Fonte: A Autora.

2.2  Tratamento térmico aplicado as amostras

Para avaliar os efeitos do aquecimento nas caracteristicas
cromaticas do mel, todas as amostras foram submetidas a tratamento
térmico por dois processos distintos:

a) 45 °C por 48 horas: processo comumente realizado pelos
apicultores para tornar o mel liquido e facil para manipular (ESCRICHE
et al., 2009);
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b) 80 °C por 4 minutos: pasteurizacdo aplicada principalmente
pelas empresas que embalam o mel, a fim de eliminar as leveduras que
causam fermentacdo indesejada e retardar a cristalizacdo do produto
(EUROPEAN COMMISSION, 2013; ESCRICHE et al., 2014).

Os dois processos foram realizados em banho-maria e um
termémetro foi usado para monitorar a temperatura da amostra. O tempo
comegou a ser considerado a partir do momento em que a temperatura
esperada foi alcangada. Apds o arrefecimento até a temperatura
ambiente (25 °C = 2 °C), as amostras foram submetidas a analise
cromatica.

2.3 Andalise cromatica

A cor do mel foi avaliada por meio de um colorimetro (Chroma
Meter CR-400, Konica Minolta, Toquio, Japdo) ajustado para operar
com o iluminante D65 e 2° de angulo de observacdo. As amostras de
mel previamente homogeneizadas e sem diluigdo foram colocadas em
cubetas de poliestireno, com um percurso Optico de 10 mm, e 0s
parametros de cor (L*, a*, b*) foram mensurados contra um fundo
branco. Os parametros Chroma (C*y) e angulo hue (h*y) foram
determinados de acordo com o proposto pela Comisséo Internacional da
Eclairage (CIE, 2004) e (JHA, 2010).

2.4 Anélise quimiométrica

Os ensaios foram realizados em triplicata para cada amostra, e 0s
resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A andlise de
componentes principais foi utilizada para explicar e interpretar a
interdependéncia dos dados obtidos na analise cromatica.

O modelo de Arvore de Classificacio e Regressio de dados -
C&RT (do inglés “classification and regression trees”) foi
desenvolvido com o uso dos parametros L*, a*, b*, C*y, e h*,a fim de
diferenciar as distintas classes de mel. Nesse modelo, uma estrutura de
arvore representa 0 conjunto de dados, que é dividido em subconjuntos,
sucessivamente, até que algum critério especifico seja satisfeito (BELL,
1996).

Os “softwares” Statistica® versdo 10 e Paleontological Statistics®
(Past) versdo 2.16 foram utilizados para realizar as analises estatisticas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise colorimétrica das amostras de mel de
melato de bracatinga puro e de méis florais sdo mostrados na Tabela 4.3.
Os valores de L*, b*, C*,, e h*,, observados foram predominantemente
superiores nos méis florais, enquanto que apenas o parametro a*
apresentou maiores valores para méis de melato de bracatinga.

Tabela 4.3 — Analise colorimétrica de méis de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham) puro e méis florais.

Amostra L* a* b* C*a h*a

M1 27,37+0,21  16,82+0,05 12,01+0,22 20,67+0,17 35,53+0,41
M2 24,48+0,01  15,49+0,16 11,12+0,02 19,09+0,13 35,77+0,28
M3 27,50+0,47  17,03+0,01 13,28+0,02 21,60+0,00 37,95+0,05
M4 26,95+0,48  16,15+0,01 11,93+0,06 20,08+0,03 36,45+0,15
M5 27,60+0,38  16,56+0,10 12,98+0,36 21,04+0,30 38,10+0,60
M6 26,28+0,01  14,24+0,03 12,44+0,12 18,91+0,08 41,13+0,29
M7 26,85+0,00  11,95+0,01 11,91+0,00 16,87+0,00 44,92+0,01
M8 28,06+0,01  16,99+0,18 14,79+0,02 22,53+0,14 41,04+0,31
M9 28,04+0,44  17,28+0,15 14,74+0,02 22,71+0,11 40,47+0,25
M10  21,01+0,01  15,29+0,04 12,39+0,32 19,68+0,18 39,00+0,80
M11  27,77#0,01  16,98+0,04 15,62+0,13 23,07+0,11 42,60+0,22
M12  22,80+0,01 11,31+0,06 6,60+0,06 13,09+0,07 30,28+0,16
M13  27,91+0,15  17,56+0,10 15,21+0,25 23,23+0,22 40,90+0,38
M14  25,98+0,19  15,124#0,11 9,71+0,11 17,97+0,15 32,69+0,13
M15  26,01+0,18  13,54+0,05 9,67+0,01 16,64+0,04 35,53+0,11
M16  27,62+0,68 17,42+0,31 13,64+0,01 22,12+0,24 38,06+0,48

F1 42,92+0,01  6,71+0,03  33,11+0,98 33,78+0,96 78,54+0,35
F2 42,61+0,00  3,75+0,07  30,57+0,60 30,80+0,59 83,00+0,27
F3 38,64+0,65 8,59+0,10 30,98+1,10 32,14+1,03 74,49+0,69
F4 43,41+0,50  5,13+0,07  35,21+0,02 35,58+0,02 81,71+0,12
F5 34,92+0,62  16,24+0,11 26,41+1,04 31,01+0,94 58,40+0,85
F6 49,88+0,46  1,93+0,06  30,77+0,59 30,83+0,59 86,40+0,13
F7 34,78+0,21  12,89+0,07 21,56+0,31 25,12+0,28 59,14+0,33

Continua
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Amostra L* a* b* C*» h*.

