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RESUMO

SILVA, Ricardo Figueirada. Investigacdo de &cidos fendlicos em amostras de mel por
cromatografia liquida de alta €eficiéncia e sua aplica¢do na caracterizacdo da origem
floral. Seropédica. UFRRJ, 2004. 82p. Dissertagdo de Mestrado em Quimica Organica,
Quimica de Produtos Naturais.

Este trabalho descreve a investigacdo da presenca de &cidos fendlicos em treze
amostras de méis de eucalipto e seis amostras de méis silvestres obtidos de diferentes
regides geogréficas. As amostras de méls foram analisadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de UV-visivel e fotodiodo. A andlise do perfil cromatografico
associado ao estudo dos espectros de ultravioleta obtidos pelo detector de fotodiodo dos
méis de eucalipto permitiu identificar os &cidos gdlico, vanilico, para-cumarico, ferulico e
cin@mico, enquanto para os méis silvestres foram identificados os écidos gdlico, vanilico,
clorogénico, orto-cumérico, cinamico e 2- metoxicinamico.

A técnica de cromatografia liquida de ata eficiéncia mostrouse eficiente,
reprodutiva e de facil manipulacdo para andlise dos &cidos fendlicos nas dezenove amostras
de més estudados. Dada a sua reprodutibilidade e versatilidade podera vir a ser usada na
identificacdo da origem floral e no controle analitico dos méis comercializados, auxiliando
assim aandlise palinoldgica.

Os perfis cromatogréficos dos écidos fendlicos para os méis de uma mesma espécie
floral, oriundo de diferentes regides geograficas, ndo sofreram alteracbes qualitativas e
guantitativas drésticas, sugerindo que os compostos fendlicos estudados podem servir como
marcadores quimicos para a caracterizacdo botanica do mel e/ou geogréfica

Os méis silvestres foram estudados em menor nimero, sendo necessario um estudo
mais aprofundado para a confirmagdo inegquivoca da composi¢cao quimica deste mel. Um
quantidade maior de amostras de méis de mesma origem floral, porém de diferentes origens
geograficas deverdo ser anadlisadas para corroborar na utilizacdo desses acidos fendlicos

como marcadores quimicos na origem botanica e/ ou geografica dos méis brasileiros.

Palavras chaves: Acidos fendlicos, Mel, Cromatografia liquida de alta eficiéncia, Origem
botanica.



ABSTRACT

SILVA, Ricardo Figueira da.  Investigation of phenolic acids in honey by high-
pressure liquid chromatography and its application for the caracterization d the
botanic origin. Seropédica. UFRRJ, 2004. 82 p. Dissertacdo de Mestrado em Quimica
Orgénica, Quimica de Produtos Naturais.

This work describes the investigation of phenolic acids in 13 samples of eucalyptus honey
and 5 samples of wild honeys from dfferent geographical regions. The samples were
analyzed by high-pressure liquid chromatography with a diode array detector. The analysis
of UV spectra obtained with the eucalyptus honeys showed the presence of gallic, vanillic,
p-coumaric, ferulic and cinnamic acids while the wild honeys contain mainly galic,
vanillic, chlorogenic, o-coumaric, cinnamic and 2- methoxy cinnamic acids.

The HPLC technique has been shown to be effective and reproducible. Given this high
reproducibility and versatility, this technigue may become useful in the identification of
the floral origin in the control of commercia honeys, thus analytica helping the
palinological anaysis.

The chromatographical profiles of the phenolic acids from honeys of the same species

coming from different regions did not show any major qualitative or quantitative
differences suggesting that these phenolic compounds may serve as chemical markers for
the botanical or geographical chacterization of honeys.

The number of wild honeys analyzed was small and a more through investigation must be
carried out in order to uequivocally confirm their composition. A larger number of samples
belongings to the same flora origin but coming from different regions showed be analyzed

to corroborate their use chemical markers.

Key words: Phenolic acids, honey, HPLC, botanic origin.



1. INTRODUCAO

1.1.Um breve histérico sobre o mel

Através dos tempos, o mel sempre foi considerado um produto especid,
utilizado pelo homem. Evidéncias de seu uso pelo ser humano aparecem desde a Pré-
historia, com inlmeras referéncias em pinturas rupestres e em manuscritos, pinturas do
antigo Egito, Grécia e Roma.

A utilizacdo dos produtos da colméia no tratamento de doencas e infecgdes

diversas parece ser, também, bastante antiga. De fato, alguns testemunhos crediveis
falam do uso do pélen como estimulante sexual por sacerdotes assirios, 3000 A.C. Na
india, no Zimbébue e no Antigo Egito também se podem encontrar exemplos desta
utilizagéo.
No inicio da era cristd, varios escritos gregos e romanos falavam sobre os poderes
curativos e cicatrizantes da propolis. Os varios tratados médicos, do século XIlI ao
seculo XV, mencionavam o uso medicinal do mel, da cera e da prépolis.
O mel tem uma longa e fascinante histéria, a partir do periodo Mioceno (10-20 milhdes
de anos atrés) quando as primeiras plantas com flor e abelhas sociais apareceram. O
homem deixou registros de sua atividade de colheita do mel desde o fim da era glacia
(10.000 anos atras). O conhecimento de algumas fases iniciais enriqueceurse com
recentes pesguisas em Antropologia e Arqueologia, € aé mesmo com O
desenvolvimento das linguas (CRANE, 1985).

A maioria das civilizagdes antigas primitivas prezava muito o mel, e tanto o mel
guanto as abelhas eram sagrados. As abelhas, realmente, faziam mel muito antes da
existéncia do homem e muito, seguramente 0 homem desfrutava dele desde seu inicio;
ele “cacava’ o mel tanto quanto outros alimentos. Em muitas partes do mundo a caga ao
mel foi substituida pela apicultura, um hébito que permaneceu quase inaterado por
milhares de anos, até que houve um desenvolvimento explosivo na segunda metade do
século passado, que abriu o caminho para 0 estabelecimento do mel como produto
mundial. O mel, o aimento que as abelhas tém produzido ha 20 milhdes de anos, é
agora manuseado por maquinas e transportado pelo mundo. O mel é produzido por
guase todos os paises do mundo, e é artigo de comércio interno do pais, bem como

freqlientemente, com outros paises.



Apesar dos egipcios serem considerados os pioneiros na criagdo de abelhas, a
palavra colméia vem do grego, pois 0S gregos colocavam Seus enxames em reci pientes
com forma de sino feitos de palha trangada chamada de colmo.

Naguela época, as abelhas ja assumiam tanta importancia para 0 homem que
eram consideradas sagradas para muitas civilizagdes. Com isso varias lendas e cultos
surgiram a respeito desses insetos. Com 0 tempo, elas também passaram a assumir
grande importancia econdmica e a ser consideradas um simbolo de poder para reis,
rainhas, papas, cardeais, duques, condes e principes, fazendo parte de brasdes, cetros,
coroas, moedas, mantos reais, entre outros (CALDEIRA, 2002)

Na ldade Média, em algumas regifes da Europa, as arvores eram propriedade do
governo, sendo proibido derruba-las, pois elas poderiam servir de abrigo a um enxame
no futuro. Os enxames eram registrados em cartério e deixados de heranca por escrito, 0
roubo de abelhas era considerado um crime imperdoavel, podendo ser punido com a
morte (CRANE, 1985).

O mel, que é usado como alimento pelo homem desde a pré-histéria, por varios
séculos foi retirado dos enxames de forma extrativista e predatOria, muitas vezes
causando danos a0 meio ambiente, matando as abelhas. Entretanto com o tempo, 0
homem foi aprendendo a proteger seus enxames, instalalos em colméias racionais e
manej& los de forma que houvesse maior producéo de mel sem causar prejuizo para as
abelhas. Nascia, assim, a apicultura. Essa atividade atravessou o tempo, ganhou o
mundo e se tornou uma importante fonte de renda para varias familias. Hoje, além do
mel, é possivel explorar, com a criacdo racioral das abelhas, produtos como: pdlen
apicola, geléiaread, rainhas, polinizacdo, apitoxina (veneno da abelha) e cera.

O Brasil €, atuamente, 0 sexto maior produtor de mel (ficando atrés somente da
China, Estados Unidos, Argentina, México e Canada), entretanto ainda existe um
grande potencial apicola (flora e clima) ndo explorado e grande possibilidade de se
maximizar a produgdo, incrementando o agronegocio apicola. Para tanto, € necessario
gue o produtor possua conhecimentos sobre biologia das abelhas, técnicas de mangjo e
colheita do mel, praga e doencas dos enxames, importancia econdmica, mercado e
comercializacao.

As abelhas sG0 descendentes das vespas que deixaram de se adimentar de
pequenos insetos e aranhas para consumirem o polen das flores quando esses surgiram,

ha cerca de 135 milhdes de anos. Durante esse processo evolutivo, surgiram varias
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espécies de abelhas. Hoje se conhecem mais de 20 mil espécies, mas acredita-se que
existam umas 40 mil espécies ainda ndo-descobertas. Somente 2% das espécies de
abelhas s0 sociais e produzem mel. Entre as espécies produtoras de mel, as do género
Apis sdo as mais conhecidas e difundidas.

O foéssil mais antigo desse género que se conhece € da espécie ja extinta Apis
ambruster e data de 12 milhdes de anos. Provavelmente esse género de abelha tenha
surgido na Africa apos a separacio do continente americano, tendo posteriormente
migrado para a Europa e Asia, originando as espécies Apis mellifera, Apis cerana, Apis
florea, Apis korchevniskov, Apis andreniformis, Apis dorsata, Apis laboriosa, Apis
nuluensis e Apis nigrocincta.

As abelhas que permaneceram na Africa e Europa originaram vérias subespécies
de Apis mellifera adaptadas as diversas condic¢des ambientais em que se desenvolveram.
Embora hoje essa espécie sgja criada no continente Americano e na Oceania, €las sO
foram introduzidas nessas regides no periodo da colonizagéo.

As abelhas meliferas, do género Apis, estavam entre as abelhas sociais que se
desenvolveram por todo o mundo. Suas colénias nidificavam nas &rvores ocas, em
frestas nas rochas, em buracos no ch&o e, assim como elas fazem ainda hoje, coletavam

e armazenavam o polen, coletavam o néctar e faziam e armazenavam o mel.

1.2. Introducdo da Apis mellifera no Brasil

As abelhas da espécie Apis mellifera foram introduzidas no Brasil em 1840,
oriundas da Espanha e Portugal, trazidas pelo Padre Antonio Carneiro. Provavelmente,
as subespécies Apis mellifera mellifera (abelha preta ou aema) e Apis mellifera carnica
tenham sido as primeiras abelhas a chegar em nosso pais.

Em 1845, imigrantes alemaes introduziram no Sul do Pais a abelha Apis
mellifera mellifera. Entre os anos de 1870 a 1880, as abelhas italianas, Apis mellifera
lingustica foram introduzidas no Sul e na Bahia.

N&o se tem registro preciso da introducdo das abelhas no Norte e Nordeste do
pais, mas em 1845 Castelo Branco afirmava: "as abelhas do Piaui ndo tém ferréo”.

Hoje, as abelhas chamadas de africanizadas, oriundas do acasalamento de
abelhas rainhas italianas com zangdes africanos, por terem herdado muitas

caracteristicas das abelhas africanas, sGo consideradas como as responsaveis pelo

3



desenvolvimento apicola do Pais, de modo que o Brasil, que era o 28° produtor mundial
de mel (5 mil toneladas/ano), passou para o 6° (20 mil toneladas em 2001).

As muitas espécies de abelhas do mundo sGo o grupo de agentes mais
importantes na polinizacdo de flores; enquanto a influéncia dos demais insetos atinge
13% em relagcdo as abelhas. Na agricultura, a abelha melifera (abelha doméstica) é
especialmente importante para a polinizagdo de cultura comercia , porque cada colonia
fornece grande nimero de polinizadores potenciais. O processo de polinizagéo € ligado

a coleta de néctar e polen e, por isso, a producdo de mel (CRANE, 1985).

1.2.1. Classificacéo e gener alidades sobr e abelhas

As abelhas sdo insetos sociais Himenodpteros, isto €, tem quatro asas
membranosas nuas. Suas principais caracteristicas sdo a divisdo e a especiaizacdo do
trabalho. Pertencem a familia Apidae, que por sua vez divide-se em vérios géneros. No
género Apis, caracterizado pela presenca do ferrdo (a0 contrario da Melipona e
Mombus), destacam-se quatro espécies. Apis dorsata, Apis florea, Apis indica e Apis
mellifera.

O habitat das abelhas Apis mellifera € bastante diversificado e inclui savana,
florestas tropicais, deserto, regides litoraneas e montanhosas. Essa grande variedade de
clima e vegetacdo aabou originando diversas subespécies ou racas de abelhas, com
diferentes caracteristicas e adaptadas as diversas condi¢des ambientais.

A diferenciacdo dessas racas ndo é um processo facil, sendo realizado somente
por pessoas especializadas, que podem usar medidas morfoldgicas ou andlise de DNA.

A seguir, apresentamse algumas caracteristicas das racas de abehas

introduzidas no Brasil:

a) Apismellifera mellifera (abelhareal, alem&, comum ou negra)
Originarias do Norte da Europa e Centro-oeste da RuUssia, provavelmente,
estendendo-se até a Peninsula | bérica.
Abelhas grandes e escuras com poucas listras amarelas.
Possuem lingua curta (5,7 a 6,4 mm), o que dificulta o trabalho em flores profundas.
Nervosas e irritadas tornamse agressvas com facilidade caso o mango sga

inadequado.



Produtivas e proliferas, adaptam se com facilidade a diferentes ambientes.

Propolisam com abundancia, principalmente em regides Umidas.

b) Apis melliferaligustica (abelhaitaliana)
Originarias da Itadlia.
Essas abelhas tém coloragéo amarela intensa; produtivas e muito mansas, séo as
abelhas mais populares entre apicultores de todo 0 mundo.
Apesar de serem menores que as Apis mellifera mellifera, tém a lingua mais
comprida (6,3 a 6,6 mm).
Possuem sentidos de orientacdo fracos, por isso, entram nas colmeias erradas
freglientemente.
Constroem favos rapidamente e s80 mais propensas a0 saque do que abelhas de

outras racas européias.

c) Apis mellifera caucasica
Originarias do Vale do Caucaso, na Russia
Possuem colorac8o cinza-escura, com um aspecto azulado, pélos curtos e lingua
comprida (pode chegar a 7 mm).
Considerada a raga mais mansa e bastante produtiva.

Enxameiam com facilidade e usam muita propolis.

d) Apismellifera carnica (abelha carnica)
Originarias do Sudeste dos Alpes da Austria, Nordeste da lugosévia e Vae do
Danubio.
Assemel ham-se muito com a abelha negra, tendo o abdome cinza ou marrom.
Pouco propolisadoras, mansas, tolerantes a doencas e bastante produtivas.
Coletam "honeydew" (melato) em abundancia.
Sdo facilmente adaptadas a diferentes climas e possuem uma tendéncia maior a

enxamearem.

e) Apis mellifera scutellata (abelha africana)

Originérias do Leste da Africa sdo mais produtivas e muito mais agressivas.



S&0 menores e constroem alvéolos de operarias menores que as abelhas européias.
Sendo assim, suas operarias possuem um ciclo de desenvolvimento precoce (18,5 a
19 dias) em relacéo as européias (21 dias), o que Ihe confere vantagem na producéo
e natoleréncia ao acaro do género Varroa.

