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RESUMO

Foram avaliados 18 parametros quimicos de meis tropicais de angico, provenientes da Mata
Atlantica (Anadenanthera cf . Colubrina). Os teores de dgua estavam na faixa de 15,80-18,00
% que concordaram com os encontrados em méis de diferentes tipos florais de bioma
caatinga, mas foram menores que os da Mata Atléntica do sudeste do Brasil. A prolina livre
(295-450 mg kg -1) foi significativamente (p < 0,05) menor em comparacdo com a de outros
méis de Mata Atlantica, Caatinga e Cerrado biomas. A acidez total das amostras analisadas
apresentou uma variacdo de 16,40-18,00 millieq Kg™, que foi de acordo com o encontrado na
Mata Atlantica do sudeste (15,60-17,90 millieq Kg™). Estes resultados, por outro lado, foram
diferentes das do bioma caatinga, que mostrou uma grande varia¢do de 10,00-53,80 millieq
Kg™'. Méis da Mata Atlantica e Cerrado tiveram uma HMF significativamente inferior ao
angico (p <0,05). A atividade diastasica estava na faixa de 11,40 — 12,40°G que foi menor que
do morrdo de candeia (13,20 — 16,70°G ) e assa-peixe (13,20 - 18.50°G) méis de mata
atlantica e cerrado, respectivamente. A frutose (41,90-43,30 %) e glicose (32,60-34,20%)
foram ligeiramente maiores do que o de Cerrado e de forma significativa (p < 0,05) maior do
que a da Caatinga. Os valores médios para turanose (1,76-2,31 g %), nigerose (1,66-2,15 g
%), sacarose (0,83-1,16 g %), isomaltose (0,00 g %), panose (0,00-0,03 g %) e rafinose (0,06
- 0,15 g %) em angico foram significativamente (p < 0,05) diferentes do que os de outros méis
de Mata Atlantica e Caatinga. A Utilizacdo de analise de agrupamento permitiuagrupar os trés
tipos de mel em grupos independentes. O angico ficou mais proximo ao outro mel da Mata
Atlantica e ambos ficaram distantes de mel caatinga. A turanose, nigerose, panose e
isomaltose foram os principais contribuintes para a diferenciacdo das amostras. Estes
resultados indicam que a andlise de agrupamento, parece ser capaz de agrupar 0S MEis
tropicais brasileiras de acordo com o tipo floral. GC/SNIFFING mostrou que o 6xido de
linalol, 2-ethyhexanol, feniletanol e o &cido fenilacético podem ser importantes contribuintes
para o sabor angico. O hotrienol e a maltotriose podem ser Gteis no futuro, para testar a

autenticidade de angico.

Palavras-chaves: compostos volateis, angico, composi¢do quimica, mel.



ABSTRACT

Levels of 18 parameters in tropical angico (Anadenanthera cf. colubrina) honeys from
Atlantic forest are reported. The water contents were in the range of 15.80-18.00 % which
agreed with those found in honeys of different floral types from Caatinga biome, but were
lower than those of the Atlantic forest from southeastern Brazil. Free proline (295-450 mg Kg’
1) was significantly (p<0.05) lower compared to that from other honeys from Atlantic forest,
Caatinga and Cerrado biomes.The total acidity of the analysed samples showed a variation of
16.40-18.00 millieq Kg™ which was according to that found in Atlantic forest of southeastern
(15.60-17.90 millieq Kg™). These results on the other hand were different from those of the
Caatinga biome that showed a wide variation of 10.00-53.80 millieq Kg™*. Honeys from
Atlantic forest and cerrado had a significantly (p<0.05) lower HMF than angico. Diastase
activity lay in the range of 11.40-12.40°G which was lower that from morrdo de candeia
(13.20-16.70°G) and assa-peixe (13.20-18.50°G) honeys from Atlantic forest and Cerrado
biome, respectively. Fructose (41.90-43.30 %) and glucose (32.60-34.20 %) were slightly
higher than that from Cerrado and significantly (p<0.05) higher than that from Caatinga.
Mean values for turanose (1.76-2.31 g%), nigerose (1.66-2.15 g%), sucrose (0.83-1.16 g%),
isomaltose (0.00 g%), panose (0.00-0.03 g%) and raffinose (0.06-0.15 g%) in angico were
significantly (p<0.05) different than those from other honeys from Atlantic forest and
caatinga. Use of cluster analysis permitted to group three kinds of honey into independent
groups. Angico was closest to other honey from Atlantic forest and both were distant from
caatinga honey.Turanose, nigerose, panose and isomaltose were major contributors to the
differentiation of samples.These findings indicate that cluster analysis appears to be able to
group Brazilian tropical honeys in accordance with floral type. GC/SNIFFING showed that
linalool oxide, 2-ethyhexanol, phenylethanol and phenylacetic acid may be important
contributors to the angico flavour. Hotrienol and maltotriose may be useful in future to testing

the angico authenticity.