F8 44,33+0,34  6,61+0,07  37,43+0,01 38,00+0,01 79,98+0,10
F9 45,40+0,02  7,02£0,02  38,61+0,20 39,24+0,01 79,70+0,03
F10  43,00£0,49  9,28+0,08 37,21+0,04 38,35+0,03 75,99+0,12
F11 30,33+0,71  15,65+0,22 20,82+0,13 26,05+0,17 53,07+0,43
F12 33,01£0,50  15,56+0,14 22,79+0,91 27,60+0,83 55,65+0,83
F13  37,15#0,51  15,14+0,07 29,89+0,98 30,50+0,89 63,12+0,73
F14  35,24+0,61 15,79+0,11 26,60+1,12 30,94+1,01 59,28+0,89
F15  44,41+0,30 6,89+0,04 39,54+0,76 40,14+0,74 80,12+0,24
F16  40,33+0,24 6,13+0,02  32,79+0,90 33,36+0,89 79,41+0,25
F17  43,58+0,01 5,47+0,10 37,91+0,01 38,30+0,02 81,80+0,14
F18  44,16+0,00 6,95+0,05 33,62+0,27 34,33+0,26 78,32+0,13
F19 38,93+0,38  13,66+0,05 31,75+0,80 34,56+0,76 66,72+0,46
F20  39,96+0,52  12,35+0,07 32,72+1,24 34,98+1,18 69,31+0,67
F21 32,83+0,19  15,27+0,04 21,65+0,18 26,49+0,15 54,81+0,23
F22 38,82+0,00  10,36+0,06 31,94+0,00 33,58+0,02 72,04+0,09
F23  40,26+0,00  11,43+0,03 32,20+0,01 34,17+0,02 70,45+0,04
F24  35,09+0,01  12,78+0,04 24,42+0,02 27,56+0,03 62,38+0,06
F25  47,57+0,01 1,07+0,06 28,16+0,01 28,18+0,01 87,83+0,12

Legenda: M — Mel de melato de bracatinga. F — Mel floral. L* —
Luminosidade. a* — Intensidade de cor verde (valores negativos) e
vermelha (valores positivos). b* — Intensidade de cor azul (valores
negativos) e amarela (valores positivos). C*,, — Chroma. h,, — Angulo de
matiz.

Fonte: A Autora.

Estes resultados sugerem uma diferenga na composicdo de cor
dos méis, indicando que o mel de melato de bracatinga possui um perfil
cromatico especifico, possivelmente capaz de diferencia-lo dos méis
florais produzidos na mesma localizacdo geografica e em periodos
similares. Para avaliar essa possivel diferenca, as amostras foram
submetidas a Analise de Componentes Principais (Figura 4.7), sendo
possivel observar, de fato, a formacédo de dois grandes grupos: um deles
composto apenas por méis de melato de bracatinga, e 0 outro constituido
por méis florais. Ainda, as componentes principais (PCs) 1 e 2
representam juntas 98,65% da variabilidade total dos dados.
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Figura 4.7 — Analise de componentes principais de amostras de mel de
melato de bracatinga puras e méis florais utilizando como varidveis os
parametros colorimétricos L*, a*, b*, C* ,, e h*y,.

PC2908%

PC1 89.57%
Legenda: @ Mel de melato de bracatinga. + Méis florais. . L* — Luminosidade.
a* — Intensidade de cor verde a vermelha (valores positivos). b* — Intensidade
de cor azul a amarela. C*,, — Chroma. h,, — Angulo de matiz.
Fonte: Adaptado de

Esse comportamento demonstra que os dois tipos de mel foram
bem diferenciados pelas suas caracteristicas cromaticas. Ainda, a PC 1
foi o principal fator responsavel pela variancia dos dados (89,57%). A
grande dispersdo de méis florais na PCA esta possivelmente relacionada
as suas caracteristicas cromaticas variaveis, resultantes das distintas
fontes de néctar. Entretanto, 0 mel de melato de bracatinga apresenta
caracteristicas cromaticas semelhantes, embora produzidas em locais
distintos, reforcando o conceito de que essa caracteristica é exclusiva
desse tipo especifico de mel, permitindo assim a sua diferenciacao.

Uma vez observado que o mel de melato de bracatinga e 0 mel
floral apresentavam diferentes caracteristicas cromaticas, este perfil foi
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avaliado como um possivel marcador de autenticidade para os méis de
melato de bracatinga. Assim, os méis florais foram adicionados ao mel
de bracatinga como forma de simular adulteragdes, nas concentracGes de
5, 10 e 15% (m/m), e a caracterizacdo cromatica foi realizada (Tabela
4.4).

Tabela 4.4 — Analise colorimétrica de mel de melato de bracatinga
adulterado com méis florais.

Amostra L* ax b* C*4p h*

MF1  26,05+0,01  15,29+0,06 13,02+0,01  20,08+0,05 40,40+0,10
MF2  28,56+0,43  16,72+0,18 15,30+0,01  22,66+0,14 42,46+0,31
MF3  31,34+0,20 17,32+0,04 19,70+0,00  26,23+0,03 48,68+0,08
MF4  27,26+0,01  16,71+0,31 14,27+0,01  21,97+0,23 40,50+0,52
MF5  28,97+0,01  16,72+0,02 15,21+0,13  22,60+0,09 42,30+0,24
MF6  29,60+0,01  17,21+0,01 17,41+0,08  24,48+0,05 45,33+0,15
MF7  28,27+0,79  16,47+0,04 14,63+0,03  22,03+0,01 41,62+0,13
MF8  29,01+0,01  17,11+0,09 16,85+0,02  24,01+0,01 44,56+0,05
MF9  30,50+0,01  18,53+0,02 18,74+0,01  26,35+0,01 45,33+0,04

Legenda: MF — Mel de melato de bracatinga adulterado com mel floral. L* —
Luminosidade. a* — Intensidade de cor verde (valores negativos) e vermelha
(valores positivos). b* — Intensidade de cor azul (valores negativos) e amarela
(valores positivos). C*,, — Chroma. h*,, — Angulo de matiz.

Fonte: A Autora.

A luminosidade (L*) do mel de melato de bracatinga adulterado
foi maior nas amostras com 25% (m/m) de mel floral (amostras MF3,
MF6 e MF9). Essa mesma tendéncia também foi observada para os
parametros a*, b*, C*,, e h*,,, em que as amostras de mel de melato de
bracatinga com adi¢cdo de maior percentual de mel floral apresentaram
0s maiores valores para esses parametros. Esse comportamento era
esperado, uma vez que os méis florais apresentaram valores elevados
para quase todos os parametros cromaticos avaliados quando
comparados aos méis de melato.