Possuem visdo mais agucada, resposta mais répida e eficaz ao feromonio de alarme.
Os ataques sdo, geramente, em massa, persistentes e sucessivos, podendo estimular
a agressividade de operérias de colméias vizinhas.

Ao contrario das européias que armazenam muito alimento, elas convertem o
alimento rapidamente em cria, aumentando a populacdo e liberando véarios enxames
reprodutivos.

Migram facilmente se a competicdo for alta ou se as condicdes ambientais ndo
forem favoréveis.

Essas caracteristicas tém uma variabilidade genética muito grande e séo

influenciadas por fatores ambientais internos e externos.

1.2.2. Abelha africanizada

A abelha, no Brasil, € um hibrido das abelhas européias (Apis mellifera
mellifera, Apis mellifera ligustica, Apis mellifera caucasica e Apis mellifera carnica)
com a abelha africana Apis mellifera scutellata. E conhecida como abelha africanizada
Apis mellifera adansonii.

A variabilidade genética dessas abelhas é muito grande, havendo uma
predominancia das caracteristicas das abelhas européias no Sul do Pais, enquanto ao
Norte predominam as caracteristicas das abel has africanas.

A abelha africanizada possui um comportamento muito semelhante ao da Apis
mellifera scutellata, em razdo da maior adaptabilidade dessa raca as condiches
climéticas do Pais. Muito agressivas, porém, menos que as africanas, a abelha do Brasil
tem grande facilidade de enxamear, alta produtividade, tolerancia a doencas e adapta-se
a climas mais frios, continuando o trabalho em temperaturas baixas, enquanto as
européias se recolhem nessas épocas.

Existem ainda varias racas de Apis mellifera, a saber: a sicula, a syriaca, a
caucasica, a fasciata, a acervorum, a unicolor, a intermixta, a frisei e outras. Essas
porém ndo nos interessam tanto e ndo tem a mesma importancia que as racas
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apresentadas anteriormente.

Encontra-se também na classificacdo das abelhas o termo mellifica para as
espécies, em vez de mellifera. Refere-se a0 primeiro quando se quer relacionar as
abelhas como produtoras de mel (Apis mellifera lingusticca, Apis mellifera adansonii,
etc). Outros autores preferem mellifica, pois entendem que sdo colhedoras de mel (na
verdade, colhedoras de néctar, que € a substancia essencial das flores para transformar
em md).

A estratégia das abelhas para explorar fontes de mel € um processo complexo e
fascinante, no qual vérios sentidos de cada abelha operam, sozinhos ou em conjunto, de
acordo com a sua capacidade individual. A abelha Apis € um dos muitos animais que se
pode orientar por uma grande variedade de indicagdes. Esta abelha exibi, também, um
padrdo de comportamento sociad do mais ato nivel, para animais que agem
instintivamente.

Os vérios sentidos das abelhas, o olfato e a visdo, desempenham os papéis de
comunicacdo e atracao durante o processo de coleta.

Uma abelha campeira voa aproximadamente 21-24 km/h, a uma atura que varia
entre um e oito metros acima do ch&o. Geramente, uma abelha visita entre 50 e 1000
flores numa viagem, e o nimero médio de viagens de coleta € de cerca de 7-13,5. O mel
produzido numa colméa provém de uma érea que varia de 500 m a 2 Km de extensdo
(DE LIMA,1979).

1.3. Plantas mdliferas

O Brasil é um pais privilegiado para a préatica da apicultura. Mesmo nas regifes
secas do Nordeste — sabe-se que regides desse tipo sdo um obstéculo para o éxito do
empreendimento — encontramos a “algarobeira’, um pasto para as abelhas que ndo pode
ser desprezado (DE LIMA, 1979).

A flora brasileira é téo rica, que mesmo as plantas que passam despercebidas ou
gue ndo sdo reconhecidas como fontes de néctar e/ou podlen, contribuem para um
aumento ponderavel na producéo de mel e/ou polen.

E bom que o apicultor procure instalar o apiério onde existam plantas meliferas de valor
reconhecido, pois sendo assim, podera aproveitar as vantagens oferecidas e extrair mel

em grandes quantidades.



Exempl os de boas plantas meliferas e/ou nectariferas brasileiras sio:

- Bananeiras — florescem o ano inteiro;

- Amor-Agarradinho — bela trepadeira que quase sempre esta florida, boa fonte de néctar
e polen. Floresce em abril-maio;

- Onze-horas — planta comum nos jardins e que floresce fartamente durante o ano
inteiro. Fornece, principa mente, pélen;

- Cinamomo — produz pélen e néctar (de baixa qualidade);

- Girassol — floresce 0 ano todo. E um grande produtor de polen e néctar;

- Uva-do-Jap&o — Muito procurada pelas abel has;

- Milho — apesar de ser carente de néctar, produz pdlen em abundancia;

- Grama— grande produtora de pélen;

- Laranjeiras— 0 mel dessas arvores é de sabor muito agradavel e de grande cotagdo no
mercado;

- Erva-Canudo — mel dourado, perfumado e saboroso;

- Cambara e Assa- Peixe — 0 mel que essas arvores proporcionam € muito denso , de
perfume suave e muito saboroso. O asa-peixe é aconselhado para fortalecer os
pulmdes,

- Trigo sarraceno — mel escuro e pouco acre;

- Catuaba— produz uma espécie de mel de qualidade reconhecidamente afrodisiaca;

- Azdlea— floresce no verdo, e o mel obtido é muito apreciado;

Também muito procuradas pelas abelhas sdo: angico, jasmim, madressilva,
tomate, trigo, etc. Todas as variedades de plantas citricas s80 muito procuradas pelas
abelhas. Importancia especial deve ser dada aos eucaliptos, pois além de fornecerem
mel de oOtima qualidade, sdo facilmente reconhecidos pelos iniciantes e existem
espalhados pelo pais. Suas flores sGo muito ricas em polen e néctar (DE LIMA, 1979).

Na Tabela 1 apresentamos os meses de floracdo de algumas espécies de

eucalipto.



Tabela 1. -Meses de floracdo do eucalipto (DE LIMA, 1979).

3 MESES
ESPECIE
01 02 03 04 05 06 O7 08 09 10 11 12
E. scabra X X X X
E. paniculata X X X X
E. tereticornis X X X X X
E. triantha X X
E. citriodora X X X X X X
E. maculata X X
E. microcorys X X X X X
E. melliodora X X X X X
E. camaldulensis X X X
E. alba X X X X
E. ficifolia
X X X X X X
(variedade Alba)
E.ficifolia
X X X X X X X X X X X
variedadeCoemina)
E. resinifera X X X
E. robusta X X X
1.4. O md

A utilizagdo do mel na nutricdo humana n&o deveria limitar-se apenas a sua

caracteristica adocante, como excelente substituto do aglicar, mas, principamente, por

ser um aimento de alta qualidade, rico em energia e inUmeras outras substancias

benéficas ao equilibrio dos processos biol 6gicos de nosso corpo.

O mel é a substancia doce natural produzida pelas abelhas domésticas, a partir

da coleta do néctar das flores ou de secrecfes de partes de plantas ou de excrecdes de

9



insetos que sugam partes das plantas, e que se transformam e combinam com as
substéncias especificas de seus proprios organismos, ficando armazenados nos favos das
colméias aé o amadurecimento. Esta é a definicdo gera do me no CODEX
ALIMENTARIUS COMMISSION (1990) em que todas as caracteristicas
comerciamente requeridas do produto sdo descritas.

E o produto mais importante da abelha do ponto de vista quantitativo e
econdmico, e foi, também, o primeiro produto da abelha usado pelo homem em épocas
antigas. A histéria do uso do mel esta paralela a histéria do homem, e em cada cultura a
evidéncia disto pode ser encontrada no seu uso como uma fonte de alimento e como um
simbolo empregado em cerimonias religiosas, magicas e terapéuticas (CARTLAND,
1970; CRANE, 1980; ZWAENEPREL, 1984).

O md é basicamente uma mistura complexa de aclicares altamente concentrada.
Sua composicdo guimica foi objeto de revisdes bibliogréficas como a realizada por
CAMPOS (1997) e SERRANO et al.(1994), que sugeriram ser a composicao do mel
dependente de muitos fatores tais como: espécies colhidas, natureza do solo, raca de
abelhas, estado fisiolégico da colbnia, estado de maturacdo do mel, condi¢cBes
meteorol dgicas, etc.

O sabor a cor e 0 aroma variam de acordo com sua origem botanica, clima, solo,
umidade, dtitude e até mesmo a manipulacdo pelo apicultor pode aterar as
caracteristicas do mel.

Como caracteristicas gerais ndo sdo permitidas substancias estranhas a sua
composicdo, nem adicdo de corretivos de acidez. E proibidos a adicdo de corantes,
aromatizantes, espessantes, conservadores e edulcorantes de qualquer natureza, sejam
eles naturais ou sintéticos.

Quanto a origem floral, 0 mel pode ser classificado como:

a) Me de flores, estes podem ser: @) méis uniflorais ou monoflorais - quando o
mel é produzido a partir do néctar de uma Unica espécie floral, por exemplo o mel de
laranjeiras, de eucaliptos, etc; b) méis multiflorais, poliflorais ou heteroflorais - quando
o mel é produzido de néctar coletado de diversas flores de origens florais diferentes, por
exemplo, silvestre; e

b) Méis de melato (conhecido como “honeydew”) que sd0 méis obtidos,
primordialmente, a partir de secreces das partes vivas das plantas ou secrecOes de

insetos (cochonilhas), sugadores de plantas que se encontram sobre elas.
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Para que 0 nome da planta apicola possa ser descrito no rétulo da embalagem do
mel € necessario que tenha no minimo 45% de dominancia e sgja colhido igualmente de
uma regido com predominancia floral na area de visitagdo das abelhas do apiério
(BARTH, 1989).

O mel e o pdlen sdo dois produtos da colméia que resultam dretamente da
atividade de coleta das abelhas. Um terceiro € a prépolis, algumas vezes chamado cola
de abelha, que € usado paraimpermeabilizar colméias ou cavidades do ninho.

Ouitros trés produtos da colméia, comercialmente cultivados, ndo sdo materiais
vegetais processados, mas secrecOes das proprias abelhas. S0 a cera de abelhas,
produzidas nas glandulas abdominais e usadas para construcéo de favos; ageléiareal ou
leite de abelhas, produzidas nas glandulas da cabega e usada para adimentar as larvas, e
a apitoxina que € o veneno das abelhas operarias de Apis mellifera purificado.
Considerando-se 0 peso, 0 mel € o menos dispendioso destes seis materiais para 0
apicultor produzir. Depois vem a cera de abelha, o pdlen e, entdo, a propolis. A geléia
real e a apitoxina - os mais dispendiosos de todos — sdo coletados em quantidades
diminutas e sua produgéo envolve muito trabalho e cuidado.

Muitos dos méis distribuidos comercialmente tem sofrido algum grau de
processamento fisico, como filtragdo, centrifugacdo e decantacdo, com a finalidade de
remover partes de insetos, gréos de pdlen e particulas de cera. Fraudes podem ser
praticadas durante o processamento no sentido de aumentar-lhe a quantidade. As
adulteragBes mais comuns tém sido realizadas pela adicdo de xaropes de sacarose, méis
artificials ou agua. WOOTON et al (1985) trabalharam no monitoramento de

adulteracdo de inlmeros méis.

1.4.1. Composicao e car acteristicas fisicas do mel

A composi¢do quimica do mel depende de véarios fatores, dos quais se salientam:
a espécie de abelhas, tipo de solo e de flora e o estado fisiolégico da colénia
De um modo gera podemos dizer que o mel é congtituido por trés componentes
essenciais. agua (17%), glicidios (80%) e substancias diversas (3%), como aminoacidos,
proteinas, enzimas, vitaminas, &cidos organicos e matérias minerais. Por detrés dessa
aparente simplicidade, esconde-se um dos produtos biol égicos mais complexos.

A cor do mel reflete a sua composicdo, sendo tanto mais escuro quanto maior € o
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teor de substancias minerais presentes.

Além dos aclcares em solugdo, o mel também contém acidos organicos,
enzimas, vitaminas, acetilcoling, flavondides, minerais e uma extensa variedade de
compostos organicos gque contribuem para sua cor, odor e sabor, e que até agora ainda
nao sdo totalmente conhecidos. Todos estes compostos menores somados, representam
em massa, uma pequena parcela do mel.  Muitos dos méis distribuidos comercialmente
tem sofrido algum grau de processamento fisico, como filtragdo, centrifugagdo e
decantacéo, com a finalidade de remover partes de insetos, gréos de pdlen e particulas
decera

Os principais componentes do mel sdo o0s aglcares, dos quais 0s
monossacarideos frutose e glicose, juntos, perfazem cerca de 70% do tota;
dissacarideos, incluindo sacarose, somam talvez 10% e a agua na qual os agUcares estao
dissolvidos 17-20%. Contudo, muitas das caracteristicas pelas quais o0 mel € bem
conhecido — por exemplo, seu sabor, aroma e cor — sdo determinados ndo por esses
componentes principais, mas por outros que estao presentes em peguenas quantidades.

A composicdo exata de qualquer mel depende, principalmente, das fontes
vegetais das quais ele é derivado, mas também do tempo, solo, e de outros fatores e dois
méis nunca sdo idénticos. A variedade infinita é, de fato, uma grande atragdo do mel, e
pode ser uma fonte inesgotavel de pesquisas e estudos.

A Tabela 2 expbe as porcentagens médias e extremas dos congtituintes
principais de algumas amostras de méis.
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Tabela 2: Composicéo basicado mel (WHITE, 1975).

Composicao basica do mel

Componentes Média Desvio padréo Variacéo
Agua (%) 17,2 1,46 13,4- 22,9
Frutose (%) 38,19 2,07 27,25 - 44,26
Glicose (%) 31,28 3,03 22,03 - 40,75
Sacarose (%) 1,31 0,95 0,25- 7,57
Maltose (%) 7,31 2,09 2,74 - 15,98
AcUcares totais (%) 1,50 1,03 0,13- 8,49

Outros (%) 31 1,97 0,0-132

pH 3,91 - 3,42 - 6,10

Acidez livre (meg/Kg) 22,03 8,22 6,75- 47,19
Lactose (meg/Kg) 7,11 3,52 0,00 - 18,76
Acidez total (meg/Kg) 29,12 10,33 8,68 - 59,49
Lactose/Acidez livre 0,335 0,135 0,00 - 0,950
Cinzas (%) 0,169 0,15 0,020 - 1,028
Nitrogenio (%) 0,041 0,026 0,00- 0,133

Diastase 20,8 9,76 2,1-61,2

Os aglcares representam 95 a 99% da matéria seca do mel. Geramente, a
frutose é mais abundante do que a glicose (Tabela 1), e esta predominancia de aglicares
simples, e particularmente a porcentagem elevada da frutose, é responsavel pela maioria
das caracterigticas fisicas e nutritivas do mel. Quantidades pequenas de outros agucares
também estdo presentes, como dissacarideos (sacarose, maltose e isomaltose) e alguns
trissacarideos e oligossacarideos. Por se apresentarem em pequenas concentracoes, sua
presenca em maiores quantidades pode ser indicativa de adulteracéo e qualquer variagao
de sua concentracéo pode ser Util na determinacédo da origem botéanica do mel.