Keywords: volatile compounds, angico, chemistry composition, honey.



Figura 1.

Figura 2.
Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.

Figura 15.

LISTA DE FIGURAS

Producéo e consumo mundial de mel.

Conversdo enzimética de D-glicose em &cido gliconico.

Molécula de HMF.

Estruturas quimicas baseada em projecdes de Haworth.
A) a-D-Glicopiranosil-p-D-frutofuranose (sacarose);
B) B-D-frutofuranose; C) a-D-glicopiranose.

Reacdo de transglicosilacdo catalisada pela invertase.
Estrutura quimica dos principais fruto-oligossacaridios:

(A) 1-cestose, (B) nistose e (C) frutofuranosilnistose.

Cromatogramas de HMFpadrao e de amostras de angico (Al).

Cromatogramas de monossacaridios das misturas padréo e de
amostras de angico (Al).

Dendograma de cluster analysis de amostras de méis tropicais.

Perfis de classes de méis tropicais brasileiros.

Cromatograma de oligossacaridios das misturas padroes.
Cromatograma de oligossacaridios das misturas padrdes.
Cromatograma de oligossacaridios da amostra Al.

Cromatograma de oligossacaridios da amostra Al.

Estrutura quimica de alguns compostos volateis identificados no

mel de angico.

18

22
27

32

35

40

60

63

67

68
69
70

71

73



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Teor de umidade em méis monoflorais. 20
Tabela 2. Valores de acidez total e pH em méis monoflorais. 23
Tabela 3. Valores de prolina em méis monoflorais. 25
Tabela 4. Valores de HMF em méis monoflorais. 28
Tabela 5. Atividade diastasica em méis monoflorais. 30
Tabela 6. Glicidios em meis monoflorais. 41
Tabela 7. Compostos de aroma de maior impacto em méis monoflorais. 48
Tabela 8. Parametros quimicos em amostras de mel de angico. 58
Tabela 9. Perfil de oligossacaridios em amostras de méis tropicais de angico,
Morréo de candeia e marmeleiro 64

Tabela 10. Compostos volateis do mel de angico. 72



LISTA DE SIGLAS

pH Potencial de hidrogénio

D.P. Desvio padréo

FRAP Ferric Reducing Antioxidante Power

HMF Hidroximetilfurfural

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

CG Cromatografia gasosa

DIC Detector por ioniza¢do em chama

ISO Isomaltose

ERL Erlose

RAF Rafinose

PAN Panose

MEL Melezitose

MTR Maltotriose

FRU Frutose

GLI Glicose

GLP1 Peptidio semelhante ao glucagon

SAC Sacarose

MAL Maltose

TUR Turanose

NIG Nigerose

MEB Melebiose

ND Né&o detectado

HD Hidrodestilagédo

LLE Liquid-liquid extraction

SDE Simultaneous extraction-distillation

LNSDE Likens-Nickerson Simultaneous extraction-distillation
MSDE Simultaneous microextraction solvent steam distillation
DDMP 2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi -6-metil-4(H )-piran-4-ona
EFS Extracdo em fase solida

SPME Solid phase microextraction

HS-SPDE Headspace - dynamic solid phase extraction



Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
Ressonancia Magnética Nuclear

Solvent Assisted Flavour Evaporation

Aroma extract dilution analysis

Fator de diluigéo

Valores de atividade de odor

Hidroxido de sodio

Cloreto de hidrogénio

indice de Kovats

Anélise de variancia

Indice refratométrico



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ..cciiitceicrceteesesesesessssss s ssssssesssssssesssesssssssessssassssssessnsassssassssans 1
2. REVISAO DA LITERATURA.....otrttereeerereeerereesesesssesesesessssssesessssssssesessessssrsssenes 18
2.1 COMPOSTOS NAO VOLATEIS ..ottt sesesss s s s sesessesssnens 18
2. L. L UMIAUC ...ttt st 18
2.1 2. ACKHURZ ... 21

2.0.2. POLING .ttt 24

2.1.3. Hidroximetilfurfural (HMF) ........ooioieieeeeeeeeeeteeeee et 26

2. 1.4, DIBSTASE ...veuveueeueeiieiieteete sttt ettt ettt sttt ettt ettt b bbbttt neene e 29