Para uma avaliacgdo mais robusta, o modelo de Arvore de
Classificacdo e Regressdo - C&RT - foi utilizada buscando a
diferenciacdo das amostras de mel em trés grupos: méis de melato de
bracatinga (puros e adulterados) e méis florais (Figura 4.8). Para a
construgdo do modelo, apenas o uso dos parametros L*, a*, b*, C*y e
h*4, foram necessarios para garantir um bom modelo de predicdo. O
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modelo de classificagdo foi obtido utilizando a medida de Gini de
impureza do n6 e o método da poda de desvantagem minima foi
aplicado.

Figura 4.8 — Modelo de Arvore de Classificacio e Regressdo - C&RT-
utilizando os parametros colorimétricos L*, a*, b*, C*;, e h*y como
variaveis.

N=50
Mel de Melato
T - -
H*ab
T L 1
<=50,876314 >50,876314
1 1
N=25] N=25]
Mel de Melato Mel floral
ST
T : -
L*
1
T 1
<= 28,161250 > 28,161250
1 1
N=18 N=7
Mel de melato Mel adulterado
\ '
| '
! ' — Mel de melato de bracatinga
L L : Mel floral
- - - Mel adulterado

Legenda: N — nimero de amostras classificadas.
Fonte: A Autora.

De acordo com o modelo de classificacdo desenvolvido,
considerando mel de melato de bracatinga (puro e adulterado) e méis
florais, a amostra de mel deve satisfazer uma das seguintes condicdes:

» Mel de melato de bracatinga: valor de h*,;, menor que 50,876314 e
valor de L* menor ou igual a 28,161250;

» Mel de melato de bracatinga misturado com mel floral (proporcéo
superior a 5% de mel floral): valor de h*;, menor que 50,876314 e valor
de L* maior que 28,161250;

 Mel floral: valor de h*,, maior que 50,876314.
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Uma matriz de classificacdo foi construida para avaliar a
representacdo efetiva da estrutura do conjunto de dados obtida através
do modelo de classificacdo proposto (Tabela 4.5).

Tabela 4.5 — Matriz de classificagdo para o modelo de Arvore de
Classificagdo Regressdo - C&RT - proposto para a distingdo de méis de
melato de bracatinga, méis florais e méis de melato de bracatinga
adulterado com mel floral.

Predito M Predito F Predito MF
Observado M 16/16 0/0 0/0
Observado F 0/0 20/20 0/0
Observado MF 2/0 0/0 25/27

Legenda: M — Mel de melato de bracatinga. F — Mel floral. MF — Mel de
melato de bracatinga adulterado com mel floral. Observado/Predito -
nimero de observacGes no conjunto de dados / nudmero previsto de
observacdes.

Fonte: A Autora.

De acordo com a matriz de classificacdo, é possivel observar que
0 modelo de classificagdo proposto foi capaz de classificar corretamente
o mel de melato de bracatinga e as amostras de mel floral. Apenas duas
amostras adulteradas com 5% de mel floral foram erroneamente
classificadas (MF1 e MF4). Estes resultados indicam que o modelo
desenvolvido é confidvel e pode ser utilizado para classificar as méis de
melato de bracatinga e méis florais, assim como o mel de bracatinga
adulterado, especialmente quando adicionado com mais de 10% de mel
floral.

A caracterizagdo cromatica das amostras submetidas ao
processamento térmico estdo demonstradas nas Tabelas 4.6 e 4.7.

Tabela 4.6 - Analise colorimétrica de méis de melato de bracatinga e
méis florais submetidos a tratamentos térmicos de 45°C por 48 horas.

Tratamento térmico das amostras a 45 °C por 48 horas

Amostra L* a* b* C*a h*a

M1 26.37£0.00 16.99+0.01 11.88+0.02 20.73£0.00 34.96+0.05
M2 24.78+0.01 15.94+0.33 11.05+0.02 19.39+0.27 34.74+0.56
M3 27.8240.01 17.57+0.26 13.81+0.02 22.34+0.27 38.17+0.43

Continua
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Tratamento térmico das amostras a 45 °C por 48 horas

Amostra L* a* b* C*a h*a
M4 27.02£0.61 16.93+£0.08 12.13+0.02 20.83+0.06 35.62+0.17
M5 27.68+0.00 17.29+0.32 13.28+0.75 21.80+0.71 37.50£1.06
M6 25.86+0.01 15.58+0.13 11.47+0.33 19.35+0.30 36.36+0.59
M7 26.92+0.06 11.04+0.01 12.08+0.04 16.36+0.03 47.58+0.03
M8 27.69+0.18 17.42+0.08 14.89+0.04 22.92+0.06 40.52+0.17
M9 27.62+0.01 17.41+0.03 13.84+0.03 22.23+0.01 38.48+0.12
M10 20.43+0.01 16.29+0.01 12.67+0.77 20.64+0.47 37.85+1.68
M11 28.11+0.79 17.43%£0.35 15.47+0.01 23.31+0.27 41.59+0.57
M12 23.42+0.00 11.40+0.19 6.44+0.50 13.10+£0.41 29.43+1.50
M13 27.90£0.79 17.61+0.37 15.15+0.04 23.234+0.29 40.70+0.59
M14 25.61+0.02 15.26+0.27 9.78+0.67 18.13+0.14 32.64+2.24
M15 25.47+0.94 14.431+0.24 9.66+0.02 17.36+0.20 33.80+0.45
M16 27.33+0.31 17.40+0.18 13.32+0.34 21.91+0.27 37.43+0.74