A alta concentracdo de diferentes tipos de aglcar € responsavel pelas diversas
propriedades fisicas do mel, tais como: viscosidade, densidade, higroscopicidade,
capacidade de granulacdo (cristalizacdo) evalores caoricos (CAMPOS, 1987,
Tabela 3).
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Tabela 3: Comparacéo de calorias do mel com outros alimentos.

Alimento Quantidade de calorias/ kg
Acucar de Mesa 4.130
Mel de Abelha 3.395
Ovos 1.375
Aves 880
Leite 600

Além dos aglcares, a agua presente no mel tem papel importante na sua
gualidade e caracteristicas. A &gua € o segundo componente em niveis quantitativos e o
seu indice é critico, pois afeta 0 armazenamento do mel. Somente os més com menos
gue 18% de é&gua, podem ser armazenados com 0 pouco ou nenhum risco da
fermentacdo (STONOGA & FREITAS, 1991).

O indice de &gua final depende de um nimero de fatores ambientais durante a
producdo, tais como: o tempo e a umidade dentro da colméa, mas também das
condi¢des do néctar e do tratamento do mel durante a extragdo e 0 seu armazenamento.

O contelido de &gua no me € uma das caracteristicas mais importantes,
influenciando diretamente na sua viscosidade, peso especifico, maturidade,
cristalizagdo, sabor, conservacdo e paladar.

A &ua presente no mel apresenta forte interacdo com as moléculas dos
acUcares, deixando poucas moléculas de agua disponiveis para 0s microorganismos
(VERISSIMO, 1987). O contetido de &gua do mel pode variar de 15% a 21%, sendo
normalmente encontrados niveis de 17% (MENDES & COELHO, 1983). Apesar da
legislacdo brasileira permitir um valor méximo de 20%, valores acima de 18% j& podem
comprometer sua quaidade final. Entretanto, nivels bem acima desses valores ja foram
encontrados por diversos pesquisadores em diferentes tipos de mel (CORTOPASSI-
LAURINO & GELLY, 1991; AZEREDO & AZEREDO 1999; MARCHINI, 2001).

Em condicdes especiais de niveis elevados de umidade, o mel pode fermentar
pela acdo de leveduras osmofiliticas (tolerantes ao aclicar) presentes também em sua
composicdo. Segundo CRANE (1985), a maior possibilidade de fermentacdo do mel
esta ligada a0 maior teor de umidade e leveduras.

O mel contém também &cidos organicos (o pH médio é de cerca de 3,9) que

14



representam menos que 0,5% dos solidos, podendo ser responsaveis, em parte pela
excelente estabilidade do mel frente a microorganismos, e também realcando o seu
sabor. Na literatura, pelo menos 19 &cidos organicos do mel ja foram citados (CRANE,
1990). Sabe-se que o &cido gliconico esta presente em maior quantidade; ele é
produzido pela agdo da enzima glicose-oxidase, proveniente das glandulas
hipofaringeanas das abelhas. Ja em menor quantidade, podem se encontrar outros acidos
de baixo peso molecular, tais como: formico, acético, benzdico, butirico, I&ctico,
oxdlico, mdlico, succinico, piravico, glicdlico, citrico, fenilacético, tartérico, maléico,
piroglutdmico e valérico (STRISON et al., 1960; WHITE, 1975; ANDRADE ¢t al,
1997; HUIDOBRO et al, 2002).

TAN et al. (1988) constataram alguns acidos aromaticos no mel unifloral de manuka
(Leptopermum scoparium) que ndo estavam presentes no néctar de suas flores. Os méis
de manuka e de viperina (Echium vulgare), apresentaram alta atividade antimicrobiana,
podendo essa atividade estar relacionada com a presenca de alguns tipos de écido
(WILKINS et al., 1993).

Os derivados de &cidos fendlicos também devem ser destacados, visto que
muitos deles mostraram ser importantes por conferir aroma e sabor para uma série de
méis europeus. Segundo AMIOT et al (1989) os compostos fendlicos de méis podem
ser divididos em trés grupos: acidos benzdicos e seus ésteres; acidos cindmicos e seus
ésteres e flavonodides agliconas. A propor¢do desses trés grupos de substéncias pode
variar enormemente nos més conforme as origens florais.

Assim como os acidos organicos, o me contém também uma s&ie de
aminoécidos. WOOTTON et al (1976) constataram em seis amostras de mel
australianos os seguintes aminoacidos livres: leucina, isoleucina, histidina, metionina,
alanina, fenilaanina, glicina, &cido aspértico, treonina, serina, &cido glutamico, prolina,
valing, cisteing, tirosing, lisina e arginina.

Dentre esses aminoacidos, a prolina, proveniente das secrecfes salivares das
abelhas, é 0 que apresenta os maiores valores, variando entre 0,2% e 2,8%. Depois vem
alising, o &cido glutdmico e o acido aspartico. Juntamente com o contelido de &gua, sua
concentragdo € usada como um parametro de identificagdo da "maturacdo” do mel
(BOSI & BATTAGLINI, 1978).

Em geral, a maior importancia dos aminoacidos € que eles podem fornecer

“impressdes digitais’ que distinguem um tipo de mel de outros, e méis, por si, de
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substéncias sintéticas disfarcadas em mel. Os aminoacidos sdo produtos da quebra de
proteinas que existem também em quantidades minimas em méis normais, provenientes
das abelhas mais do que das plantas, e insignificantes do ponto de vista dietético.

O mel contém também guantidades minimas de muitos minerais diferentes que
se originam nas plantas e, por isso, variam em més diferentes. O peso total dos
elementos minerais (teor de cinza total) varia de 0,02% a valores proximos de 1%; e é
comumente 0,1 a 0,3% (Tabela 2, p. 12; WHITE, 1975). Os minerais estédo entre os
muitos componentes que afetam a cor do mel. Més de cor clara, fregientemente,
contém pouca matéria mineral, e méis escuros podem conter muito mais, embora néo
necessariamente.

Méis escuros gque tém contelidos altos de minerais incluem os méis de melato
(conhecido como “honeydew” ou falso mel), que sdo produtos el aborados pelas abelhas
a partir das excregbes agucaradas dos sigadores - homodpteros, pulgbes, e da seiva
elaborada dos vegetais. O conteldo muito ato (1,0%) €&, de fato, provavelmente
encontrado sO neste tipo de mel, e pode entdo ser usado como indicador desses méis.

O mel contém muito mais potassio que qualquer outro mineral, 100 vezes a

guantidade de ferro, por exemplo, (Tabela 4).

Tabela 4: Teor de minerais em mel claro e mel escuro (CRANE, 1985).

Mineral Mel claro (ppm) Mel escuro (ppm)
Potéssio 205 1.678
Cloro 52 113
Enxofre 58 100
Cécio 49 51
Sadio 18 76
Fosforo 35 47
Magnésio 19 35
Silica 22 36
Ferro 2.8 94
Manganés 0.30 4.09
Cobre 0.29 0.56
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Talvez o0 constituinte secundario do me mais discutido sga o
hidroximetilfurfural, comumente chamado HMF. Esta substancia resulta da quebra de
acucares do tipo hexoses, tais como glicose e frutose, na presenca de um &cido, e tem
assumido importancia no controle de qualidade do mel, porque sua quantidade numa
amostra de mel é usada como indicador direto da qualidade (WHITE et al, 1979).

A quantidade de HMF certamente aumenta em méis submetidos a altas
temperaturas. Assim, sua presenca € um indicador de deterioragdo do mel. O limite
superior recomendado pelos 6rgaos é de 40 ppm. Em climas tropicais, as temperaturas
nas colméias podem ser atas e 0 mel que é deixado na colméia, pode desenvolver um
nivel ato de HMF.

Algumas vitaminas também foram identificadas no mel, até o momento:
vitamina B1 (tiamina), complexo vitaminico B2 (riboflavina, &cido nicotinico —niacina),
B6 (piridoxina), &cido pantoténico, e vitamina C (CASTRO et al, 2001). A presenca
dessas vitaminas no mel é interessante, embora as quantidades sgjam muito pegquenas
para serem de importancia nutricional ou mesmo na sua identificacdo floral.

Outros componentes menores do mel, como os materiais "flavorizantes'
(aldeidos e dcoois), pigmentos, acidos e minerais, influenciam consideravelmente nas
diferencas entre tipos de mel. AMIOT et al (1992) detectaram aguns flavonoides
presentes no mel de girassol (conhecidamente rico em flavonGides). Em maiores
concentragbes, foram encontrados os seguintes flavonoides: pinocembrina (5,7-
diidroxiflavanona), pinobanksina  (3,5,7-triidroxiflavanona), crisna  (5,7-
diidroxiflavona), galangina (3,5,7-triidroxiflavona) e quercetina (3,5,7,3 4 -
pentaidroxiflavona). Em  memores concentragdes.  tectocrisina  (5-hidroxi-7-
metoxiflavona) e canferol (3,5,7,4 -tetraidroxiflavona). BOGDANOV (1984) usando
cromatografia liquida de ata eficiéncia constatou a presenca de pinocembrina em quatro
amostras de mel (duas de origem flord e duas de origem ndo-flora, o chamado
"honeydew"). Outros trabalhos também foram relatados na literatura descrevendo os
flavandides como marcadores da origem flora
( TOMAS-BARBERAN et al 19933, 1993b; 1994; 2002; 2003)

O mel tem densidade mais alta que qualquer outro género alimenticio — perto de
50% mais ata que a densidade da &gua. Mais precisamente, a densidade relativa do mel
Stua-se entre 1,40 e 1,44 a 20°C, dependendo do seu contetido de &gua. A medida da

densidade relativa de uma amostra de mel fornece um modo fécil de avaliar o contetido
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de &gua do mdl.

Varias propriedades Opticas do mel sdo de importancia pratica. O indice de
refracdo aumenta com o contelido de sdlidos, isto €, decresce com contelidos atos de
agua, e 0 uso de um refratdbmetro de bolso congtitui um modo facil de estimar o
contetido de agua do mel.

Uma outra propriedade importante € a rotacéo éptica. A glicose gira no sentido
horé&rio (+) e é chamada de dextrogira; o a frutose gira no sentido anti- horério (-) e é
chamada de levogira. Desde que a maior parte dos méis de néctar contém mais frutose
que glicose, eles tém uma rotacdo especifica negativa. Méis de melato, com menos
frutose, e também méis adulterados tém, geralmente, uma rotagdo especifica positiva.
Ta rotacdo Optica tem um valor diagnostico. O mel também apresenta rotacéo variavel
— mudancas na rotacdo especifica ligadas a mudancas do aglcar, mas ndo de uma
maneiradireta (CRANE, 1985).

Vé&ias propriedades térmicas do mel tém também uma importancia pratica. O
valor calorifico indica a energia produzida pelo seu metabolismo, e varia de acordo com
a sua composicdo e o estado de cristalizagdo. O valor calorifico do mel é geramente
estimado em 3,04 kcal/g (1380 kcal/lb). O caor especifico do mel liquido € de cerca de
0,6 e 0 do mel granulado um pouco mais alto. A condutividade térmica do mel aumenta
com a temperatura e decresce com o contelido de 4gua, e varia de 118 a 143 x 10°
cal/cm.seg. °C.

A tensdo superficial € baixa no mel, e faz com que ele sga um excelente
umectante em produtos cosméticos. A tensdo de superficie varia com aorigem do mel e
€, provavelmente, devido as substancias coloidais. Junto com a viscosidade elevada, é
responsavel pelas caracteristicas espumantes do mel (THE VIRTUAL BEEKEEPING
GALLERRY, 2003).

1.4.2. Coloracéo do mel

A cor do mel liquido pode, realmente, variar de branco-aguoso a ambarino ou
preto escuro (Figura 1). A cor varia com a origem boténica, com a idade de
armazenamento, mas a transparéncia ou a claridade depende da quantidade de particulas
suspensas, tais como o pdlen. As cores mais comuns do mel sdo: avermelhado (Erica),

amarelo brilhante (castanha), acinzentado (Eucalyptus) e esverdeado (melato). Umavez
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cristalizado, o mel varia sua cor porque os cristais de glicose séo brancos.

No mercado mundial, o mel é avaliado por sua cor e méis claros alcancam um
preco mais alto que os escuros. O sabor e 0 aroma dos mé's, como de qualquer outro
género aimenticio, sGo mais importantes que sua cor, mas sdo0 muito mais dificeis de
serem avaliados quantitativamente que a cor. Os MES mas escuros sdo mais
freqlentemente, para 0 uso industrial, enquanto os més mais claros foram introduzidos
no mercado para o consumo direto.

Em muitos paises com um mercado grande de mel, as preferéncias do
consumidor sdo determinadas pela cor do mel (como uma indicagdo de um sabor
preferido) e assim, ao lado das determinagdes gerais da qualidade, a cor € o unico fator
0 mais importante que determina a importacdo e precos por atacado.

Em alguns casos, a cor pode r indicador seguro da qualidade do mel. O mel
torna-se mais escuro durante o armazenamento, mais especiamente acelerado por
temperaturas altas, e pela contaminagdo por metais.

O aparato comercia padrdo para a medicéo e a classificagcdo da cor do mel € o
graduador de cor Pfund (em milimetros, AUBERT & GONNET, 1983; RODRIGUEZ
LOPEZ, 1985) ou esta de acordo com regulamentos de classificagbes da agricultura
(WHITE, 1975 e CRANE, 1980).

As substéncias responsaveis pela cor do mel sdo, anda, grandemente
desconhecidas. Acredita-se que 0s minerais estejam entre os fatores responsaveis pela
grande variacdo de cor, como foi mencionado anteriormente.

Figura 1: Diferentes coloragdes de méis de origem unifloral e multifloral.
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1.4.3. A cristalizacdo

A cristalizacdo (granulagdo) é uma outra caracteristica importante para a
comercializacdo do mel, entretanto ndo para a determinacdo do preco. Em climas
temperados a maioria dos méis cristaliza em temperaturas normais de armazenamento.
Isto é devido ao fato que o mel € uma solucéo supersaturada de acUcar, isto €, contém
mais aglcar do que pode permanecer na solucdo. Muitos consumidores pensam que se
o mel cristalizar foi devido a uma adulteracdo com agucar.

O primeiro aglcar da solucéo a cristalizar € a glicose, e dos \érios indices de
tendéncia de granulacéo de diferentes méis, o mais Util € a proporcéo entre o contetido
de glicose e o conteido de agua de cada mel. Mais isto ndo leva em conta a quantidade
de &gua no mel, na qual ambos os aglcares estdo dissolvidos.

A temperatura € importante, desde que acima de 25°C e abaixo de 5°C
virtualmente nenhuma cristalizacdo ocorre. Em torno de 14°C é a temperatura melhor
para a cristalizac8o rapida, entretanto, a presenca de particulas diminutas (por exemplo
gréos do pdlen, poeira, cera de abelha) e agitagdo resultam numa cristalizacdo mais
lenta. Geralmente, a cristalizac8o lenta produz uns cristais maiores e mais irregulares.
Durante a cristalizacdo a &gua € liberada, e consequientemente, o indice de agua contida
na fase liquida aumenta e com ele o risco da fermentacdo. Assim, o mel parciamente
cristalizado pode apresentar problemas de preservagdo, por isso a cristalizagdo
controlada e completa é deliberadamente induzida freqlentemente. A cristalizacgo
rapida normalmente produz uma granulacdo fina, e isto fornece ap produto uma

consisténcia e aparéncia mais agradavel (VERISSIMO, 1987).