2.1.5. GHCTIAIOS ..ottt 31
2.1.5.1 MONOSSACANTAIOS .....cuvevevenieiiiiesieie et 31
2.1.5.200ig0SSACAITAIOS. ......cvvevereenieiinieieeie et 36

2.2. COMPOSTOS VOLATEIS ..ottt sessssa s s ssassessnens 43
2.3 MEL DE ANGICO..c. ittt st sttt et e st st sttt e b e snees 49
3. OBJETIVOS GERAIS ... 50
3.1 OBJIETIVOS ESPECIFICOS ...ttt sssae s s sesassesasnans 50
4. MATERIAIS E METODOS....ccciuniuerienseseessesesssseessasesssasssssstsssasssssssssssassssssassssens 51
4.1 AMOSTRAS E REAGENTES ..ottt 51
4.2 FRAGAO NAO VOLATIL ..ottt sssses s ssas s s essessnens 52
4.2. 0. UMIAAE ...ttt 52

B.2.2. ACTURZ......eneeeteetee ettt ettt ettt 52

B.2.3. PH oot r ettt s e e e erenerene 52

4.2.4. Prolina lIVIE c....coouiiiiiiciicccce et 52

4.2.5. AtiVidade IASTASICA.....c.ccrvrrereuiririeieiriietcer et 53

B.2.6. HIMF ..ottt ettt b et st b et sae et 53

B.2.7. GlICTHIOS ..ttt ettt 54

4.3 FRAGAO VOLATIL oot ses e e ss e 54
4.3.1. Isolamento dos COMPOSLOS VOIALEIS ......c..cvevirviereiiiiieieeeeeeeeee e 54

4.3.2. CG = DIC.ciiiiiiiireris sttt 55

4.3.3. CG- EM ..ottt 55

4.3.4. CG-SNITTING .ttt ettt ettt e e e s ae e e e steeneeeens 55

4.4 ANALISE ESTATISTICA ..ottt tesas s ssas s st sessnnans 56

5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ....coueieieereiessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 57



B.  CONCLUSAO.....ccertrterererereetessseseessssssesessssssssssesesssssesessssssssesssessnssssssessssssssesesensrsnns 74
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....cvovererresrssssssssssssssssssssssssseses 75
8. ANEXODS ..vuvvrrrrrrssesssssessssssssssssssssssssssssssssessssssesssssssssessesasases 92
ANEXO A. MANUSCRITO SUBMETIDO AO BOLETIM DE PESQUISA DO CENTRO DE
PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS......ccottiitiienirenctenctnceeceescrascrascrsssesssesssanssnsesnsesnssssssesssnsans 92
ANEXO B. MANUSCRITO SUBMETIDO A REVISTA FOODCHEMISTRY.........c.cceurverereveresesennnns 122
ANEXO C. RESUMO APRESENTADO NA FORMA DE POSTER NO 102 SIMPOSIO LATINO
AMERICANO DE CIENCIAS DOS ALIMENTOS (SLACA), CAMPINAS, 2013, SOB O TiTULO:

STUDY OF THE PRINCIPAL CONSTITUENTS OF TROPICAL ANGICO (ANADENANTHERA SP.)
HONEY FROM ATLANTIC FOREST.......ccveveeuererrennsesesesssesesssssesssesssssessssssssssssssssssssesssnssssens 143



1. INTRODUCAO

O mel é um produto de origem animalcom sabor doce natural utilizado como alimento
pelo homem desde a pré-historia, apesar de apenas 2% das espécies de abelhas serem
meliferas. Entre as espécies produtoras, as do género Apissdo as mais conhecidas e
difundidas (EMBRAPA, 2003). Segundo o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) (2000), mel é o produto alimenticio produzido pelas abelhas
meliferas, a partir do néctar das flores ou das secrecBes procedentes de partes vivas das
plantas ou de excrecdes de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de
plantas, que as abelhas recolhem, transformam, combinam com substancias especificas
proprias, armazenam e deixam madurar nos favos da colmeia. Pode ser classificado em
monofloral ou unifloral, quando procede de néctar extraido da mesma origem de flores
(espécie, género ou familia), e multifloral ou polifloral, quando é elaborado a partir de néctar
obtido de diferentes origens florais. Os méis produzidos a partir de secrecBes procedentes de
partes vivas das plantas ou excregdes de insetos sugadores sdo classificados como melato
(LIRIO, 2010; IGWE et al., 2012; CODEX ALIMENTARIUS, 2004).