F1 43.10+0.00 7.40+0.04 34.04+0.01 34.83+0.01 77.74+0.06
F2 47.75+£0.03  4.74+0.02 35.49+0.13 35.81+0.13 82.39+0.04
F3 41.43+044 10.47+0.03 35.46+1.05 36.97+1.01 73.54+0.43
F4 43.54+0.09 5.94+0.02 34.83+1.18 35.34+1.17 80.32+0.33
F5 34.93+0.70 16.88+0.21 26.18+1.30 31.15+1.20 57.16+0.98
F6 49.31+0.34  2.44+0.06 30.96+0.60 31.06+0.59 85.50+0.19
F7 35.28+0.27 12.59+0.08 21.12+0.12 24.59+0.15 59.19+0.05
F8 44.86+£0.07 6.46+0.13 37.89+0.04 38.43+0.04 80.32+0.18
F9 44.50+0.20 7.73+0.05 37.94+0.01 38.72+0.01 78.48+0.07
F10 43.42+0.42 9.87+0.04 37.63+0.02 38.90+0.02 75.31+0.05
F11 31.07+0.70  16.39+0.22 20.76+0.02 26.45+0.14 51.71+0.38
F12 33.70+0.72  16.18+0.17 23.22+0.07 28.30+0.10 55.13+0.29
F13 36.91+0.00 15.66+0.12 29.53+0.01 33.42+0.06 62.07+0.18
F14 35.23+0.01 16.03+0.01 26.72+0.01 31.16+0.01 59.03+0.01
F15 44.03+0.13  7.51+0.03 38.58+0.23 39.31+0.23 78.98+0.03
F16 40.69+0.00 7.95+0.01 32.73+0.04 33.68+0.04 76.35+0.03
F17 45.28+0.01 6.25+0.06 39.95+0.02 40.44+0.02 81.11+0.08
F18 44.46+£0.31 8.12+0.04 34.95+0.01 35.88+0.00 76.91+0.06

Continuagao
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Tratamento térmico das amostras a 45 °C por 48 horas

Amostra L* a* b* C*an h*ay

F19 38.62+0.58 14.46+0.13 31.88+1.16 35.01+1.11 65.58+0.60
F20 40.28+0.01 12.96+0.02 31.49+0.10 34.05+0.09 67.63+0.10
F21 32.96+0.01 16.29+0.01 22.85+0.02 28.06+0.02 54.52+0.02
F22 39.24+0.01 11.91+0.05 32.29+0.01 34.41+0.02 69.75+0.07
F23 40.47+0.52  11.98+0.00 32.60+1.10 34.73+1.03 69.81+0.62
F24 36.23+0.02 14.21+0.05 25.75+0.06 29.41+0.04 61.10+0.13
F25 49.74+0.10  1.36+0.02 30.81+0.01 30.84+0.01 87.48+0.03

Concluséo
Legenda: M — Mel de melato de bracatinga. F — Mel floral. L* — Luminosidade.
a* — Intensidade de cor verde (valores negativos) e vermelha (valores positivos).
b* — Intensidade de cor azul (valores negativos) e amarela (valores positivos).
C*,, — Chroma. h*,, — Angulo hue.
Fonte: A Autora.

Tabela 4.7 - Analise colorimétrica de méis de melato de bracatinga e
méis florais submetidos a tratamentos térmicos a 80°C por 4 minutos.
Tratamento térmico das amostras a 80 °C por 4 minutos

Amostra L* a* b* C*a h*a

M1 27.17+0.30 16.85+0.10 11.81+0.30 20.57+0.24  35.01+0.55
M2 24.80+0.01 15.83+0.48 11.35+0.01 19.48+0.39 35.64+0.83
M3 27.53+0.40 17.10+0.02 13.03+0.02 21.50+0.00 37.31+0.09
M4 27.04+0.06 15.53+0.07 11.04+0.02 19.06+0.05 35.40+0.12
M5 27.53+0.00 16.24+0.24 12.23+0.21 20.33+0.32  36.98+0.09
M6 25.79+0.59 14.41+0.15 10.90+0.01 18.07+0.12 37.11+0.28
M7 27.01+0.01 10.90+0.01 12.84+0.03 16.84+0.02 49.67+0.09
M8 27.80+0.01 16.92+0.02 14.27+0.01 22.13+0.01 40.15+0.05
M9 28.07+0.00 17.37+0.12 14.4+0.01  22.61+0.09 39.80+0.20
M10 20.75+0.10 15.87+0.02 12.17+£0.15 19.99+0.10 37.47+0.33
M11 28.07+0.01 17.41+0.10 15.07+£0.02 23.02+0.07 40.88+0.19
M12 23.62+0.01 10.13+0.09 5.29+0.01  11.43+0.07 27.57£0.27
M13 27.58+£0.47 16.90+0.03 14.46+£0.02 22.24+0.01 40.55+0.09
M14 25.12+1.04 15.10+0.45 9.93+0.85  18.08+0.84 33.27+1.45

Continua
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Tratamento térmico das amostras a 80 °C por 4 minutos

Amostra L* a* b* C*a h*a
M15 25.58+0.01 11.46+0.13 11.46+£0.13 16.20+0.18 45.00+0.00
M16 27.13+£0.86 17.25+0.15 13.18+0.00 21.71+0.12 37.38+0.23

F1 41.67+0.00 6.72+0.00 32.33£0.00 33.02+0.00 78.26%0.01
F2 42.34+0.58 4.00£0.06 30.81+0.88 31.07+0.87 82.61+0.30
F3 37.38+£0.58 8.62+0.03 28.64+1.07 29.91+1.03 73.24%0.56
F4 42.64+0.32 5.40+0.03 34.30£0.02 34.72+0.02 81.05%0.05
F5 35.09+0.65 16.70+0.17 26.62+1.23 31.42+1.13 57.87+0.93
F6 49.36+0.45 2.15+0.06 30.60+0.54 30.67+0.54 85.97+0.18
F7 34.47+£0.17 13.00+0.12 20.83+0.00 24.55+0.07 58.04%0.25
F8 43.05+0.37 6.84+0.05 37.06£0.00 37.69+0.01 79.54+0.07
F9 44.64+0.00 7.28+0.03 38.34+0.01 39.02+0.01 79.25%+0.05
F10 42.55+0.00 9.76+0.04 37.19+0.01 38.45+0.02 75.30%0.05
F11 30.96+0.79 16.47+0.23 20.53+0.01 26.40+0.14 51.40+0.38
F12 32.87+0.46 16.30+0.48 23.61+0.74 28.68+0.88 55.38+0.08
F13 36.57+0.69 15.06+0.12 29.94+0.02 33.51+0.06 63.31+0.19
F14 35.32+0.02 15.79+0.08 26.05+1.18 30.46+1.04 58.74+1.04
F15 44.20+0.57 7.80£0.05 39.42+1.35 40.18+1.33 78.80+0.34
F16 40.28+0.01 6.74+0.02 31.38+0.64 32.09+0.62 77.88+0.23
F17 44.78+0.01 6.89+0.03 38.8+£0.01 39.42+0.00 79.94+0.04
F18 44.15+0.00 7.65+0.04 34.56+0.02 35.39+0.02 77.52+0.07
F19 38.57+0.55 14.89+0.01 32.04+1.12 35.34+1.02 65.05+0.77
F20 39.71+0.56 12.56+0.08 32.01+1.07 34.38+1.02 68.56+0.55
F21 32.15+0.59 15.72+0.02 22.36+0.89 27.34+0.72 54.87+1.07
F22 38.54+1.29 11.10+0.03 31.99+0.93 33.86+0.89 70.86+0.48
F23 40.66+0.01 11.57+0.10 32.38+1.11 34.39+1.08 70.33+0.49
F24 36.53+0.61 14.09+0.01 25.24+0.01 28.90+0.01 60.84+0.02
F25 48.34+0.01 1.32+0.02 29.13+0.01 29.16+0.01 87.40+0.05