1.5. Propriedades ter apéuticas do mel

A utilizagdo dos produtos das abelhas com fins terapéuticos é denominada
APITERAPIA, gue vem se desenvolvendo consideravelmente nos ultimos anos, com a
realizacdo de inumeros trabahos cientificos, cujos efeitos benéficos a sallde humana
tém sido considerados por um nimero cada vez maior de profissionais da salde. Paises
como a Alemanha ja a adotaram como prética oficial na sua rede publica de
salide.(DONADIEU, 1983; HAFFEJEE & MOOSA, 1985, KANDIL et al, 1987).

Especificamente ao mel, atribuemse varias propriedades medicinais, além de
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sua qualidade como aimento. Apesar de 0 homem fazer uso do mel para fins
terapéuticos desde tempos remotos, sua utilizagdo como um aimento Unico, de
caracteristicas especiais, deveria ser o principal atrativo para o seu consumo. De acordo
com evidéncias cientificas seria melhor considerar o mel como um aimento do que
como remédio. Na Tabela 5 apresentamse os nutrientes do mel em relacéo aos
reguerimentos humanos.

Infelizmente, a populacdo brasileira, de maneira geral, ndo o encara dessa forma,
considerando-o mais como um medicamento do que como aimento, passando a
consumi-lo apenas nas épocas mais frias do ano, quando ocorre um aumento de casos
patol 6gicos relacionados aos problemas respiratorios. No Brasil seu consumo como
alimento ainda € muito baixo (aproximadamente 300 g/habitante/ano), principamente,
a0 se comparar com paises como os Estados Unidos e os da Comunidade Européia e

Africa, que podem chegar amais de 1kg/ano por habitante (Tabela 5).
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Tabela 5: Nutrientes presentes em méis em relacéo a necessidade diaria humana

(CRANE, 1980).

Nutriente Unidade Quantidade Quantidade
média em 100g diaria
de mel recomendada
Equivalente energético kcal 304 2800
Vitaminas
A I.U. - 5000
B1 (Tiamina) mg 0,004 — 0,006 1.5
B2 (Riboflavina) mg 0,002- 0,06 1.7
Acido nicotinico (Niacina) mg 0,11- 0,36 20
B6 (Piridoxina) mg 0,008 - 0,32 2.0
Acido pantotéico mg 0,02-0,11 10
Acido fdlico mg - 0.4
B12 (Cianocobalamina) mg - 6
C (Acido Ascorbico) mg 22-24 60
D mg - 400
E (Tocoferal) I.U. - 30
H (Biotina) I.U. - 0.3
Minerais mg
Cécio mg 4-30 1000
Cloro mg 2-20
Cobre mg 0,01-01 20
lodo mg - 0.15
Ferro mg 10-34 18
Magnésio mg 0,7-13 400
Fosforo mg 2-60 1000
Potéssio mg 10- 470 -
Sadio mg 0,6-40 -
Zinco mg 0,2-0,5 15
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Dentre as inUmeras propriedades medicinais atribuidas a0 mel pela medicina
popular e que vém sendo comprovadas por inimeros trabal hos cientificos, sua atividade
antimicrobiana talvez sga seu efeito medicina mais ativo estudados (SATO et al.,
2000; WESTON et al, 1999 e 2000, ALLEN et al,1991, 1991a), sendo que ndo apenas
um fator, mas vérios fatores e suas interacfes sdo 0s responsaveis por tal atividade.
Segundo ADCOCK (1962), MOLAN (1992) e WAHDAN (1998), os responsaveis por
essa habilidade antibactericida s@o os fatores fisicos, como sua alta osmolaridade e
acidez, e os fatores quimicos relacionados com a presenca de substancias inibidoras,
como o peroxido de hidrogénio, e substancias fendlicas, como os flavondides e &cidos
fendlicos (WESTON et al, 1999; MOLAN & RUSSEL, 1988, MOLAN et al, 1988).

Propriedades anti-sépticas, antibacterianas também sdo atribuidas a0 mel,
fazendo com que ele sgja utilizado como coadjuvante na érea terapéutica em diversos
tratamentos profilaticos (STONOGA & FREITAS, 1991). Suas propriedades
antibacterianas foram amplamente confirmadas em diversos trabalhos cientificos
(WHITE & SUBERS, 1963; WHITE et al, 1966; DUSTMANN, 1979; MOLAN et al.,
1988; ALLEN et al., 1991; CORTOPASSI-LAURINO & GELLY, 1991), como
também sua acdo fungicida (EFEM et al., 1992), cicatrizante (BERGMAN et al., 1983 e
EFEM, 1988; GREEN, 1988) e promotora da epitelizacdo das extremidades de feridas
(EFEM, 1988).

Popularmente, ao mel ainda se atribuem outras propriedades como antianémica,
emoliente, antiputrefante, digestiva, laxativa e diurética (VERISSIMO, 1987).

Os méis de algumas espécies florais sdo relatados na literatura como toxicos
(WHITE, 1975c; KERKVLIET, 1981) por causa dos atos teores de ingredientes ativos
nos néctares ou nos melatos que Sd0 Nocivos ou toxicos aos seres humanos. Embora
estes méis ndo sgam muito comuns, podem ser de importancia particular em algumas
localidades. As familias e os géneros de algumas plantas foram relatados por
produzirem méis toxicos, tais como: Ericaceae (rhododendron, azalea, Andromeda, e
Kamia); Solanaceae (datura, Hyoscyamus e atropa), Compositae (jacobaea);
Lognonaceae (Gelseminum); Ranunculaceae (Aconitum) (CRANE, 1990).

Apesar da medicina popular atribuir a0 mel inUmeras propriedades curativas,
sendo muitas delas ja comprovadas por pesquisadores do mundo inteiro, a sua utilizacéo
para fins terapéuticos deve ser indicada e acompanhada por profissionais da salde, ndo

cabendo qualquer substituicdo de medicamentos sem o devido aval médico.
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1.6. O uso do md hoje

Geralmente o mel é consumido em seu estado bruto, isto € liquido, cristalizado
ou em favo. Ingerido como um alimento ou incorporado como um ingrediente em vérias
receitas, o mel, entretanto, € considerado um alimento somente em algumas sociedades,
tais como aqueles paises industrializados na Europa e nha América do Norte, América
Latina, Africa do Norte, e cada vez mais no Japdo. Na maioria dos paises da Africa é
usado como cerveja de mel com pouquissimo grau alcodlico e na Asia é considerado,
geramente, como um remédio ou como um doce ocasiona. A elevacdo do consumo
percapito em nacdes industrializadas, ndo reflete o consumo de mel ndo processado por
pessoa, mas inclui uma quantidade muito grande do mel usado na producéo industrial de
alimentos, isto ¢ como um ingrediente nos alimentos. A fim de aumentar 0 consumo e
fazer os varios méis mais atrativos, uma variedade grande de produtos semiprocessados
e puros do mel sdo introduzidos no mercado.

O uso tradicional do mel em preparacdes de alimentos tem sido substituido na
maioria dos casos pelo aclcar e mais recentemente pel os varios xaropes de acucar. Estes
exibem a composicdo e caracteristicas similares, mas com o custo reduzido. Ao mesmo
tempo, como a parte da apreciacdo crescente de produtos mais naturais em muitos
paises, 0 mel "foi redescoberto” enquanto um alimento valioso e, consequentemente,
também como um ingrediente, com um valor de mercado realgado. Além dos milhares
receitas caseiras em cada tradicdo cultural, o mel é usado na confeccdo de doces,
marmeladas, cereais, bebidas, produtos de leite e em muitos outros produtos.

Em particular, a indlstria alimenticia e dos produtos biolégicos usam
abundantemente o mel, junto com aglcares ndo refinados na substituicdo da sacarose
refinada (agUcar da cana e de beterraba). De fato, 0 mel pode substituir todo ou uma
parte do acUcar norma na maioria dos produtos (THE VIRTUAL BEEKEEPING
GALLERY, 2003).

Na industria de tabaco € estimado usar, anuamente, mais de 2000 toneladas do
mel para melhorar e preservar o aroma e a umidade do tabaco (NAHMIAS, 1981). O
mel € misturado, também, nas solugdes com outras substancias, para atrair insetos para a
polinizagdo de algumas colheitas na agricultura NAHMIAS (1981) menciona o uso do

mel paratratar o papel da embalagem da carne nos EUA. A indUstria de cosméticos usa
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o mel como um hidratante para a pele em sabfes, shampoos e batons. Por causa de sua
viscosi dade somente pode ser empregado em quantidades pequenas.

O controle de qualidade do mel tem duas finalidades a principio, para verificar
sua genuinidade, isto &, para revelar fraudes possiveis, tais como: os méis artificiais,
adulterados etc., e para determinar sua qualidade com respeito as necessidades do
processador e do mercado. Os limites da composi¢éo do produto natural séo definidos
internacionalmente pela comissdo de adimentaggo do CODEX (CODEX
ALIMENTARIUS, 1989 e 1994) que menciona também os métodos analiticos
oficialmente aprovados. Os padroes de qualidade legais servem para proteger o
consumidor, seja ele o processador ou 0 consumidor.

A maioria das adulteragtes simples do mel pode ser detectadas, se determinadas
caracteristicas excederem os padrdes de qualidade legais, por exemplo, um indice
elevado da sacarose (< 8%) se 0s acUcares simples da cana ou da beterraba forem
adicionados, ou por valores elevados de HMF, se o xarope de milho hidrolisado for
usado. O uso de técnicas especiais, como deteccdo dos isdtopos de °C (WHITE &
DONER, 1978) ou a cromatografia (WHITE, et al., 1979; CORDELLA et al, 2003)
muitas vezes sd0 requeridos para avaliar uma adulteracdo. O método do isdtopo pode
detectar a adulteracdo com qualquer tipo de aglcar de cana ou do xarope de milho. Os
métodos simples de campo, da deteccéo da adulteracdo sem equipamento de laboratdrio,
s80 baseados no gosto, na viscosidade (a maioria dos méis adulterados sdo mais finos)
ou na sua solubilidade em é&gua fria. Se uma gota do mel derramar na agua fria
permanecendo junto sem se dissolver rapidamente, ele serd muito provavelmente, um
mel puro.

Os méis uniflorais representam uma parcela sensivel e bem-paga do mercado
nacional e internacional. Sua producdo depende da geréncia com relacdo a selecdo de
local e coleta seletiva. O conhecimento do consumidor e a apreciacdo crescente do mel
estdo desenvolvendo um nicho de mercado particular para 0 mel identificavel por uma
cor e por um sabor caracteristicos, que sdo originarios de uma ou poucas fontes de
flores. As técnicas para produzir més uniflorais sdo baseadas na possibilidade de
separar um mel de um periodo floral de outros fluxos mais adiantados e mais atrasados
do néctar em uma escala economicamente interessante. Mesmo se a producdo de méis
uniflorais ndo fosse possivel ou economicamente praticavel, as caracteristicas

organol épticas do mel (aparéncia, cor, sabor e gosto) seriam ainda os elementos que
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mai's contribuiriam para sua apelacéo pelo consumidor (THE VIRTUAL BEEKEEPING
GALLERY, 2003).

1.7.Producdo de mel no Brasil e no Mundo

Estudos sobre a producéo apicola no Brasil mostram dados contraditérios quanto
a0 numero de apicultores e colméias, producdo e produtividade. Os dados conflitantes
refletem a dificuldade em se obterem informacfes precisas quanto a producdo e
comercializagdo no setor agropecuario, entretanto, conseguem passar a idéia da
importancia dessa atividade para o Pais.

Estima-se que a producdo mundial de mel durante o ano de 2001 foi de,
aproximadamente, 1.263.000 toneladas, sendo a China o maior produtor (256 mil
toneladas). A Tabela 6 demonstra a producdo de mel nos continentes e em alguns paises
nos ultimos anos. Segundo os dados do IBGE, a producédo de mel em 2000 no Brasil foi
de 21865144 kg, gerando um faturamento de R$  84.640.339,00.
E os maiores exportadores mundiais sdo: China, Argentina, México, Estados Unidos e
Canada. Juntos esses paises comercializaram durante o ano de 2001 cerca de 242 mil
toneladas, movimentando, aproximadamente, US$ 238 milhdes (Tabela 7, p. 28).
Entre janeiro e julho de 2002, o Brasil exportou 10.615 toneladas de mel, mas estima-se
gue o mercado internacional conseguira absorver 170 mil toneladas/ano de mel oriundo
do Brasil. Os principais compradores de mel do Pais sdo: Alemanha, Espanha, Canadd,
Estados Unidos, Porto Rico e México (SILV10,2003
http://www.cpamn.embrapa.br/pesquisa).

A producdo mundia anual de mel é cerca de 1.200.000 toneladas, das quais mais
da metade é produzido nos trés maiores paises apicultor: EUA, Russia e China
(CRANE, 1985). Das 800.000 toneladas produzidas por ano, mais de 600.000 sdo
consumidas no pais de origem e 150.000 toneladas exportadas. O consumo mundial
médio anual, por pessoa, € de cerca de 0,17 kg de mel, comparado com os 20kg de
acucar, mas existem amplas e interessantes variagfes do uso do mel em outros géneros

aimenticios.
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Tabela 6: Producdo Mundia de mel em mil toneladas.

Continente/Pais 1998 1999 2000 2001
Asia 401 435 457 465
China 211 236 252 256
Ameéricado Nortee 218 201 208 205
Centrd
Canada 46 37 31 32
Estados Unidos 100 o7} 100 100
México 55 55 59 56
Américado Sul 109 133 141 131
Argentina 75 93 98 90
Brasil 18 19 22 20
Europa 291 293 286 288
Unido Européia 109 117 112 111
Oceania 31 29 29 29
Austrdia 22 19 19 19
Total 1188 1232 1265 1263

A producdo mundial de mel teve uma tendéncia crescente nos ultimos 20 anos,
apesar das flutuacles, em regifes e paises (industrializados e ndo-industrializados),
atribuidos a um aumento no nimero de colméias e da producéo por colénia. O consumo
também aumentou durante os Ultimos anos, sendo atribuido a0 aumento geral nos
padrdes de vida e também a um interesse maior em produtos naturais e saudaveis.

O mundo produz 1.200.000 toneladas de mel por ano. A Alemanha compra 50%
do mel exportado no mundo e sO produz 33.000 t/ano. A China foi o principal
exportador de mel para a Alemanha até 1987. No Japado, 60% do mel consumido se
destina a usos na industria e 40% constitui mel de mesa. O Japéo tem-se transformado
num dos maiores importadores de mel, principalmente, devido a reducéo do nimero de
apicultores, em decorréncia da competicéo dos precos de importacdo e da diminuicdo de
areas meliferas. A Argentina, que produz cerca de 60.000t/ano, consome s6 10.000
t/ano e possui uma &rea de apenas 2.776.700 knf (NOGUEIRA NETO, 1972).
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No Brasil, as importagdes sd0 maiores que as exportacdes. Praticamente tudo o
gue se produz € consumido no mercado interno. Os altos custos de producdo e o bom
preco do mercado interno, até 2001, desestimulavam a exportacéo, mas atualmente, ele
esté na rota do mercado mundial.

Segundo dados disseminados pelo Sistema de Andise das InformagBes de
Comércio Exterior, denominado ALICEWeb, da Secretaria de Comeércio Exterior
(SECEX), do Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior (MDIC),
as importacOes e exportacOes brasileiras de mel natural, de 1998 a 2001 (jan/dez),
tiveram comportamentos inversos. enquanto as importaces diminuiram, as exportagdes
aumentaram. A producdo de mel nesse mesmo periodo também apresentou tendéncia

crescente em funcdo do aumento do nimero de colméias e da produtividade (Tabela 6).