Ele é composto por cerca de 180 substancias diferentes como oligossacaridios,
enzimas, compostos nitrogenados, acidos organicos, vitaminas, minerais, compostos volateis,
compostos fenolicos acidos, flavondides, pigmentos e grdos de pélen, podendo conter ainda
cera de abelhas procedente do processo de extracdo. Seus principais constituintes sao agua,
frutose e glicose. (BRASIL, 2000; HOSNY, et al., 2009; KHALIL et al., 2012). Embora a
agua e os glicidios representem 95 % ou mais do peso total, 0 mel é uma matriz alimentar de
elevada complexidade (AZEREDO et al., 2003).

O seu consumo como alimento tem por finalidade adocar e agregar sabor a bebidas,
molhos, produtos de panificacdo entre outras diversas preparacdes dietéticas (FEA et al.,
2010). Contudo, apresenta ampla utilizacdo ndo somente como alimento, porém também na
conservacao de frutas e grdos; como medicamento devido as suas propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e cicatrizantes, possuindo ainda acdo probidtica devido ao seu perfil de
oligossacaridios (VARGAS, 2006; MEDA et al, 2005, HOSNY et al, 2009;
OUCHEMOUKH et al., 2012). A quantidade per capita consumida no mundo € variavel
conforme a regido geografica e classe social da populacdo (Figura 1). Na América Central
ocorre 0 maior consumo per capita com 380 g por ano, seguido da Grécia e Ucrania ambas
com per capitaanual de 150 g. Na Africa, 0 maior consumo per capita vem de Angola com

140 g (FAO, 2009).
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O consumidores (2010)
12 EUA (114128 t)

29 Alemanha (89548 t)
32Reino Unido (31515 t)
42 Jap3o (39950 t)

A Produtores (2011)
19 China (431000 t)
29 Turquia (94274 t)
32 Ucrania (70300 t)
492 EUA(67294 t)

Figura 1. Produgéo e consumo mundial de mel.

Fonte: adaptado de FAO (2009).

A qualidade do mel é definida pelas suas caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e
microbioldgicas (KHALIL et al., 2012), as quais sdo normatizadas através dos parametros
apresentados no Codex Alimentarius (2004) e diretrizes da Unido Européia (2002).
Diferengas na composicao quimica do mel estdo diretamente relacionadas as condi¢@es de sua
producdo, a qual depende da abundancia e origem das flores na area de acdo das abelhas,
qualidade do néctar, tipo de pélen, condicbes climéticas e de estocagem (AZEREDO et al.,
2003). Assim, uma vez que a flora brasileira € muito diversificada, devido a sua extensdo
territorial e a variabilidade do clima existente, é essencial caracterizar os méis monoflorais
brasileiros e estabelecer padrdes de identidade, tendo em consideracdo a vasta diversidade
boténica e variacdes climaticas especificas de cada regido (ALVES et al., 2011) . Muitos méis
monoflorais sdo encontrados nos biomas brasileiros ameacados, como € o caso dos méis de
morrdo de candeia (Croton sp.) da Mata Atlantica e de marmeleiro (Vernonia sp.) do
cerrado.Uma parte dos meéis desses biomas ainda encontra-se sem caracterizacdo da
composicao quimica, como é o caso do mel de angico (Anadenanthera cf. colubrina) achado
em mata atlantica do litoral sul do pais.Portanto, o presente estudo visa analisar as fracGes ndo
volatil e volatil do mel de angico, a fim de se obter um melhor conhecimento da composicao

guimica desta variedade de mel.
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1. REVISAO DA LITERATURA