Legenda: M — Mel de melato de bracatinga. F — Mel floral. L* — Luminosidade.
a* — Intensidade de cor verde (valores negativos) e vermelha (valores positivos).
b* — Intensidade de cor azul (valores negativos) e amarela (valores positivos).
C*,, — Chroma. h,, — Angulo hue.
Fonte: A Autora.
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Quando analisadas pelo modelo de classificagdo desenvolvido,
foi observado que todas as amostras de mel de melato de bracatinga
apresentaram valor de h*y menor que 50,876314 e valor de L* menor
ou igual a 28,161250. Ja para as amostras de mel floral todos os valores
de h*y apresentaram-se superiores a 50,876314. Esses resultados
demonstram que as amostras aquecidas foram classificadas corretamente
em 100% dos casos, indicando que o modelo de classificagdo proposto
neste trabalho também pode ser utilizado com sucesso para amostras
submetidas ao aquecimento moderado.

Além disso, é importante observar que o método de classificacdo
proposto pode ser usado para verificacdo de autenticidade e fraude com
facilidade e rapidez por meio da analise cromatica, e que este método
pode ser realizado em qualquer laboratério, sem a necessidade de
equipamentos sofisticados, técnicos treinados ou uso de reagentes
quimicos podendo ser Util para os apicultores, industrias e agéncias de
inspecdo como parte do processo inicial de triagem de mel de melato de
bracatinga.
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4 CONCLUSAO

Neste estudo, o mel de melato de bracatinga apresentou
caracteristicas cromaticas peculiares que permitiram sua diferenciacdo
de méis florais produzidos na mesma localizagdo geografica e durante
um periodo de colheita semelhante.

O modelo de classificagdo desenvolvido também permitiu a
classificacdo correta das amostras puras, incluindo aquelas que foram
submetidas a tratamento térmico. Além disso, o método de classificagdo
proposto foi capaz de diferenciar méis de melato de bracatinga contendo
mel floral em sua composicao, principalmente quando os teores de mel
floral eram superiores a 10% da composicao total do mel.

Estes resultados demonstram claramente que o perfil de cor,
associado a andlise quimiométrica, pode ser utilizado para auxiliar na
verificacdo de autenticidade e fraude em mel de melato de bracatinga,
podendo ser Util no processo inicial de triagem desse mel.
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CAPITULO 5: CLASSIFICACAO E DIFERENCIACAO DE MEL

DE MELATO DE BRACATINGA (Mimosa scabrella Bentham) POR

MEIO DO PERFIL ESPECTROFOTOMETRICO ASSOCIADO A
ANALISE QUIMIOMETRICA

Esse capitulo foi baseado no artigo intitulado °‘Classification of
bracatinga honeydew honeys and blossom honeys by spectrometric
fingerprint associated with chemometric analysis”, submetido & Revista
“Food Control”. ISSN: 0956.7135.
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CLASSIFICACAO E DIFERENCIACAO DE MEL DE MELATO
DE BRACATINGA (Mimosa scabrella Bentham) POR MEIO DO
PERFIL ESPECTROFOTOMETRICO ASSOCIADO A ANALISE
QUIMIOMETRICA

RESUMO

O mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham), produzido
predominantemente no Estado de Santa Catarina, Brasil, vem
conquistando mercado, principalmente devido as suas caracteristicas
funcionais e sabor marcante. Dessa forma, é de extrema importancia que
métodos rapidos e de baixo custo sejam desenvolvidos para diferenciar
essa classe distinta de mel. Apesar de ndo haverem registros de trabalhos
que explorem o perfil espectrofotométrico, até a presente data, para
diferenciacéo entre méis de melato e méis florais, a técnica parece ser
uma alternativa vidvel, utilizada com sucesso na diferenciacdo e na
detecgcdo de fraudes de vérios alimentos. Nesse contexto, o presente
estudo avaliou o perfil espectrofotométrico de 30 amostras de mel de
melato de bracatinga e 21 amostras de méis florais, coletadas em
diferentes localidades da regido serrana do Estado de Santa Catarina,
Brasil, de trés safras (2014, 2016 e 2018). A partir dos dados obtidos
combinados com a andlise de componentes principais foi possivel
distinguir claramente as duas classes de mel. Além disso, verificou-se
que as amostras de mel de melato de bracatinga possuem um perfil
espectrofotométrico semelhante, capaz de diferencia-los dos méis
florais, independente do ano em que foram produzidos. Conclui-se que o
perfil espectrofotométrico, associado a analise quimiométrica é uma
técnica promissora para a classificacdo e diferenciacdo de mel de melato
de bracatinga, destacando-se pela rapida coleta de dados, sem uso de
reagentes quimicos e baixo custo operacional.