Tabela 7: Producéo de mel de abelhas no Brasil de 1998 a 2001, segundo a FAO.

Producéo de mel (Mt) Ano

1998 1999 2000 2001
Brasil 18,308 19,751 21,865 20,000

Fonte: http://apps.fao.org

Nos paises com um consumo bem desenvolvido do mel, a diversidade do
produto esta aumentando na base de qualidades e de caracteristicas diferentes do
produto. Além dos més liquidos e cristalizados tradicionais de cores diferentes, a
diversificacdo baseada no gosto, e na origem botéanica ou geogréfica estdo aumentando
lentamente. Os mé's uniflorais cada vez mais sdo pedidos e apreciados, apesar de seus
precos mais elevados. Os méis multiflorais de determinadas regides geograficas séo
também, cada vez mais populares e apreciados por consumidores ou por turistas locais.

Se, para 0 uso industrial, a padronizacdo se torna mais importante, isto é as
mesmas caracteristicas uniformes em cada grupo, misturar méis diferentes tornar-se-a
inviaveis. Por isso se faz cada vez mais necessé&rio, 0 estudo quimico para se determinar
as substancias principais que possam gjudar na caracterizacdo da origem floral do mel.

Nesse contexto, tem sido sugerido como auxilio na caracterizacdo do mel, a

possibilidade de correlacionar a presenca de certos compostos organicos, que poderiam
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funcionar como marcadores quimicos, originarios do néctar ou de alguma modificacéo
biolégica com a sua origem boténica. Com isso, trabalhos de pesguisas tém sido
desenvolvidos para os méis europeus, no que diz respeito a identificagdo de compostos
fendlicos por técnicas cromatogréficas e sua associagdo com a origem botanica e
geogréafica, contudo, nenhum trabalho de caracterizacdo de compostos fendlicos para 0s
méis brasileiros ainda tinha sido feito, por iss0 0 nNosso interesse nesse estudo como

ferramenta coadjuvante na determinacdo da origem floral.

2 CARACTERIZACAODE MEIS ANALI SE PALINOLOGICA E MARACADORES
QUIMICOS

As abelhas coletam pdlen, levando-o para as colméias, armazenando-o em
alvéol os separadamente do néctar; este polen vai servir para sua alimentacéo e da cria.
Em virtude destes fatos, o pdlen em parte € misturado com o néctar e aparece no mel,
sendo importante demonstrativo de sua origem botanica. O espectro polinico de mel e
bolotas é determinado pelas condicBes climaticas fitogeogréficas, agronémicas e
florestais daregido na qual esses produtos foram coletados.

Alguns méis podem ser identificados com mais ou menos certeza por seu aroma,
cor, cristalizagdo répida, sabor ou por uma combinacdo dessas e de outras
caracteristicas. Alguns méis podem ser especificados porque sdo produzidos em
colméas situadas dentro de grandes areas com uma espécie de planta, durante o seu
periodo de florescimento. Em areas onde se pratica agricultura em grande escala e em
formacdes geoldgicas de grande porte, com grandes areas homogéneas de vegetacdo
natural, pode existir pouca divida com relacdo a fonte de mel obtido. Isto é
especialmente vaido se o apicultor for um bom observador de abelhas e das plantas ao
alcance de coleta delas.

Varios parametros fisicos tém sido utilizados nas andlises de néis, como uma
das maneiras de identificilos e classificadlos segundo sua origem boténica. As andises
microscopicas, que visam principalmente o reconhecimento do gréo de pdélen, indicam
as plantas que as abelhas visitaram, correlacionando assim a sua origem botanica. O

polen é coletado pelas abelhas e é transportado para a colméia nas suas patas traseiras.

29



Assim, o mel contém, geramente, graos de pdlen de flores que contribuiram com seu
néctar para a sua confeccdo. Gréos de polen de diferentes plantas podem ser
distinguidos sob um microscépio por seu tamanho e forma, e por seus padrbes de
superficie de sulco, poros, espinhos etc (Figura 2).

Figura 2: Microscopia de graos de pdlen. 1. Moraceae, Tipo Cecropia; 2. Compositae,
Tipo Baccharis; 3. Gramineae, Tipo Zea;, 4. Myrtaceae, Tipo Eucalyptus;, 5.
Compositae, Tipo Vernonia; 6. Compositae, Tipo Eupatorium.

A identificacdo de diferentes gréos de pdlen est4 baseada em conhecimento
prético e numa consulta constante a um grupo de laminas contendo gréos de pdlen
adequadamente preparados, coletados diretamente de espécies individuais de plantas. A

andise dos gréos de pdélen mostra a origem boténica e geogréafica e fornece subsidios
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para estudos de distribuicBo de recursos entre as comunidades de abelhas,
reconhecimento de seu nicho trofico, além da sua capacidade de atuar como
polinizadores dessas determinadas espécies de plantas.

As primeiras tentativas de analise palinoldgicas de amostras de mel do Brasil
foram as de SANTOS (1961, 1974), posteriormente as de RICCIARDELLI
D’'ALBORE (1978), AZOUBEL (1986), CORTOPASSI-LAURINO & RAMALHO
(1988), BARTH (1990,1994), RAMALHO et al (1991), MARQUEZ-SOUZA (1993) e
BASTOS (1994) apresentaram trabal hos nessa linha de pesquisa.

O estudo de gréos de pdlen € conhecido como palinologia e, por isso, o estudo
de grédos de polen no mel como melissopainologia (PERSANO ODDO &
RICCIARDELLI D°'ALBORE, 1989; BARTH, 1989; BARTH et al, 2000; TERRAB et
al, 2003). A andlise polinica € uma técnica laboratorial que permite caracterizar a
origem floral, ou ndo-floral, de amostras de mel. O pdlen introduzido no mel pelas
abelhas reflete a vegetacdo da area de coleta de néctar, bem como 0 seu potencial
apicola. Havendo dominancia de florada de determinada espécie apicola, o0 mel
produzido possui qualidades organol épticas, aspecto e consisténcia constantes, repetidas
ano por ano na ocasido dessa florada. Através do espectro polinico do sedimento de mel
€ possivel identificar a espécie botanica apicola da qual foi obtido o mel e a proporcéo
de participacdo de cada uma das espécies botanicas visitadas pelas abelhas durante a
coleta de néctar. Esta andlise constitui-se nas classes de frequéncia aceitas
internacionalmente. Em resumo, o pdlen € dominante (PD) quando representa mais de
45% do total de pdlen contido numa amostra de mel. Quando ocorre na freqliéncia entre
15 e 45% é chamado de polen acessorio (PA) e abaixo de 15% de polen isolado (P1)
(BARTH 1989, 1990, 1996). Os méis que apresentam o pélen de uma planta nectarifera
em percentagem superior a 45% sdo chamados de monoflorais (uniflorais). S8o os méis
nobres, que no mercado, em geral, acancam pregos superiores aos heteroflorais
(pluriflorais), também chamados de silvestres.

Existem vérias razdes para se estudar os gréos de polen: a palinologia basica, por
exemplo, procura entender sua estrutura, associando os diferentes gréos de pélen aos
diferentes grupos de plantas. A painologia tem se mostrado uma fonte de informagtes
para inUmeras outras ciéncias basicas e aplicadas. Ela tem aplicacdo médica, por
exemplo, porque o pdlen de vérias plantas causa reacdes aérgicas nas pessoas. Em

muitos locais, a identificacdo do pdlen em suspensdo no ar € uma atividade de rotina
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gue visa alertar as pessoas sensiveis sobre a presenca de determinados tipos polinicos na
atmosfera. Sendo assim, a andlise polinica pode permitir:

- Determinacéo da origem botanica do mel. A presenca de determinados tipos
polinicos, em determinadas percentagens, indica a(s) planta(s) de onde o néctar foi
coletado. Isto pode possibilitar um maior retorno econdémico para o apicultor, a medida
em que determinados méis tém mais valor no mercado pelo seu sabor, aroma, cor e
outras propriedades fisico-quimicas. Além de permitir em aguns casos, que
determinados méis (téxicos ou de sabor desagradavel, por exemplo) deixem de ser
comercializados para 0 consumo in natura.

- Determinacdo da origem geografica do mel. A flora apicola de cada regido e
caracterizada pela presenca de determinadas plantas em diferentes proporgdes. Desta
forma, o aparecimento de alguns tipos de gréos de pélen ou conjuntos de gréos de pélen
pode possibilitar a identificacéo da origem geogréfica do mel analisado, classificando-o
segundo o maior percentual de pdlen encontrado para uma mesma espécie de planta
(SILVEIRA, 1996).

O mel de melao ndo contém gréos de podlen, mas seus componentes
microscopicos (algas celulares) sdo igualmente indicadores da fonte vegetal do mel.
Freguentemente, um especialista pode utilizar-se disto para identificar a planta na qual
as abelhas coletaram o melato.

A qualidade do mel é julgada pela sua origem boténica e a sua composi¢ao
guimica, e 0 seu preco esta baseado na sua qualidade e, sendo assim, na sua origem
floral. A origem botanica do mel, a qua influéncia enormemente a preferéncia do
consumidor, permanece ainda, dificil de ser determinada. Em alguns casos, contudo, a
andlise de pdlen ndo é possivel, como nos casos de méis de plantas estéreis.

Tradicionalmente, a fonte floral do mel tem sido identificada pela andlise do
pdlen. Contudo, abordagens quimicas tém sido sugeridas, onde a identificacdo de
substancias caracteristicas do néctar de certos tipos de plantas, as quais podem ou ndo
ter sido modificadas bioguimicamente pelas enzimas das abelhas, possam auxiliar na
caracterizacdo dafonte flora do mel (D’ARCY et al, 1997).

Nos ultimos anos tem havido um interesse crescente em se desenvolver métodos
analiticos que possam vir a complementar a andlise do pélen na determinacéo da origem
flord do mel. O uso de compostos voldeis (BONAGA & GIUMANINI, 1986;
D’ARCY et al, 1997), flavonoides (SOLER et al, 1995; TOMAS-BARBERAN et al,
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2001), compostos fendlicos (ANDRADE et al, 1997), &cidos arométicos e seus ésteres
(STEEG & MONTAG, 1988) e derivados de carotendides (TAN et al, 1989) tém se
mostrado adequado para a identificacgo da origem floral de inUmeros méi's europeus.
Neste contexto, tem sido sugerido que a préoxima etapa no auxilio da
caracterizacdo do mel, seria a possibilidade de correlacionar a presenca de certos
compostos organicos, que poderiam funcionar como marcadores quimicos, originarios
sgja do néctar ou de alguma modificagdo bioldgica promovida pelas abelhas, com a sua

origem botéanica.

3. IDENTIFICACAO DOS MEIS PELOS COMPOSTOS FENOLICOS

A cromatografia liquida de ata eficiéncia tem sido muito usada nos Ultimos anos
na determinacdo de compostos organicos presentes em diferentes produtos naturais. As
colunas mais usadas sdo de octilsilano (C8) e octadecilsilano (C18), com um sistema de
solventes que vai da &gua, metanol, acetonitrila e &cido férmico até ao tetraidrofurano,
tanto em sistema isocratico como em gradiente.

A adicdo de &cido acético a fase aguosa, que é freqlientemente utilizada, deve-se
a0 fato deste impedir a ionizacdo dos grupos acidicos quando presentes na amostra,
diminuir os tempos de retencdo e influenciar a simetria dos picos (KARCH et al., 1976).

O progresso na tecnologia de CLAE temse refletido no desenvolvimento
continuo de novas fases estacionarias, em melhoramento na instrumentacéo e a
evolucdo das técnicas automatizadas (SAKAKIBARA et al, 2003). Efetivamente, o
maior avango verificouse no aumento da seletividade e sensibilidade da detecgéo.
Dentre os detectores, o de maior impacto na analise dos derivados fendlicos sdo os de
ultravioleta e detector de fotodiodo (PDA).

Segundo os dados da literatura, andlise de compostos fendlicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido apontada como uma técnica muito
promissora para estudar a origem floral e geogréafica de més europeus (AMIOT et al,
1989; FERRERES et al, 1992; SABATIER et al, 1992; TOMAS-BARBERAN et al,
1993). Nesses estudos, a flavanona hesperetina foi usada como marcador para
caracterizar mel de Citrus (FERRERES et al, 1993, 1994); a flavona, canferol para mel
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Rosemary (FERRERES et al, 1994a; 1998), e quercetina paramel de girassol (TOMAS-
BARBERAN et al, 2001). Além dessas substancias, alguns é&cidos fendlicos, tais como,
&cido elagico em més monoflora e écidos cafeico, para-cuméarico e ferulico em méis
de castanha (ANDRADE et al, 1997; FERRERES et al, 1996). Em algumas amostras de
més, tais como lavanda e acécia nenhum composto fendlico especifico foi Util como
marcador quimico ( TOMAS-BARBERAN et al, 2001).

Em todos esses estudos as andlises dos &cidos fendlicos e flavondides foram
realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia, através da observacéo do perfil
cromatogréfico dessas substancias com o uso de padrdes. Os compostos fendlicos foram
identificados e quantificados através da comparacdo dos seus tempos de retencéo com
0os padrdes autérticos, aém da comparacdo de seus espectros de ultra-violeta
(MARTOS et al, 1997; 2000; 2000a ; MERKEN & GARY, 2000; DATTA et al, 2003).
Nesses trabalhos o perfil dos compostos fendlicos foi caracteristico dos tipos florais
estudados e, assim, as substancias analisadas serviram como marcadores bioquimicos
para autenticacdo botanica dos méis. O resultado mostrou que a analise por CLAE das
substéncias ndo-voléteis pode servir como ferramenta coadjuvante na determinagdo
floral dos méis.

Para os méis brasileiros, contudo, o Unico trabalho relatado na literatura,
investigou os principais constituintes ndo-volateis de amostras de mel genuino derivadas
de diferentes espécies de plantas encontradas em distintos estados brasileiros (DE
MARIA et al, 1999). Os niveis de &gua, acidez total, prolina livre, atividade de
diastase, HMF, frutose e glicose foram determinados em 74 diferentes tipos de méis de
Apis mellifera de quatro regibes do Brasil, porém nenhum compostos fendlico foi
investigado e relacionado a origem botanica.

Sendo assim, os estudos redlizados até hoje no me brasileiro, ndo incluem a
analise de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia, embora esta
técnica tem sido objeto de centenas de trabalhos aplicados com os mais variados fins
(MERKEN & GARY, 2000). De qualquer modo, € freqlente que andlise sga
preferencial para esse tipo de substéncia, visto apresentar uma melhor separacéo para
um ndmero restrito de compostos que sdo quimicamente muito semelhantes.

A énfase e a particular atencdo que se da as separagbes cromatogréficas e,
particularmente, & cromatografia liquida de ata eficiéncia (CLAE) justifica-se pela sua

grande importancia na investigacdo de polifendis.
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No caso datécnica que aqui sera apresentada, trata-se de um método de controle
analitico que visa a caracterizacdo da origem boténica, a partir de marcadores quimicos,

a ser aplicada nas diversas origens florais de mel.