2.1 COMPOSTOS NAO VOLATEIS

2.1.1 Umidade

O conteudo de &gua é um pardmetro muito importante para avaliar a qualidade do mel,
influenciando diretamente 0s seguintes aspectos: viscosidade, peso especifico, maturidade,
cristalizacdo e conservacdo. A agua presente no mel apresenta forte interacdo com os
glicidios, diminuindo sua disponibilidade para o desenvolvimento microbiolégico. Portanto,
méis com elevada umidade sdo mais suscetiveis a fermentacdo. A umidade no mel ndo deve
exceder 20 % conforme padrdo de identidade e qualidade estabelecidopor 6rgdos nacionais e
internacionais (CODEX ALIMENTARIUS, 2004; MAPA, 2000). Estudos realizados na
América do Sul mostraram teores de umidade entre 18,3 % a 18,8 % para amostras de méis
poliflorais e valores de 12,3 % a 18,5 % em meis monoflorais (COSTA et al., 1999; ALVES
et al., 2011; BENDINI & SOUZA, 2008; NAAB et al., 2012; PONTARA et al., 2012;
SGARIGLIA et al., 2010; VIT et al., 2009; CORTOPASSI-LAURINO; GELLI, 1991).
Amostras de méis comerciais analisadas na Asia apresentaram teor de 16% de umidade
(KAHRAMAN et al., 2010). Ja méis poliflorais produzidos na Africa apresentaram uma
grande variacdo partindo de 13,2 % a 19,1 % em amostras da Algéria, enquanto que em méis
da Etidpia a umidade variou entre 18,6% a 18,8% (KHALIL et al., 2012; NIGUSSIE et al.,
2011; OUCHEMOUKH et al., 2007). Em méis da Europa foram encontrados de 14,0 % a
19,2 % de umidade, dentre amostras monoflorais e poliflorais (GOMES et al., 2010;
IGLESIAS et al., 2012; KASPEROVA et al., 2012; KIRS et al., 2011; SALONEN;
JULKUNEN-TIHTTO, 2012). Tais varia¢des do conteudo de umidade do melsdo devido a
variaveis como: época de colheita, fatores climéaticos, grau de maturacdo na colmeia e
manipulacdo dos apicultores no periodo de colheita (KUROISHI et al., 2012; SANCHEZ et
al., 2010; KAHRAMAN et al., 2010; FILHO et al., 2011; KUROISHI et al., 2012; GOMES et
al., 2010; IGLESIAS et al., 2012; ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013). Dessa forma, a
analise de umidade é uma ferramenta que pode ser utilizada para avaliar condic¢des de vida de
prateleira, adulteracéo por adi¢cdo de 4gua e grau de maturacdao adequado a colheita, ndo sendo
adequada para indicar a regido geografica ou espécie floral de origem do mel. Na Tabela 1 é

18



listado um grupo de estudos descrevendo o teor de umidade em méis monoflorais do Brasil e

do exterior.
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Tabela 1. Teor de umidade em méis monoflorais.

Tipo de mel Origem boténica Origem Umidade Referéncia
geogréfica (MédiaxDP em %)
Mel de eucalipto Eucalyptus sp. Brasil 18,8+0,1 Costa et al. (1999)
Mel de laranjeira Citrus sp. 17,5+0,5
Mel de assa-peixe Vernonia sp. 17,9+0,4 Matos et al. (2002)
Mel de flor de cajueiro Anacardium occidentale L 18,4+ 0,6 Bendini e Souza (2008)
Mel de “pusquillo” Plebeia wittmanni Argentina 12,3+1,7 Sgariglia et al. (2010)
Mel de “piquillin” Condalia microphylla Cav 15,8+ 0,7 Naab et al. (2012)
Mel de “abrepufio amarillo” Centaurea solstitialis L. 17,4+0,9
Prosopis spp 154 +1,1
Mel de flor de mandioca Manihot esculenta Crantz Brasil 18,1+0,01 Pontara et al. (2012)
Mel de “angelito” Tetragonisca angustula fiebrigi Eslovaquia 17,0+1,8 Kasperova et al. (2012)
Mel de acécia Acacia spp 17,8+1,1 Salonen & Julkunen-Tiitto
(2012)
Mel de “lingonberry” Vaccinium vitis-idaea Finlandia 16,6+0,5 Salonen e Julkunen-Tiitto
(2012)
Mel de “mire” Rubus  chamaemorus, 16,6+0,3
Menyanthes trifoliata
Mel de trigo sarraceno Fagopyrum esculentum Italia 17,2+0,7
Pasini et al. (2013)
Mel de alfarrobeira Ceratonia siliqua L. Italia 19,8+1,6 Ferrauto e Pavoni (2013)

DP = desvio padrdo
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2.1.2. Acidez