Palavras-chave: Andlise de Componentes Principais, Autenticidade,
Espectrofotometria UV-VIS.
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1 INTRODUCAO

O mel de melato ¢ um alimento altamente apreciado,
principalmente nos paises europeus, devido as suas propriedades
nutricionais e sensoriais (ALDA-GARCILOPE et al, 2012
KAYGUSUZ et al., 2016). Existem vérios tipos de mel de melato,
sendo que o mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham),
produzido no Brasil, conquistou uma posicdo de destaque
principalmente por apresentar aminoacidos essenciais (AZEVEDO et
al., 2017), consideravel capacidade antioxidante in vitro (SERAGLIO et
al., 2017; BERGAMO et al., 2018b) e elevados teores de minerais
(BERGAMO et al., 2018a) e compostos fendlicos bioacessiveis
(SERAGLIO et al., 2017;).

A produgdo de mel de melato de bracatinga ocorre a cada dois
anos quando a arvore de bracatinga é infestada por insetos sugadores de
plantas (MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN, 2014). Esse fendmeno
geralmente ocorre no periodo do outono e inverno, quando ha escassez
de recursos florais para obtencdo de néctar. Toda essa particularidade
limita sua produgdo e, além de outros fatores ja descritos, agrega valor
ao produto (BERGAMO et al., 20183, 2018b).

Devido ao crescente consumo deste tipo especifico de mel, é
importante que a sua qualidade seja garantida e que possiveis fraudes
possam ser evitadas. Nesse sentido, diversas pesquisas tém sido focadas
em técnicas, geralmente baseadas em parametros fisicos, quimicos ou
reolégicos, para diferenciar a origem botanica desses méis (AMIRY;;
ESMAIILI; ALIZADEH, 2017; OROIAN; ROPCIUC, 2017; OROIAN
etal., 2017; BERGAMO et al., 2018a, 2018b).

Apesar de nunca ter sido utilizada na diferenciacdo de méis de
melato e florais, até o presente momento, a analise do perfil
espectrofotométrico foi utilizada com sucesso para a diferenciacdo e
deteccdo de fraude em varios alimentos e bebidas, tais como vinhos
(URBANO et al., 2006), café (SOUTO et al., 2010), azeite de oliva
extra virgem (PIZARRO et al., 2013), kiwi e “grapefruit” (SARBU et
al., 2012). O perfil espectrofotométrico encontra relevancia juntamente
com a analise quimiométrica, uma vez que pode indicar diferencas ou
semelhangas entre as amostras, permitindo estabelecer um padrédo
especifico para certos grupos de alimentos (CASTRO-PUYANA;
HERRERO, 2013). A técnica baseia-se na identificacdo de um perfil,
ndo sendo necessario identificar os picos ou compostos especificos
(CASTRO-PUYANA; HERRERO, 2013). Além disso, ¢ uma técnica
recente cujas vantagens estdo concentradas no preparo minimo da
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amostra, pouco ou nenhum uso de reagentes e baixo custo (SOUTO et
al., 2010).

Nesse contexto, o presente estudo buscou, pela primeira vez (até
0 momento), classificar e diferenciar méis de melato de bracatinga de
méis florais, produzidos em uma mesma regido por meio do perfil
espectrofotométrico associado a andlise quimiométrica.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Amostras

Todas as amostras de méis de melato e florais avaliadas nesse
estudo foram coletadas por apicultores e enviadas para o Laboratério de
Quimica de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina na
forma de favos, acondicionados em caixas isotérmicas. Esses favos
foram drenados e previamente filtrados em laboratério para evitar
possiveis contaminacdes entre as amostras. Apds este processo, as
amostras foram armazenadas em recipientes plasticos com tampa e
congeladas a temperatura de -10 °C a -8 °C. No momento da anélise, as
amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e
homogeneizadas manualmente.

As amostras de méis de melato foram coletadas em trés safras
diferentes (2014, 2016 e 2018) de locais com extenso plantio de arvores
de bracatinga. Durante a coleta do mel, também foi observada a
infestagdo de arvores por insetos sugadores de plantas, garantindo assim
que essas amostras fossem oriundas de excre¢Ges desses insetos. De
acordo com as declaragdes dos apicultores profissionais, a escassez ou
nenhum outro tipo de recurso melifero foi também foi observado
préximo as colmeias na época da colheita.

Tabela 5.1 — Descri¢do das amostras de mel de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham) produzidas em Santa Catarina.

Amostras de mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham)

Safra 2014 Safra 2016 Safra 2018
Amostra Local Amostra Local Amostra Local
Bocaina . H22, H23, .
H1, H2 do Sul H9, H10 Bom Retiro H24, H25 Bom Retiro
H11, H12, Bocaina do Bocaina do
H3, H4 Lages H13 Sul H26 Sul
H5, H6 Urubici H14 Lages H27, H28 Lages
H7,H8  Urupema H15, H16 Sdo Joaquim H29 Urubici
H17, H18 Urubici H30 Urupema
H19, H20,
Ho1 Urupema

H — Mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham).
Fonte: A Autora.
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Os méis florais foram coletados nas mesmas regifes e em regides
proximas a area de coleta do mel de melato de bracatinga, no ano de
2016. A origem boténica de todas as amostras foi considerada de acordo
com as declaragdes dos apicultores locais.

Tabela 5.2 — Descri¢do das amostras de méis de florais produzidas em
Santa Catarina.

Amostras de méis de origem floral

Safra 2016
Amostra Origem Botéanica Local
F1, F2, F3 Multifloral Bom Retiro
F4 Sida sp. Bom Retiro
F5 Multifloral Séo Bonifacio
F6 Citrus sinensis (L.) S&o Bonifacio
F7 Mimosa scabrella Bentham Lages
F8, F9, F10 Multifloral Lages
F11 Myrcia multiflora S&o Joaquim
F12 Malus domestica S&o Joaquim
F13, F14 Multifloral S&o Joaquim
F15, F16, F17, F18 Multifloral Urubici
F19 Clethra scabra Pers. Urupema
F20 Eucalyptus sp. Urupema
F21 Sida sp. Urupema

F — Mel floral.
Fonte: A Autora.