4. OBJETIVOSE JUSTIFICATIVAS

Apesar, de todos os resultados apresentados anteriormente para o controle e
identificacdo da origem boténica do mel, pouca atencdo tem sido dedicada ao
desenvolvimento de métodos analiticos que avaliem o grau de qualidade dos més
brasileiros, no que diz respeito, principamente, a sua origem floral, excetuando-se a
palinologia

No ambito de uma linha de pesguisa que visa identificar a presenca de
metabdlitos especiais presentes em produtos naturais, 0 objetivo da presente
investigagdo é propor uma andlise sisteméatica de méis brasileiros, baseada no perfil
cromatografico dos seus compostos fendlicos, por cromatografia liquida de ata
eficiéncia (CLAE). Este estudo visa identificar acidos fendlicos e flavondides por
cromatografia liquida, e utiliz&los como potentes marcadores quimicos na
determinac&o da origem floral

Foram escolhidos os é&cidos fendlicos e flavondides do mel, porque ja foram
reconhecidos previamente como sendo potencidmente Utels como marcadores
taxondmicos em méis europeus (TAN et al, 1989 e ANDRADE et al, 1997, DATTA et
al, 2003), mas ndo nos més brasileiros. Bem como, pelo fato, dessas substancias
apresentarem comprovadas atividades antioxidantes, anti-radicais e antibacterianas
(MIORIN et al, 2003).

A identificagdo e possivel quantificagdo desses derivados fendlicos poderdo vir a
auxiliar na caracterizacdo da origem floral e geogréfica de diferentes méis. Como o
contelido dessas substancias varia com o tipo floral, temse a possibilidade de utilizar
tais derivados como marcadores biolégicos do mel 0 que complementaria a sua andlise
microscopica (andlise polinica).

Com efeito, para que uma determinada substancia possa ter um papel importante

como indicador quimico deve obedecer a determinadas condicoes.
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- ndo deve pertencer aos constituintes principais como acucares, lipideos,
aminoécidos, etc.;

- reciprocamente, ndo deve ter uma estrutura muito complexa ou ser elaborada por
um nuimero de espécies particulares,

- deve acumular-se e por consequéncia intervir de maneira limitada nas reactes
metabdlicas; e

- deve ser fécil de detectar.

Os &cidos fendlicos e flavondides escolhidos parecem satisfazer as condicoes
requeridas, podendo desempenhar um papel importante na classificagcdo dos méis.
Investigaremos a presenca dos acidos galico, cafeico, ferulico, meta-cumérico, orto-
cumérico, para-cumarico, Sindpico, siringico, cindmico, 2-metoxi-cinamico,
prototocatecuico, vanilico e clorogénico e os flavondides. querceting, canferol,
hesperidina e miricetina, em virtude de ja terem sido reconhecidos, previamente, como
possiveis marcadores quimicos, e aém do fato de j& os possuirmos no laboratério,
podendo assim, servir como padrdes puros de analise.

Embora os processos classicos baseados em cromatografia de camada fina
(CCF) e de coluna (CC) continuam a ser utilizadas para a separacéo e purificacéo de
produtos naturais, énfase e particular atencéo seréo dadas aqui a cromatografia liquida
de dta eficiencia (CLAE) devido a sua grande versatilidade na investigacdo de
compostos polifendlicos. A técnica espectrofotométrica de ultravioleta para
identificacdo e quantificacéo de composto fendlicos, que foi pioneira nos anos 50, ainda
€ muito usada e aplicada a todas as classes de polifendis, principalmente, quando
acopladas as técnicas cromatograficas instrumentais, como a cromatografia liquida de
ataeficiéncia

5. PARTE EXPERIMENTAL

5.Material e métodos

Todos os solventes graus P.A e espectroscopicos foram obtidos comerciamente
da Vetec e da Tédia e foram utilizados sem purificacdo prévia. A &gua utilizada na

cromatografia liquida e nas purificagbes das amostras de méis foi de Milli-Q da
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Millipore. O &cido acético glacial, grau espectroscépico, foi obtido da Merck e usado
como modificador de pH da fase aguosa nas andlises por cromatografia liquida de ata
eficiéncia

As andlises utilizando cromatografia em camada fina (CCF) foram realizadas em
cromatofolhas de aluminio com silica gel 60 F254 (Merck, Darmstadf, Germany). As
substéncias foram visualizadas através da irradiacdo com |ampada ultravioleta no
comprimento de onda de 254nm e 366nm e/ou pulverizadas com solucéo 1% de AICk
em etanol como revelador quimico para a avaliacao de flavondides.

As separacfes cromatogréficas foram efetuadas sobre Amberlite XAD-2 (poro
9nm e particula 0.3 — 1.2 mm), obtido comercialmente da Supelco (Bellefonte, PA,
EUA) e para cromatogafia de exclusdo foi utilizada Sephadex LH-20 obtido da Sigma
Chemical Co. (Saint Lowis, MO, EUA).

As amostras e solventes analisados por CLAE foram previamente filtradas em
membranas de nylon de 0,45mm obtidas da Sartorius. As misturas dos solventes
utilizados nos processos cromatogréfico foram feitas em % viv.

A diminacdo dos solventes de extratos e fragdes de colunas cromatograficas foi
feita sob pressdo reduzida em evaporadores rotatérios FISATON, mantendo a
temperatura de 40°C.

Os espectros na regido do ultravioleta (UV) realizados para padrbes foram
obtidos em espectrofotdmetro Shimadzu MINI 1240, utilizando como solvente metanol

grau espectroscopico.

5.2. Amostrasde méis

As amostras de mel foram fornecidas pelos apicultores das seguintes regifes de
origem: Seropédica, Paracambi, Petropolis e Pirai no estado do Rio de Janeiro, Banana
no estado de S&o Paulo e Goiania no estado de Goiéas e algumas outras foram adquiridas
dos comércios destas regides (Tabela 8). Os méis estudados foram os monoflorais de
eucalipto, isto €, cujo néctar apresenta a predominancia de uma espécie botanica, e
outros heteroflorais, um mel mais heterogéneo, demoninados de “mel silvestre” ou “mil
flores’, cujo néctar apresenta um mistura de espécie botanica.

Para a determinacdo dos perfis cromatogréficos foram estudadas 21 amostras de

méis de diferentes regides (Tabela 8) no periodo de 2000-2002 e todas foram estocadas
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na geladeira & 4°C até o momento da andlise, afim de evitar qualquer tipo de alteraczo.

Uma analise prévia com relacdo a origem floral baseada na analise polinica

(Tabela 8), e as propriedades fisico-quimicas, tais como pH, acidez, composicéo de

acUcar, umidade, teor de hidroximetilfurfura (HMF), indice de diastase e coloracdo

foram realizadas pela professora Vania Maria Limeira Dutra e pelo professor Dr. Laerte

da Cunha Azeredo do setor de quimica analitica da UFRRJ, respectivamente (Tabela 9).

Tabela 8: Amostras de méis analisadas nesse estudo.

Amostra Tipo de me Origem Floral Data de Origem
Chegada Geogr afica
RF1 eucalipto Eucalyptus sp. 24/01/2000 Seropédica
RF2 eucalipto Eucalyptus sp. 31/01/2000 Seropédica
RF3 eucalipto Eucalyptus sp. 19/02/2001 Seropédica
RF4 eucalipto Eucalyptus sp. 20/02/2001 Seropédica
RF5 eucalipto Eucalyptus sp. 28/06/2000 Bananal-SP
RF6 eucalipto Eucalyptus sp. 09/07/2001 Bananal-SP
RF7 eucalipto Eucalyptus sp. 09/08/2000 Paracambi-RJ
RF8 eucalipto Eucalyptus sp. 14/08/2000 Paracambi- RJ
RF9 eucalipto Eucalyptus sp. 13/08/2001 Paracambi-RJ
RF10 silvestre Heterofloral 24/06/2000 Pira-RJ
RF11 slvestre Heterofloral 27/06/2001 Pira-RJ
RF12 silvestre Heterofloral 16/08/2000 Paracambi-RJ
RF13 slvestre Heterofloral 15/08/2001 Paracambi-RJ
RF14 eucalipto Eucalyptus sp. 23/08/2001 Petrépolis-RJ
RF15 eucalipto Eucalyptus sp. 04/09/2002 Petropolis-RJ
RF16 eucalipto Eucalyptus sp. 21/02/2002 Pira-Rj
RF17 eucalipto Eucalyptus sp. 02/03/2002 Pirai-RJ
RF18 silvestre Heterofloral 21/08/2002 Pira-RJ
RF19 silvestre Heterofloral 17/10/2002 Pira-RJ
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Tabela 9: Andlises fisico-quimicas dos méis de eucalipto* e silvestre*

Amostras Indice pH Acidez Indice HMF Acucares Coloracao

de Total de Redutores
Umidade Diastase Totais
Eucalipto 1952 333 3336 1228 315 72.2 Ambar
(RF1 e RF3)
Silvestre 1910 382 3504 1080 385 735 Ambar
(RF7 e RF10)

* Vaores médios para cinco repeticdes entre os méis selecionados
5.3. Padrdes de derivados fendlicos

Os padrdes utilizados nas analises cromatogréficas foram sempre de grau de
pureza elevado (~99%). Os é&cidos cinamico, cafeico, prototocatecuico, meta-cumarico,
orto-cumarico e para-cumarico foram obtidos comercialmente da Sigma Chemica Co.
(Saint Lowis, MO, EUA) e os &cidos gdlico, siringico, ferulico, sinapico, 2 metoxi-
cindmico, vanilico e clorogénico foram obtidos da Merck (Darmstadf, Alemanha), e
estes foram utilizados, inicialmente, como padrfes. Para otimizar as condicdes
cromatogréficas (CLAE) para a andlise dos é&cidos fendlicos no mel, uma solucdo na
concentracdo de 0,25mg. mL™* em metanol (grau espectroscpico) dos écidos gdlico,
sringico, cafeico, para-cumarico, sindpico, ferulico, meta-cuméarico, orto-cumérico,
cinamico e 2- metoxi-cinamico foi preparada individualmente e como mistura (chamada
mistura A) e outra solucdo na concentracdo de 0,25mg. mL™* em metanol (grau
espectroscopico) dos écidos prototocatecuico, vanilico e clorogénico foi preparada
individualmente e como mistura (chamada de mistura B. Os flavonoides quercetina e
canferol foram obtidos comercialmente da Sigma Chemical Co. (Saint Lowis, MO,
EUA), enguanto a hesperidina e miricetina foram obtidos da Merck (Darmstadf,
Alemanha). Solugbes metandlicas na concentracdo de 0,2mg. mL™* foram utilizadas
como padréo.Todas as solucBes foram filtradas, previamente antes da anaise por

CLAE, através de membrana de nylon de 0,45mm.
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5.4. Analise por Cromatografica Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Todas os padrdes e as amostras dos méis foram analisados preliminarmente em
um aparelho Shimadzu equipado com duas bombas modelo LC 10-AS, um detector de
ultravioleta-visivel com comprimento de onda varidvel (analisados a 270 e 340 nm),
modelo SPD-10A, e integrador modelo CR-6A. As amostras foram injetadas através de
injetor Rheodyne 71251 com loop de 20mi. A separacdo dos acidos fendlicos foi
realizada em coluna de fase reversa Lichrospher RP-18 (Merck, Darmstadf, Alemanha;
250 mm x 4,6 mm d.i. e 5nm de tamanho de particula), usando como fase méve agua:
acido acético (99:1, solvente A) e &gua: acetonitrila: acido acético (59:40:1, solvente B)
em uma taxa constante de velocidade de fluxo de 0.9 mL.min't,

O gradiente de eluicéo estabelecido foi: 35% do solvente B inicialmente, este foi
aumentado para 75% em 21 minutos, 85% do solvente B em 25 minutos, 100% do
solvente B em 30 minutos. Finalmente, com eluicdo isocrética com 100% do solvente B
até 35 minutos. O método foi confirmado em outro cromatégrafo liquido da Waters
Modelo 600E equipado com detector de arranjo de fotodiodos (PDA 2996), com
controlador de temperatura gjustado para 30°C e injetor Rheodyne 7125i com loop de
20mL. O sistema de computador com o “software” Millenniun® (Waters), possibilitou
a aguisicao dos espectros de UV dos componentes analisados para serem comparados
aos espectros dos padrbes auténticos, permitindo assim sua identificagdo. O volume de
injecdo para os padrbes e amostras de méis foi de 20m. O monitoramento dos
cromatogramas foi realizado a 270 nm e 340 nm, visto que a maioria dos acidos
fendlicos e flavondides encontrados nos méi's, mostram suas absor¢des maximas no UV,

préximos a esses comprimentos de onda (MARTOS et al, 1997).

5.5. Extracéo dos compostos fendlicos da amostra de mel
Os &cidos fendlicos foram extraidos da matriz do mel segundo métodos descritos
previamente na literatura (TOMAS-BARBERAN, et al, 1992, 1997, 2000, 2001,

FERRERES et al, 1994 e MARTOS et al, 2000). A amostra de mel (cerca de 50 g) foi
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misturada com 250 ml de &gua destilada, gjustada a pH = 2 com &cido cloridrico
concentrado e agitada com agitador magnético, a temperatura ambiente, até completa
dissolucdo. A amostra fluida foi em seguida, filtrada através de agoddo para eliminar
particulas suspensas. O filtrado foi passado através de uma coluna de vidro (45 x 3.5
cm) empacotada com cerca de 100 g de Amberlite XAD-2 (poro 9nm e particula 0.3 —
1.2 mm). A coluna foi entdo lavada primeiramente, com égua acidificada (pH = 2 com
HCI concentrado, 150mL), e subseqlientemente, com égua destilada (cerca de 300ml)
para remover todos os agucares e outros congtituintes polares do mel, enquanto as
substéncias fendlicas presentes no mel permaneceram na coluna. A fragdo fendlica
adsorvida na coluna, foi entdo eluida com metanol (cerca de 300mL). O extrato
metandlico foi concentrado até a secura sob pressdo reduzida em um evaporador
rotatorio a 40°C. Apés esta etapa, trés procedimentos diferentes foram testados com o

objetivo de identificar maior nimero dos constituintes fendlicos:

- Méodo I: O extrato concentrado foi redissolvido em 5 mL de metanol grau

espectroscopico, filtrado em membrana de nylon de 0,45 mm e analisado por CLAE;

- Método 1I: O extrato concentrado foi cromatografado através de coluna de Sephadex
LH-20 (5 x 1 cm) e eluido com metanol, a fim de avaliar a presenca de flavondides. As
fracbes metandlicas foram recolhidas, e apOs serem evaporadas a presséo reduzida no
evaporador rotatério a 40°C, foram redissolvidas em metanol grau espectroscopico,

filtradas em membranas 0,45mm e analisadas por CLAE (ANDRADE et al, 1997);

- Método Ill: Ao extrato concentrado foi adicionado 10 mL de H,O destilada
((FERRERES et al, 1991; 1992) e realizou-se particdo com dois solventes diferentes: a)
acetato de etila e b) éter etilico (TOMAS-BARBERAN et al, 2001). Apds trés extracoes
(5 x 20 ml), a fase organica foi reunida, seca com sulfato de sddio anidro, e
concentrada até secura. O residuo seco foi redissolvido em 5ml metanol grau
espectroscopio, filtrado através de membrana de 0,45 nm e analisado por CLAE (Figura
3).
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Em todos os casos as amostras foram estocadas sob atmosfera de N, guardadas

a4°C até serem analisadas e analisadas em triplicatas.