A acidez do mel é originaria de duas fontes: acidos organicos oriundos de diferentes
fontes de néctar e acdo da enzima D-glicose oxidase que catalisa a conversao de D-glicose em
acido gliconico (Figura 2) o qual corresponde a cerca de 70-90 % dos &cidos organicos do
mel. Esse &cido esta em equilibrio com suas lactonas correspondentes (ABADIO FINCO;
MOURA,; SILVA, 2010). Outros tipos de acidos organicos também podem ser encontrados no
mel, como os &cidos: acético, butirico, citrico, formico, latico, malico, piroglutamico e
succinico (NATIONAL HONEY BOARD, 2004). Inclusive a concentracdo de &cido citrico
pode ser utilizada como um parametro para diferenciar mel floral de mel de melato, ja que
este Gltimo tem um teor elevado desse acido (SUAREZ-LUQUE, 2002; BELAY et al., 2013).
A acidez do mel pode ainda ser influenciada pela acdo bacteriana durante a etapa de
maturacgdo e pelo seuconteddo mineral (PONTARA et al., 2012; ALQARNI et al., 2012). Na
Tabela 2, podem-se observar variacbes importantes entre o conteldo de acidez em méis de
mesma origem floral produzidos no mesmo pais, porém em regibes diferentes, como 0 caso
do mel de eucalipto, 0 qual apresentou teores de acidez desde 13 meq kg™ até 38,5 meq kg
! Valores de acidez livre acima de 50 meq kg™ (CODEX ALIMENTARIUS, 2004) indicam
que houve processo de fermentacdo dos agucares pelas leveduras. Durante tal fermentacdo, a
glicose e a frutose sdo convertidas em dioxido de carbono e alcodis, sendo esses Ultimos
hidrolisados na presenca de oxigénio e convertidos em acidos (&cido acético, principalmente)
(AJLOUNI; SUJIRAPINYOKUL, 2009).

O valor de pH, assim como o de acidez total, é influenciado pela origem floral do mel,
porém ndo constitui marcador especifico. Em analises de méis monoflorais de diversos
estudos é possivel observar que os valores de pH variam dentro de uma faixa, geralmente
entre 3,0 e 4,5 sem que haja pontos especificos conforme variedade floral (Tabela 2), embora
a faixa de pH comumente referida na literatura para meis florais seja de 3,5-4,5 (BELAY et
al., 2013). Contudo,ele constitui um importante parametro de vida de prateleira, sofrendo
variacdes conforme as condicOes de extracdo e armazenamento. Méis muito acidos podem
indicar uma possivel fermentacdo de aclcares em &cidos organicos, devido a contaminagédo
microbiana (KHALIL et al., 2012; NIGUSSIE et al., 2011; CORBELLA et al., 2006; ISLAM
et al., 2012; PAISINI et al., 2013).
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Figura 2. Converséao enzimatica de D-glicose em é&cido gliconico.

22



Tabela 2. Valores de acidez total e pH em méis monoflorais.

Tipo de mel Origem botanica Origem pH Acidez total Referéncia
geografica (meq kg™)
(MédiatDP)
Mel de eucalipto Eucalyptus sp. Brasil - 22,845,9 Costa et al. (1999)
Mel de laranjeira Citrus sp. - 13,743,5
Mel de eucalipto Eucalyptussp. 3,6 £0,43 33,8+11,6 Marchini et al. (2007)
Mel de laranjeira Citrussp. 3,2+0,4 21,7+7,3
Mel de flor de cajueiro Anacardium occidentale L 3,7+ 0,09 30,2+ 4,5 Bendini e Souza (2008)
Mel de eucalipto Eucalyptus sp 3,7t0,4 -
Mel de flor de mandioca Manihot esculenta Crantz 4,1+0,01 49,9+0,20 Pontara et al. (2012)
Mel de laranjeira Citrussp. Uruguai 3,2+ 0,16 - Corbella et al. (2006)
Mel de “piquillin” Condalia microphylla Cav Argentina 4,7 £0.16 25,7+4,5 Naab et al. (2012)
Mel de “abrepufio amarillo”  Centaurea solstitialis L. 3,6 0,23 21,4 4.9
Mel de laranjeira Citrus spp. Arabia 3,3* 21,5% Algarni et al. (2012)
Saudita
Mel de cravo Trifolium alexnadrinum 3,23%* 20,5%*
Mel de algodido Gossypium barbadense 3,21%* 58,5*
Mel de trigo sarraceno Fagopyrum esculentum Italia 4,2+ 0.4 30+9,6 Pasini et al. (2013)
Mel de alfarrobeira Ceratonia siliqua L. 4,02+ 0.34 30,51+ 6,42 Ferrauto e Pavone (2013)

DP = desvio padrdo; *N&o ha informacéo sobre o DP.
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2.1.2 Prolina