2.1.1 Preparo das Amostras

O preparo das amostras consistiu na diluicdo em agua ultrapura
(sistema Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, EUA) na proporcéo de 1:4
(m:m — mel:dgua). A seguir, as amostras foram agitadas manualmente
por 5 minutos e centrifugadas (Eppendorf AG, Alemanha) a 10.000 rpm
por 10 min com o objetivo de remover sedimentos que pudessem
interferir na analise. Todas as amostras foram analisadas em triplicata de
preparo em placas de poliestireno contendo 96 micropogos. Em cada
micropoco foi adicionada uma aliquota de 200 pL de amostra
previamente diluida.
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2.2 Perfil Espectrofotométrico

As analises foram realizadas em leitor de microplacas
SpectraMax® Paradigm® (Califérnia, EUA) equipado com lampada de
flash de xen6nio e LEDs de alta poténcia acoplado a um detector de
fotodiodo de silicio com tubo fotomultiplicador. O instrumento foi
controlado por um computador compativel com o equipamento,
equipado com o software SoftMax® Pro GxP (Califérnia, EUA).

A leitura foi ajustada para o modo de absorbancia e o
comprimento de onda variou de 380 nm a 800 nm (regido visivel) com
intervalo de 1 nm, gerando 420 variaveis. Os espectros foram adquiridos
em temperatura fixa de 25 °C. O espectro do branco foi registrado com
agua ultrapura, 0 mesmo usado na diluicdo das amostras.

2.3 Anélise Quimiométrica

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi utilizada para
avaliar o perfil espectrofotométrico das amostras, buscando explicar e
interpretar a interdependéncia dos dados. Nenhum pico ou composto foi
identificado, apenas as absorbancias foram adquiridas e registradas em
cada comprimento de onda, que variou de 380 nm a 800 nm, com 1 nm
de intervalo e utilizadas. O “software” Paleontological Statistics® (Past)
versdo 2.16 foi utilizado para realizar a analise quimiométrica.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhorar a saturacdo no espectro obtido, foram realizados
testes de diluicdo da amostra (com agua ultrapura). Assim, diluigdes de
80 % (4:1 - m:m - mel:4gua), 60 % (3:2 m:m), 40 % (2:3 m:m) e 20%
(1:4 m:m) foram avaliadas, a partir de uma amostra de mel de melato de
bracatinga (H14) e uma amostra de mel floral (F10) coletadas na mesma
regido. Como é possivel observar na Figura 5.1, a diluigdo de 20 % foi a
que apresentou a menor saturacdo dentro do comprimento de onda
avaliado. Portanto, essa diluicdo foi utilizada para todas as amostras no
decorrer do experimento.

Figura 5.1 — Diluigdo das amostras de méis de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham) e méis florais (mel:agua): a) 4:1 (m:m), b)
3:2 (m:m), ¢) 2:3 (m:m) e d) 1:4 (m:m).
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Legenda: mMel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham),
Mel floral.
Fonte: A Autora.
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Na primeira etapa da analise dos dados, foram utilizados apenas
os perfis espectrofotométricos obtidos a partir das amostras de mel de
melato de bracatinga e florais oriundos da safra de 2016. Assim, apenas
as amostras da mesma colheita e de diferentes origens botanicas foram
confrontadas. A partir do perfil espectrométrico dessas amostras, 420
variaveis foram obtidas e avaliadas a partir da Analise de Componentes
Principais (Figura 5.2).

Figura 5.2 — Anélise de componentes principais para classificacdo de
méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) e méis
florais (ambos referentes a safra de 2016) a partir de 420 variaveis: 380
nm a 800 nm.
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Legenda: @ Mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham).
Mel Floral.
Fonte: A Autora.

A utilizacdo do perfil espectrofotométrico associado a analise de
componentes principais promoveu uma boa separagdo das amostras, 0
que possibilitou classificar e distinguir as duas classes de mel. Ainda, a
Componente Principal 1 (PC1l) explicou a maior percentagem de
variacdo dos dados (87,68%), enquanto a Componente Principal 2 (PC2)
explicou 10,26%, demonstrando confiabilidade para os resultados
obtidos.
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Embora a analise de componentes principais tenha apresentado
separacao satisfatoria das amostras avaliadas, uma nova analise foi
realizada com o objetivo de reduzir o nimero de variaveis. Um menor
nimero de variaveis € vantajoso uma vez que reduziria o tempo de
analise além de facilitar a coleta e tratamento dos dados. Assim, apenas
as variaveis com correlagdo superior a 0,9 com PC1 foram utilizadas, o
gue corresponde as absorbancias obtidas entre os comprimentos de onda
380 nm e 485 nm, resultado em 105 variaveis (Figura 5.3).

Figura 5.3 — Analise de Componentes Principais para classificagdo de
méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) e méis
florais (ambos referentes a safra de 2016) a partir de 105 variaveis: de
380 nm a 485 nm.
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Legenda: e Mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham).
Mel Floral.
Fonte: A Autora.

Nesta nova analise de componentes principais (Figura 5.3) foi
possivel verificar que o uso de apenas 105 varidveis (leituras em
comprimento de 380 nm a 485 nm) continuaram sendo suficientes para
promover a diferenciacdo das amostras. Além disso, a PC1l foi
responsavel por explicar 93,05% da variabilidade dos dados,
aumentando ainda mais a confiabilidade dos resultados obtidos.
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Como foi possivel obter a separacdo satisfatéria das amostras da
mesma colheita com o uso de 105 varidveis, apenas estas foram
utilizadas para verificar uma possivel separacdo das amostras de méis
florais (safra de 2016) e de melato de bracatinga referentes as safras de
2014, 2016 e 2018. O objetivo desta nova andlise foi verificar se
amostras de mel de melato de bracatinga demonstrariam um perfil
espectrofotométrico similar, independentemente do ano em que foram
coletadas (Figura 5.4).

Figura 5.4 — Analise de Componentes Principais para classificacdo de
méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) (safras de
2014, 2016 e 2018) e méis florais (safra 2016) utilizando 105 variaveis
correspondentes ao intervalo de 380 nm & 485 nm.

PC2 427 %
H

PC194,89%
x Mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) (safra 2014);
e Mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) (safra 2016);
* Mel de melato de bracatinga (safra 2018); + Mel floral (safra 2016).