AMostra de me

Amberlite XAD-2

metanol

y
Extrato Metandlico

Extracéo corr Extracéo con
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Figura 3 — Fluxograma da preparacdo dos extratos de mel.

5.6. Identificacéo e quantificacéo dos acidos fendlicos

A identificagdo dos picos nos cromatogramas dos méis foi feita numa primeira
aproximacao, pela comparagéo dos seus tempos de retencéo com os tempos de retencéo
das amostras padrdes e por co-injecao com padrbes. Em seguida a sua identificagdo foi
feita pela andlise de seus espectros UV comparado aos padrbes auténticos.

A determinagdo quantitativa dos derivados fendlicos foi realizada por sua
absorbancia nos cromatogramas obtidos na CLAE contra seus padrdes a 270nm.

A linearidade da resposta do detector foi determinada em funcé&o dos padrdes
usados na quantificagdo, por injecdo de quantidades conhecidas dos mesmos,
comparando as areas dos picos obtidos com a quantidade injetada. E o limite de
deteccdo foi determinado a partir da menor quantidade injetada na maior sensibilidade

do integrador.

6. RESULTADOSE DISCUSSAO

Ao iniciar este trabalho havia o proposito de analisar o perfil cromatogréfico de
amostras de méis de diferentes origens geograficas e florais existentes no Brasil afim de
se definir possivels substancias como marcadores quimicos. Usaramse 0S compostos
fendlicos como marcadores quimicos pelas razdes que foram descritas nos objetivos.

Os diferentes &cidos fendlicos foram primeiramente analisados no aparelho
Shimadzu (UFRRJ) onde foi feita uma prévia identificagdo por comparacéo
cromatografica (tempo de retencdo) com amostras auténticas. Para posterior
guantificacdo, as andlises foram repetidas no aparelho da Waters (EMBRAPA) onde
além do tempo de retencdo, pode-se obter 0s respectivos espectros de UV através do
detector de fotodiodo.

A técnica utilizada foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
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acoplada a detector de ultravioleta e de fotodiodo, utilizando um sistema de gradiente
linear com mecanismo de separacdo por fase reversa (coluna analitica octadesil-C18). O
resultado final foi uma técnica qualitativa, precisa e rapida para a determinagéo do perfil
dos componentes existente no mel.

Com os dados dos espectros de ultravioleta obtidos com o detector de fotodiodo
foi possivel estabelecer alguns parametros para identificar os acidos fendlicos a partir da
comparagao com os padrdes existentes. No entanto, alguns picos nos cromatograms néo
foram identificados e as substancias precisam ser isoladas e identificadas por técnicas

espectroscopicas convencionais.

6.1. M etodologia extrativa e analitica

Dos métodos de extracio descritos na literatura (TOMAS-BARBERAN, et al,
1992, 1997, 2000, 2001) selecionouse aquele que pareceu 0 mais adequado para
preparar as amostras de mel e foram analisados as varias etapas, de modo a obter uma
maior reprodutibilidade e um maior nimero dos constituintes de interesse, diminuindo
assim os interferentes da matrix do mel.

A andlise dos derivados fendlicos presentes no mel serviu para mostrar que o
extrato de acetato obtido pelo método I11a era semelhante ao extrato etéreo I11b, adotado
na técnica cromatogréfica de obtencdo de perfis que pode ser utilizada como método de
controle analitico.

Verificorse gue no método |, avaliacdo direta do extrato metandlico sem fazer
particdo, apresentou interferentes que tornaram a andlise cromatogréfica muito ruidosa,
ndo sendo assim utilizada.

O método Il que consistiu no fracionamento através de coluna com Shepadex
LH-20 para avaliar a presenca de flavonoides, segundo relatos descritos na literatura
para méis europeus (ANDRADE et al, 1997), para as amostras dos méis de eucalipto e
silvestre analisadas, o perfil cromatografico ndo indicou a presenca de nenhum dos
flavondides a partir da comparagédo dos tempos de retencdo com os padrfes, bem como
nenhuma absor¢aéo caracteristica localizada na regido do UV entre 250-400nm, como
pode ser visto para os espectros, por exemplo da quercetina (flavonol) e da apigenina
(flavona) usadas como padrdes ( Figuras 4, 5). A andlise dos espectros de ultravioleta

do extrato bruto dos méis de eucalipto (amostra RF1) e silvestre (amostra RF10) revelou
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absorcdo na faixa de 210-270nm que corresponderam as absorgdes para os acidos

fendlicos e ndo para flavonoides (Figuras 6 e 7).
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Figura 4: Espectro de absor¢do no UV da quercetina em metanol
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Figura 5: Espectro de absorcdo no UV da apigenina em metanol
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Figura 6: Espectro de absor¢do do extrato metandlico de compostos fendlicos obtidos

com amostra RF1 (mel eucalipto).
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Figura 7: Espectro de absor¢éo do extrato metandlico de compostos fendlicos obtidos
com amostra RF10 (mel silvestre)

A escolha do método Il1b para definir os perfis cromatogréficos dos derivados
fendlicos do mel se baseou na eficiéncia, repetitividade reprodutibilidade observada
guando das andlises dos picos nos cromatogramas e suas respectivas areas relativas,
bem como o grau de recuperacdo do residuo ( massa obtida de ~ 20mg) apos extracao
de 50 g de amostra de mel, sendo as andlises feitas sempre em triplicatas.

Em todas as amostras de méis analisadas, os perfis cromatogréficos para os
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acidos fendlicos se mantiveram semelhantes quando amostras de mesma origem floral
foram analisadas, embora oriundos de diferentes regides. Isto assegurou a eficiéncia e
reprodutibilidade do processo extrativo para os &cidos estudados.

Para a escolha dos parametros cromatograficos (comprimento de onda no UV,
tamanho, dimensdes e fase da coluna, escolha da fase mével, velocidade de fluxo, etc)
foram testados, inicialmente, quatro diferentes comprimentos de onda (230nm, 254nm,
270nm e 340nm), dois tipos diferentes de coluna de fase reversa (C8- octil e C18-
octadecil) e concentracoes diferentes de fase movel com seis gradientes distintos. Aqui,
porém estdo apresentados somente os resultados que foram os mais adequados para as

andlises dos méis brasileiros.

6.2. Comportamento cromatogr afico e espectros de UV dos padr 6es

O estudo cromatografico comegou, inicialmente, analisando o comportamento
dos padrdes disponiveis por CLAE, relativamente a eluicdo na coluna C18 e a0 seu
espectro ultravioleta na fase movel utilizada (mistura de acetonitrilac metanol: &cido
acético). Embora o espectro obtido com este solvente ndo segja substancialmente
diferente daquele resultante da andlise dos padrdes puro em metanol, quando foram
analisados diretamente em espectrofotébmetro.

O estudo dos espectros de ultravioleta obtidos pelo detector de fotodiodo e
acumulados em varredura de | 210-400nm permitiu que se fizessem algumas
consideracOes relativas a estrutura dos compostos cromatografados. Este método
permitiu obter espectros de padrdoes com elevado grau de pureza, onde todos sinais
obtidos puderam agjudar na identificacdo posterior dos compostos cujas estruturas se
pretendia determinar.

Reuniram-se os dados de tempo de retencéo e comprimento de onda obtidos para
os treze padrdes estudados nas Tabelas 10 e 11, para facilitar a sua comparagdo com as
amostras dos méis. Os tempos ce retencdo relatados foram obtidos com gradiente de
eluicdo utilizado, jareferido na metodologia, e todos os &cidos estudados sairiam entre 3
a 30 minutos em coluna de fase reversa octadesi|-C18 (Figuras 8 e 9). Os padrdes foram
divididos em amostras A e B para facilitar sua identificacdo na andlise cromatogréfica,
poisinicialmente quando analisados por detector de UV com comprimento variavel, os
acidos protocatecuico, vanilico e clorogénico co-eluiram com os &cidos siringico,

cafeico e ferulico, respectivamente.
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Tabela 10: Tempo de retencéo (tr) € comprimento de onda (I max) dos &acidos fendlicos

padrdes (Mistura A) analisados por CLAE com detector de fotodiodo.

Padrdes de acidos tr (Minutos) | max. NM
Acido gdico 3,988 270
Acido siringico 8,547 272
Acido cafeico 9,575 216, 242 om, 292 om,326
Acido para-cumérico 12,260 226, 293 om, 306
Acido ferulico 13,523 215, 232 om, 294 om, 321
Acido sindpico 14,755 214, 234 om, 293 om, 320
Acido meta-cumérico 15,108 232 om, 275, 320 om
Acido orto-cumérico 18,232 272,323
Acido cindmico 26,837 215, 270
Acido-2-metoxicinamico 29,575 206 om, 222, 308
om = ombro

Tabela 11: Tempo de retencédo (tr) e comprimento de onda (I max) dos acidos fendlicos

padrdes (Mistura B) analisados por CLAE com detector de fotodiodo.

Padr 6es de acidos tr (Minutos) | max. NM
Acido protocatecuico 5,478 257, 293
Acido vanilico 8,533 258, 290
Acido clorogénico 13,99 256, 307 om,358
om = ombro
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Esta metodologia analitica, embora um pouco longa (cerca de 30 minutos de
tempo de corrida), conseguiu numa sO andlise abranger os écidos estudados e através
dos dados acumulados de absorcéo espectroscépica no detector de fotodiodo, o tipo de
composto fendlico pode ser imediatamente determinado na matriz do mel.

Numa andlise rapida das tabelas anteriores (pg. 47), facilmente se verificou uma
certa proximidade nos tempos de retencdo dos éacidos padrbes, o que ndo foi
significativo, uma vez que os espectros de absor¢éo no ultravioleta correspondentes
foram completamente diferentes permitindo com uma certa facilidade sua identificacéo
nas amostras de mel.

Esta técnica além de ser uma preciosa ferramenta na determinacéo estrutural dos
acidos fendlicos, complementando outras técnicas, permitiu verificar se durante o
processo de extragdo dos componentes as caracteristicas dos mesmos se mantiveram
inalteradas, através da comparacdo do seu perfil cromatogréfico (tr) e 0 seu espectro de
absorcdo no UV. Embora os espectros obtidos, neste caso com a fase movel
(acetonitrila/metanol/agualacido acético), tenham sidos idénticos com os obtidos em
metanol para os padrBes puros, a nitidez dos pormenores observados, dadas as
circunstancias em que se trabalhou, permitiu uma andlise, ainda assm, bastante

confiavel e precisa

6.2.1. Analise dos acidos fendlicos por espectrofotometria no UV

Todos os trezes acidos fendlicos estudados tiveram seus espectros de absorcao

no UV feitos em metanol, a fim de facilitar 0 seu monitoramento na andise
cromatogréfica quando do uso do detector de fotodiodo na CLAE.
A andlise das tabelas 9 e 10 (pg. 47) mostrou o fato de alguns padrbes apresentarem
tempos de retencdo muito préximos, o que ndo foi significativo, uma vez que o0s seus
espectros de absorcdo no ultravioleta foram completamente diferentes, permitindo com
certa facilidade a sua identificagdo quando misturados numa mesma andlise e aé na
matrix do mel.

A metodologia extrativa associada com a analise por CLAE com detector
fotodiodo permitiu estudar os acidos fendlicos quanto a sua absor¢cdo no ultravioleta
sem que para isso fosse necessario o0 seu isolamento, e ainda com a garantia de que se
trabalhou com elevado grau de pureza quando os &cidos foram identificados.

Pelos dados acumulados de absor¢do espectroscdpica no detector de fotodiodo,
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determinouse imediatamente o tipo de composto fendlico em questédo. Os acidos
fendlicos encontrados nas amostras dos méis estudadas foram os derivados de écido
benzbico (C6-C1) e os derivados de acido cinamico (C6-C3). Esta classificacdo facilitou
a identificagdo pelo espectro de ultravioleta quanto ao esqueleto estrutural basico, onde
os derivados de &cido benzdico estudados foram: &cido galico, acido vanilico, &cido
siringico; acido protocatecuico, enquanto os derivados do &cido cinamico foram: acido
ferulico, &cido clorogénico, sinapico, &cido cafeico, &cidos orto, meta e para-cumarico e

acido 2-metoxi-cinamico (Tabela 12).

Tabela 12: Derivados de acidos benzdico e cinamico.

COOH
6 2
5 3

4
Acido Benzdico

6

COOH
5
4@
3
Acido Cinamico

Acido 3,4,5-triidroxi-benzoico (&cido galico)

Acido 4-hidroxi-3-metoxi benzoico (&cido
vanilico)
Acido 3,4-diidroxi-benzoico (écido
protocatecuico)
Acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxi-benzéico (4cido

siringico)

Acido 2-hidroxicinamico (&cido orto-
Cumarico)
Acido 3-hidroxicinamico (écido meta-
CUMarico)
Acido 4-hidroxicinamico (écido para-
CUMarico)
Acido 3,4-diidroxicinamico (&cido
cafeico)
Acido cafeolilquinico (&cido
clorogénico)
Acido 4-hidroxi-3- metoxicinamico
(&cido ferulico)
Acido 2- metoxicinamico
Acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamico

(acido sindpico)

51



Os &cidos fendlicos que se encontraram nas amostras estudadas estavam todos
substituidos, exceto o préprio &cido cindmico, mas 0 espectro de absor¢do no
ultravioleta permitiu observar tais variagOes estruturais.

Para efeito de discusséo os espectros dos acidos para- hidroxibenzoico e cindmico foram
utilizados como modelo para se discutir as modificacbes nas bandas de absorcéo, e
todas as andlises no espectrofotdmetro foram feitas em metanol grau espectroscopico
como solvente. Para 0 &cido para-hidroxibenzoico com apenas um grupo hidroxila no
anel aromético, observouse uma Unica banda de absorcdo de | max a 253 nm (Figura
10). O &cido cindmico ndo tem a hidroxila, mas manteve a mesma banda Unica de
absorcdo méxima no ultravioleta de | max = 270nm, porém agora com um desvio
batocromico del17nm devido aextensdo de conjugacéo do anel com aunidade C3

(Figura 11).
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Figura 10: Espectro ultravioleta do acido p- hidroxibenzdico
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Figura 11: Espectro ultravioleta do &cido cinamico

52



Para os derivados do &cido benzdico que apresentam trés grupos hidroxila no
and aromatico a alteracdo que se verifica é um desvio batocrémico de 17 nm gquando
comparados ao acido p-hidroxibenzéico ( max = 253nm, PAVIA & LAMPMAN,
1979), independentemente do fato de estarem ou ndo substituido por metilas. Como

exemplo, temos o0 &cido gélico e o écido siringico (Figuras 12 e 13).

Acido Gdlico
0,8
CO,H
0,6 - 270
H OH
B804 OH
0,2 -
0 T T T
200 250 nm 300 350 400

Figura 12: Espectro de ultravioleta acido galico.
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Figura 13: Espectro de ultravioleta &cido siringico.
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Nos é&cidos fendlicos, quando estdo orto-substituidos, aparecem duas bandas,
verificando-se uma diferenca nas absorcdes maximas consoante se esta no esqueleto de
derivados do &cido benzdico ou do &cido cindmico. Como se pode observar nos
espectros ultravioleta dos acidos vanilico, protocatecuico , ferulico e 2- metoxi-
cinamico (Figuras 14, 15, 16 e 17).