A concentragcdo de proteinas e aminoacidos varia conforme a origem botanica,
geogréfica e tempo de estocagem, e corresponde a 0,2 a 0,4 mg100g™ de mel (ALVAREZ et
al., 2011). Mohammed e colaboradores (2012) conseguiram diferenciar amostras de méis
poliflorais e monoflorais através da diferenciacdo dos seus perfis de aminoacidos utilizando a
espectrometria de massas. Outro estudo com meéis da Australia identificou os principais
aminoacidos presentes nas amostras e realizou a diferenciacdo das origens botanicas usando
anélise multivariada, tais quais: analise discriminante, componentes principais e cluster
analysis. (MOHAMMED; BABIKER, 2010). O teor de compostos nitrogenados &
representado, principalmente, pela presenca de enzimas (diastase, invertase e glicose oxidase)
e alguns aminoacidos livres (18 aminoacidos essenciais e ndo-essenciais) (JAGDISH;
JOSEPH, 2004), dentre os quais a prolina é o mais abundante, representando 80 a 90% do
teor total (MOREIRA et al., 2007). E um amino4cido importante que se origina
principalmente a partir de secrecfes salivares de abelhas meliferas durante a conversdo de
néctar em mel. O seu teor no mel também indica grau de maturacdo e, em alguns casos,
adulteracdo por adicdo de acucardevido a reducdo do teor de prolina em valores relativos
(BOGDANOV et al., 1999). Amostras de méis comerciais da Argélia apresentaram teores de
prolina de 1692-2712 mg kg™. Estudo com méis monoflorais mexicanos verificou uma
correlacdo positiva entre o contetdo de prolina e o potencial antioxidante através de ensaio de
FRAP (Ferric Reducing Antioxidante Power) (RODRIGUEZ et al., 2012). Janiszewska e
colaboradores (2012) analisaram a composic¢do de méis poloneses e concluiram que o teor de
prolina ndo é capaz de indicar a origem botanica do mel, dada a sua variabilidade entre as
amostras de mesma origem. Além disso, aprolina é um composto que praticamente ndo se
altera quando o mel é aquecido e parece haver uma correlacdo entre este parametro e a
atividade da invertase. Estudos sugerem que o conteudo de prolina pode ser utilizado como
um marcador da atividade de invertase no mel. Dessa forma, se 0 mel é aquecidosera
encontrada atividade reduzida desta enzima e conteudo elevado de prolina. Caso o teor de
prolina seja pequeno juntamente com baixa atividade da invertase, provavelmente a atividade
enzimatica é devido a uma peculiaridade do produto (MOREIRA et al., 2010). Na Tabela 3,

sdo apresentados valores médios em diferentes méis monoflorais.
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Tabela 3. Valores de prolina em méis monoflorais.

Tipo de mel

Origem botanica

Origem

geografica

Prolina (mgkg'l)

(Média+DP)

Referéncia

Mel de flor de sino
Mel de cacto

Mel laranjeira

Mel de eucalipto

Mel de caujiniquil

Mel de acécia

Mel de framboesa
Mel de trigo sarraceno
Mel de urze

Mel laranjeira

Mel de eucalipto

Mel de caju

Campanula persicifolia

Opuntia ficus-indica

Citrus sinensis

Eucalyptus globulus labill
Inca punctata (Willd)

Robinia pseudoacacia L.

Rubus ideaus L.

Fagopyrum esculentum M.

Calluna vulgaris L.

Citrus sinensis

Eucalyptus globulus labill

Anacardium occidentale

México

Pol6nia

Espanha

Brasil

441,3 £29,1
439,3 +8,9
307,7+4,4
387,4 £3,7

569,4 +2,4
225,7+43,9
189,1+104,0
227,8+78,3
284,1+135,6

185,4 £126,5
429.5+ 285.0

1402,6 + 68,2

Rodriguez et al. (2012)

Janiszewska et al. (2012)

Serrano et al. (2004)

Moreira et al. (2002)

DP = desvio padrao.
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2.1.3 Hidroximetilfurfural (HMF)

O HMF (Figura 3) resulta da desidratacdo de hexoses por aquecimento na presenca de
proteinas, consistindo de um produto intermediario da reacdo de Maillard, ou por
aquecimento em meio acido resultando na caramelizacdo. Ele pode ocorrer em alimentos que
contenham frutose e glicose. A presenca de HMF é um indicador de aquecimento,
armazenamento inadequado e adulteracdo com acgucar invertido, sendo verificado somente em
pequenas quantidades em meis frescos (RISNER et al., 2006; BOGDANOV et al., 2004;
AMRI; LADJAMA, 2013). Em geral, 0 HMF no mel ndo deve exceder a 40 mg kg™ conforme
padrdo de identidade e qualidade estabelecido por 6rgdos nacionais e internacionais (MAPA,
2000; UNIAO EUROPEIA, 2001). A Unido Européia estabelece as seguintes excecdes: 80
mg kg”para mel oriundo de regides com temperaturas tropicais e 15 mg kg*para méis com
baixa atividade enzimatica (<8 e >3 unidades de Schade ou Gothe).