A partir da Figura 5.4, foi possivel verificar que as amostras de
mel de melato de bracatinga e de méis florais foram bem diferenciadas
na nova analise. As amostras de mel de melato demonstraram um perfil
espectrofotométrico similar, independente do ano em que foram
coletadas, resultando em um grande agrupamento. Ainda, a PCl
explicou uma maior porcentagem de variabilidade dos dados (94,89%).
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Sendo assim, independentemente do ano em que foram coletadas,
as amostras de mel analisadas parecem possuir  perfis
espectrofotométricos  distintos, que se assemelham as suas
caracteristicas botanicas. Assim, o perfil espectrofotométrico associado
a analise quimiométrica demonstrou potencialidade para diferenciar
méis de origens botanicas distintas, apresentando como vantagens a
rapidez, baixo custo operacional e minima geracéo de residuos.
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4 CONCLUSAO

O perfil espectrofotométrico associado a analise quimiométrica
permitiu classificar e diferenciar méis de melato de bracatinga e florais
de trés safras distintas, uma vez que, independentemente do ano da
colheita, as amostras de mel de melato de bracatinga demonstraram
perfis espectrofotométricos semelhantes. Com o auxilio de tratamento
estatistico, por meio de analise quimiométrica, a técnica de
espectrofotometria demonstrou ser uma alternativa viavel, rapida e de
baixo custo operacional para classificacao e diferenciagdo entre méis de
melato de bracatinga e florais produzidos em uma mesma regiao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nesse estudo foram apresentadas as principais caracteristicas
fisico-quimicas de méis de melato de bracatinga (Mimosa scabrella
Bentham) e de méis florais produzidos na regido do planalto serrano de
Santa Catarina. Foi observada uma acidez livre elevada em méis de
melato, e, em geral, os méis avaliados adequam-se aos padrdes de
qualidade preconizados pela legislacdo vigente. Além disso, os méis de
melato de bracatinga avaliados nesse estudo ndo continham manganés
em sua composicdo, o que, possivelmente, pode ser um parametro para
identificar sua autenticidade. Ainda, méis de melato de bracatinga
apresentam caracteristicas cromaticas e perfil espectrofotométrico
peculiares, os quais permitem sua diferenciacdo de méis florais
produzidos na mesma localizagéo geogréfica.

Foi verificado também que, especialmente, o teor de minerais
majoritarios e as caracteristicas cromaticas podem ser utilizados para
deteccdo de fraudes ocasionadas por adicdo de mel floral ao mel de
melato (em concentracGes superiores a 5% de mel floral).

Como perspectivas, sugere-se que trabalhos que contemplem um
maior nimero amostras e de diferentes safras sejam realizados, a fim de
validar os métodos aqui apresentados.

As estratégias desenvolvidas e apresentadas nesse estudo podem
fornecer uma maneira viavel para verificar a autenticidade e fraude de
méis de melato de bracatinga, podendo ser utilizado por usinas de
processamento e agéncias de inspecdo como parte do processo inicial
para a triagem de mel de melato de bracatinga.
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ANEXO A

Principais caracteristicas fisico-quimicas de méis de florais preconizadas pelas legislacbes Brasileira, Unido

Européia, Mercosul e Codex.

Mel Floral
Iggssillae?f: Unido Européia Mercosul Codex
Aclcares Redutores 659 100g™"" 60g 100g™*" 65g 100g™" 60g 100g™""
Maturidade Umidade 20g 100g™" 20g 100g™"™ 20g 100g™" 20g 100g™"
Sacarose 69 100g™*" 5g 100g™" 5g 100" 5g 100g™*"
Sélidos Insoltveis 0,1g 100g™*" 0,1g 100g™*" 0,1g 100g™*" 0,1g 100g™"
Pureza Minerais - Cinzas 0,6 100g™"" N.E 0,6 100g™" N.E
Condutividade Elétrica N.E 0,8 mScm™” N.E 0,8 mScm™”
. 50 mil equivalentes . 50 mil . 40 mil . 50 mil
Acidez por kg” equivalentes por  equivalentes por  equivalentes por
™ Q™ -
Deterioracao g g g
Atividade Diastasica 3" - 8 naescala 3"-8naescala  3°-8naescala  3°-8naescala
Gothe” Schade” Gothe” Schade *
40mg kg™* 40mg kg™ 40mg kg™?

Hidroximetilfurfural

60mg kg™~

“ Requisito minimo. ~ Requisito maximo. N.E — Néo estabelecido * Em regides tropicais o valor méximo permitido é de 80mg

kg™. ° Se hidroximetilfurfural for menor que 15mg kg™
Fonte: Brasil (2000), Unido Européia (2001), Mercosul (1994) e Codex Alimentarius (1981).
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ANEXO B

Principais caracteristicas fisico-quimicas de méis de melato preconizadas pelas legislagdes Brasileira, Unido

Européia, Mercosul e Codex.

Mel de Melato

Igg:illi?f: Unido Européia Mercosul Codex
Aclcares Redutores 60g 100g™*" 45g 100g™"" 60g 100g™*" 459 100g™""
Maturidade Umidade 20g 100g™" 20g 100g™" 20g 100g™" 20g 100g™"
Sacarose 15g 100g™" 5g 100g™*" 10g 100g™" 5g 100g™*"
Pureza Sélidos Insoltveis 0,1g 100g™*" 0,1g 100g™*" 0,1g 100g™*" 0,1g 100g™"
Minerais - Cinzas 1,2 1009 N.E 1,0 100g™*" N.E
Condutividade Elétrica N.E 0,8 mScm™ N.E 0,8 mScm™
50 mil 50 mil 40 mil 50 mil
Acidez Livre equivalentes por  equivalentes por  equivalentes por  equivalentes por
o kg™ kg™ kg™ kg™
Deterioracao
Atividade Diastasica 3"-8naescala  3"-8naescala  3°-8naescala  3"-8naescala
Gothe” Schade” Gothe” Schade *
Hidroximetilfurfural 60mg kg™ 40mg kg™® 40mg kg™ 40mg kg™?
“ Requisito minimo. ~ Requisito méximo. N.E — Nao estabelecido ® Em regides tropicais o valor méximo permitido

80mg kg™. ° Se hidroximetilfurfural for menor que 15mg kg™
Fonte: Brasil (2000), Unido Européia (2001), Mercosul (1994) e Codex Alimentarius (1981).
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