Acido Vanilico

0.4
CO,H
0.3 1 258
OCH3
OH
0.2 1 290
(7))
m
<
0.1 -
0 T T T
200 250 nm 300 350 400

Figura 14: Espectro ultravioleta do acido vanilico.
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Figura 15: Espectro ultravioleta do &cido protocatecuico.
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Figura 16: Espectro ultravioleta do &cido ferulico.
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Figura 17: Espectro ultravioleta do &cido 2- metoxi-cinamico.

Nos casos dos espectros ultravioletas dos acidos cafeico, sinapico e clorogénico,
foram observados comportamentos semelhantes ao do &cido ferdlico, um desvio
batocrémico em relacdo ao acido cinamico e o aparecimento de duas bandas principais,
guando duas hidroxilas ou duas metoxilas foram inseridas no anel aromatico e quando o

carbono carboxilico foi substituido por um glicosideo (Figuras 18, 19 e 20).
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Figura 18: Espectro ultravioleta do &cido cafeico
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Figura 19: Espectro ultravioleta do &cido sinapico
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Figura 20: Espectro ultravioleta do acido clorogénico.

Para os &cido orto-, meta- e para- cumarico ocorre uma alteracdo com relacdo

as duas bandas de absor¢do observados nos demais derivados. A existéncia de apenas

uma hidroxila no anel aromatico permite uma interacdo com a carbonila, alterando-se

assim o espectro a medida que o grupamento hidroxila se aproxima da carboxila (no

caso do derivado orto-substituido efeito pronunciado). Assim, o deslocamento do grupo

hidroxila da posicdo para- para meta- fez aparecer uma segunda banda de absorcéo a

320 nm gue se acentuou quando passou a posi¢ao —orto (Figuras 21, 22 e 23).

3
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Figura 21: Espectro ultravioleta do acido para-cumarico
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Figura 22: Espectro ultravioleta do &cido meta-cumérico
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Figura 23: Espectro ultravioleta do &cido orto-cumérico

6.3. I dentificacdo dos Acidos Fendlico nos M és de Eucalipto e Silvestre

Investigouse, previamente, utilizando-se cromatografia de camada fina (CCF)
em silica ga F254 tendo como fase mével CHCL:EtOH (95:5, v/v), a existéncia de
&cidos fendlicos e flavondides nos extratos do mel, a partir da comparacéo dos Rf (fator
de retencdo) das amostras com os padrdes auténticos (ANDRADE et al, 1997). Pode-s=
observar que alguns acidos fendlicos estavam presentes quando observados a 254 nm,
enquanto os flavondides ndo foram observados em nenhum dos extratos quando
revelados com solucéo 1% de AICk em etanol e observados a 366 nm, quando
comparados com os padrfes, nem por sua absor¢éo nos espectros de ultravioleta na
regido de 250-400 nm.(Figuras 6 e 7 pag. 46).

Apo6s andlise dos padrdes dos acidos fendlicos através dos seus perfis nos
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cromatogramas e seus respectivos espectros de absor¢do no ultravioleta, passouse a
identificacdo daquel es acidos que foram extraidos do mel de eucalipto e silvestre.

O estudo dos espectros ultravioleta obtido pelo detector de fotodiodo e
acumulados em varredura de | 220-400nm permitiu tirar algumas conclusdes sobre as
estruturas dos compostos cromatografados. Com este método os padrdoes foram
analisados com alto grau de pureza, onde todos os sinais obtidos puderam gudar na
identificacdo da estrutura que se pretendia determinar. Assim, aplicando-se 0s
conhecimentos adquiridos pelos estudos feitos sobre o comportamento no ultravioleta
com os padrdes, conjugados com seu comportamento cromatografico puderam-se
determinar a estrutura dos acidos fendlicos encontrados no mel.

A identificaco dos é&cidos fendlicos foi baseada na andlise ultravioleta dos
padrbes com o detector de fotodiodo. Os tempos de retencdo obtidos nos
cromatogramas sempre que acompanhados dos respectivos espectros de ultravioleta
constituiram um dado precioso na determinag&o inequivoca desses &cidos.

As andlises executadas com os méis monofloral (eucalipto) quando comparadas
as dos méis heterofloral (silvestre) mostraram que qualitativamente e quantitativamente
os compostos fendlicos encontrados ndo foram os mesmos ra sua totalidade. Quando se
comparou o perfil cromatografico para os méis de eucalipto comparados ao de silvestre,
pode-se ver uma diferenca bastante pronunciada, no que diz respeito a intensidade de
alguns picos (&rea relativa), bem como a existéncia de picos distintos para cada tipo de
mel analisado. No entanto, as andlises realizadas para as treze amostras de mel de
eucalipto quando comparadas entre si, bem como para as seis amostras do mel silvestre,
apresentaram um perfil cromatogréfico muito semelhante, independente da regido
geogréfica e do periodo de recebimento.

Assim sendo, tudo indica que a semelhanca do perfil cromatografico do mel de
mesma origem floral, no que diz respeito aos compostos fendlicos, porém de uma regido

geogréficadiferente, podera vir a auxiliar a identificagdo botéanica do mel.

As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ndo mostraram,
a presenca dos flavondides quercetina, canferol, hesperidina e miricetina (padrdes
investigados) quando os cromatogramas foram monitorados a 240 e 340nm. Isto vem
corroborar com os dados da literatura que descrevem a existéncia de aguns flavondides,

tais como miriceting, luteolina, quecetina, canferol, em pequenas quantidades em méis
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europeus (YAO et al, 2003), e de serem praticamente inexistente nos méis tropicais. No
entanto existem picos nos cromatogramas das amostras dos méis, os quais ndo foram
identificados, mas que poderdo ser avaliados no futuro a partir do isolamento das
substéncias por cromatografia liquida semipreparativa, e posterior identificacdo por
métodos espectrométricos (RMN *H e 13C, espectrometria de massas, etc).

A andise do perfil cromatografico para o mel de eucalipto (amostra RF1)
permitiu identificar cinco os &cidos fendlicos predominantes, dentre eles: acidos gélico,
vanilico, p-cumérico, ferulico e cinamico (Figura 24). No cromatograma desta
amostra, assim como de outros méis de eucalipto oriundo de outras regides (amostras
RF4, RF5, RF6, RF8, por exemplo) observaramse picos com tempo de retencdo de
4,967; 7,790 e 16,882 minutos que ndo apresentaram nem espectros de ultravioleta nem
tempo de retencdo que puderam ser relacionados a alguns dos padrdes estudados, porém
0s espectros de ultravioleta sugeriram serem outros derivados de écido fendlicos, pois
apresentaram bandas com maximo de absor¢fes caracteristicas para estas substancias
em 240 e 300nm.(Figuras 25-28, pg.61-64).

As andlises dos cromatogramas também permitiram observar que a quantidade
relativa para cada um desses acidos varia dentro da amostra de mel, os &acidos vanilico,
para-cumarico e ferulico foram identificados como principais, sendo o ferulico o &cido
majoritario em quase todos os méis de eucalipto analisados. Uma excecdo foi observada
para a amostra RF8 (mel de eucalipto de Paracambi) que ndo mostrou a presenca de
&cido para-cumérico, mas apresentou &cido cafeico, que até entdo ndo havia sido
identificado em nenhuma outra amostra de mel de eucalipto, além de apresentar como
&cido majoritario o écido vanilico e ndo o &cido ferulico (Figura 28 pg. 64).

Estes resultados foram muito interessantes, pois diversos relatos da literatura
descrevem a presenca destes é&cidos fendlicos e outros derivados polifendlicos em folhas
de varias espécies de Eucalyptus (CHARPUIS-LARDY, 2002; CADAHIA et al, 1997).
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Figura 24Andlise do mel de eucalipto (Amostra RF1) por CLAE em coluna C-18

(25cm x 4,6mm x 5 mm). NI picos n&o identificados.
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Figura 25: Andlise do mel de eucalipto (Amostra RF4) por CLAE em coluna analitica
C-18 (25cmx 4,6mm x 5nm ). NI picos ndo identificados.
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Figura 26: Andlise do mel de eucdipto (Amostra RF5) por CLAE em coluna analitica
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C-18 (25cm x 4,6mm x 5 mm). NI pico ndo identificado.
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Figura 27: Anadise do mel de eucalipto (Amostra RF6) por CLAE em coluna analitica
C-18 (25cm x 4,6mm x 5 mm). NI picos ndo identificados.
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Com relacdo ao perfil de CLAE para o mel silvestre, foram seis os acidos

fendlicos predominantes, dentre eles. &cidos gdlico, vanilico, clorogénico, orto-

cumérico, cindmico e 2 metoxicinamico. A quantidade relativa para cada um desses

acidos também variou dentro da amostra do mel de silvestre. Os é&cidos vanilico,

clorogénico e cindmico foram os principais &cidos identificados, sendo o acido vanilico

0 majoritério. Um fato bastante interessante, com relacdo a este mel heterofloral, foi o

aparecimento de um nimero maior de picos nos cromatogramas, aiado ainda a presenca

de dois picos magjoritarios ndo idéntificados (tr= 11,918 e 21,98 minutos), mas que

sugeriu estarem relacionados a derivados de écido cindmico em virtude do perfil

cromatografico ( tempo de retencéo) e do seus espectros de absorcdo que apresentaram

duas bandas com maximo de absor¢éo nafaixa de 245nm e 323nm (Figura 31, pg.67)
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Os Unicos acidos que apareceram nos méis de eucalipto e silvestres foram os
acidos galico, vanilico e cinAmico, porém em concentracdes diferentes.

O limite de deteccéo para os acidos no mel foi de 0,1ng/100g e foi determinado
a partir da menor guantidade injetada na maior sensibilidade do integrador. A
comparacdo do tempo de retencdo e 0 espectro ultravileta dos padres com as
substéancias contidas no mel de eucalipto e silvestre estédo de acordo com a presenca de
alguns desses acidos, porém em quantidades diferentes, fato que pode ser constatado a
partir dos perfis cromatogréficos obtidos. Os niveis quantitativos dos &cidos presentes
em cada amostra de mel foram determinados dos espectros de absor¢do obtidos dos

cromatogramas contra seus padrdes a 270nm (Tabela 13).

Tabela 13: Teor dos écidos fendlicos (mg/100g de mel) encontrados nas amostras de

méis analisadas.

Acidos tr(min) Eucalipto ** Silvestre
gdico 3,988 0,023+0,07 0,072+0,02
vanilica 8,533 0,082+ 0,13 0,232+0,02
p-Ccumarico 12,260 0,115+ 0,08 -
ferulico 13,523 0,252+0,12 -
clorogénico 13,991 - 0,186+ 0,09
O-cumarico 18,232 - 0,029+ 0,06
cinamico 26,675 0,055+ 0,11 0,159+ 0,01
2-metoxicinamico 29,675 - 0,092+ 0,13

* média e desvio padréo para trés determinacoes (n=3) em diferentes amostras de méis

a . Andlises para amostras de mel de eucalipto ( RF1, RF3, RF4)

b. Andlises para amostras de mel silvestre (RF7, RF8, RF9).
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Figura 32: Andlise do mel de silvestre (Amostra RF12) por CLAE em coluna analitica
C-18 (25cm x 4,6mm x 5 mm ). NI picos ndo identificados.
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Figura 33: Andlise do mel de silvestre (Amostra RF13) por CLAE em coluna analitica
C-18 (25cm x 4,6mm x 5 mm ). NI picos ndo identificados.
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As amostras de méis de eucalipto mostraram-se distintas das de silvestre por
apresentarem maiores concentracdes para os acidos fertlico e para-cumérico, enquanto
os &cidos vanilico e clorogénico foram identificados em maiores concentragdes no mel
de silvestre. Assim, parece que a quantidade relativa de um &cido individual poderia
estar relacionada a origem floral do mel, servindo como um possivel marcador quimico
no controle geogréfico e botanico.

Os resultados mostram que os &cidos gélico, vanilico, ferulico e cinamico foram
os que melhor definiram a origem floral, em termos de variagéo de concentracdo quando
comparados os méis de eucalipto e silvestre. Este estudo sugere que a técnica é bastante
versdtil, pois permite a separacdo dos principais acidos fendlicos, os quais poderéo
servir como marcadores na avaliagdo da origem boténica. Adicionalmente, um maior
nimero de amostras de méis de diferentes origens geogréaficas poderdo ser analisadas
para comprovar a utilizacdo desses acidos como marcadores da origem floral.

A andlise dos extratos brutos dos méis a partir dos seus perfis cromatograficos e
0S espectros de ultravioleta obtidos se torna uma preciosa gjuda na determinacéo
estrutural, antes de se proceder ao isolamento dos compostos de interesse.

O isolamento de alguns acidos que ndo foram identificados sera necessario para
confirmar se estes também poderdo servir como potentes marcadores para os méis de

origem monoflora e heterofloral.
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7. CONCLUSOES

A andlise do perfil cromatogréfico associado ao estudo dos espectros de
ultravioleta obtidos pelo detector de fotodiodo dos méis de eucalipto permitiu identificar
os &cidos: gdlico, vanilico, para-cumarico, ferulico e cinamico, enquanto para o mel de
silvestre foram identificados os &cidos gdlico, vanilico, clorogénico, orto-cumérico,
cindmico e 2- metoxicinamico.

A técnica de cromatografia liguida de alta eficiéncia mostrouse eficiente,
reprodutiva e de facil manipulagdo para andise dos dezenove méis estudados. Dada a
sua reprodutibilidade e versatilidade podera vir a ser usada na identificaco da origem
floral e no controle analitico dos méis comercializados, auxiliando assm a palinologia.

Esta metodologia analitica, embora um pouco longa, conseguiu huma s analise
abranger dois grupos de &cidos fendlicos: os derivados de &cido benzdico - écido galico
e vanilico; e os derivados de acido cinamico - &cido ferdlico, &cido para-cumarico,
&cido orto-cumérico, é&cido clorogénico, acido cinamico e acido 2-metoxicindmico; que
até entdo ndo havia sido utilizada em analises para os méis brasileiros.

A ocorréncia de quantidades significativas dos acidos vanilico, para-cumarico e
ferulico nas treze amostras de méis de eucalipto, e dos acidos vanilico, clorogénico e
cinamico nas seis amostras de méis de silvestre, indicou que estas substancias poderiam
ser usadas como marcadores quimicos destas espécies de méis.

Os perfis cromatogréficos dos acidos fendlicos para os méis de uma mesma
espécie floral, oriundos de diferentes regifes geograficas, ndo sofreram alteracOes
gualitativas e guantitativas drésticas, sugerindo que os compostos fendlicos estudados
podem servir como marcadores quimicos na classificagdo botanica do mel, auxiliando a
andlise palinoldgica.

A investigacdo minuciosa de todos 0s picos que aparecerem nos cromatogramas
das amostras de méis andisadas, e que ndo foram relacionados a nenhum dos Nossos
padrdes, serdo posteriormente avaliados, com a intencdo de se isolar (cromatografia
liquida semipreparativa) compostos presentes na matriz do mel e identificar novas
substancias e monitorar outros possiveis compostos fendlicos, tais como os flavondides,
gue sabemos também estarem presentes na matriz do mel e que apresentam

propriedades biol 6gicas muito interessantes.
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Os méis de silvestre foram estudados em menor nimero, sendo Necessario um
estudo mais aprofundado para a confirmacao inequivoca da composi¢do quimica deste
mel. Um nimero maior de amostras de méis de mesma origem floral, porém de
diferentes origens geogréficas deverdo ser analisadas para corroborar na utilizacdo
desses &cidos fendlicos como marcadores quimicos da origem boténica e/ ou geogréfica
dos méis brasileiros.
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