O tratamento térmico do mel é realizado para reduzir a carga microbiana ou para
modificar a tendéncia de cristalizacdo (TRUZZI et al., 2012). Contudo, méis de paises
tropicais podem ter naturalmente um valor maisalto de HMF sem que o mel tenha sido
superaquecido ou adulterado, devido a caracteristicas climaticas peculiares da regido dos
trépicos (MARCHINI et al., 2005). Amostras de méis comerciaisbrasileiros foram
armazenadas em refrigeracéo e a temperatura ambiente, verificando-se que o teor de HMF nas
amostras armazenadas a temperatura ambiente foi 44,8 % maior do que as mantidas sobre
refrigeracdo (MOURA et al., 2011). A aplicacdo de temperaturas de 30°C até 40°C resultam
em menor formacdo deste composto furanico, sendo sua producéo diretamente proporcional
ao aumento de temperatura (SANZ et al., 2006; MORALES et al., 2009; TOSI et al., 2002). A
sua formacdo nos alimentos depende, além do tipo de aglcar e pH, da atividade de agua e do
teor médio de cations divalentes (RIZELIO et al., 2012; OZCAN et al., 2006).A importancia
da determinacdo de HMF em alimentos é devido a sua toxicidade. Este composto e 0s seus
derivados (5-clorometil e 5-sulfidimetilfurfural) tém sido apontados como responsaveis pelos
seguintes efeitos: citotdxico, genotdxico, mutagénico e cancerigeno. Para a determinacdo de
HMF geralmente sdo utilizados os métodos espectrofotométricos e cromatograficos, sendo o
primeiro mais usual (TRUZZI et al., 2012). Na Tabela 4, sdo mostrados valores médios de

HMF em diferentes méis monoflorais.
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Tabela 4. Valores de HMF em méis monoflorais.

Tipo de mel Origem botanica Origem HMF (mgkg™) Referéncia
geografica (Média+DP)

Mel laranjeira Citrus sinensis Italia 11,8* Fallico et al.(2008)
Mel de castanha Castanea sativa 0,8*
Mel de marmeleiro Croton sonderianus Miill. Arg Brasil 0,3* Silva et al. (2004)
Mel de jitirana Hyptis suaveolens 9,0*
Mel de camaratuba 1,4*
Mel de angico de bezerro Cratylia mollis Mart. ex Benth 3.4*
Mel de caju Piptadenia moniliformis 74+0,3 Moreira et al. (2002)
Mel de marmeleiro Anacardiaceaesp. 28+0,2

Rosaceaesp.
Mel de eucalipto Eucalyptusspp. Espanha 10,9+ 7,2 Serrano et al. (2004)
Mel de laranjeira Citrusspp. 16,5 + 16,5
Mel de eucalipto Eucalyptus spp. Uruguai 13,4+ 8,6 Corbella et al. (2006)
Mel de laranjeira Citrusspp. 8,6+38
Mel de Pinha Pinus sylvestris Turquia 8,9* Simsek et al. (2012)
Mel de Castanha Castanea Sativa 23,8*
Mel de lima Tilia sp. Pol6nia 33,8* Kowalski et al. (2013)
Mel de acécia Robinia pseudoacacia 22,4*
Mel de trigo mourisco Fagopyrumsp. 53,8*

DP = desvio padréo. *N4o ha informacéo sobre o DP.
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2.1.4 Diastase

Denomina-se por diastase qualquer enzima do grupo das enzimas que catalisa aquebra
de amido em dextrinas (polimeros de glicose de massa molecular menor do que o amido),
maltose, maltotriose e glicose (SAKAC; SAK-BOSNAR, 2012; BABACAN et al., 2002). A
atividade diastasica é um parédmetro de qualidade usado para determinar se o mel foi
submetido ou ndo ao aquecimento (TOSI et al., 2008; ALOISI et al., 2009; KIRS et al., 2011).
Hebbar e colaboradores (2003) verificaram que periodos de aquecimento de 60 a 90 s de
duracdo em micro-ondas reduziu a atividade diastasica do mel por aproximadamente 50 % do
seu valor original. Além disso, parece haver relacdo entre a sua atividade e a origem boténica
do mel (KADAR et al., 2010). Porém, neste caso, é necessario analisar amostras frescas de
mel (BOGDANOV et al., 2002). Serrano e colaboradores (2004) verificaram maior atividade
diastasica em amostras de mel de citrus em relacdo ao de eucalipto. Contudo, a atividade
diastasica ndo pode ser utilizada como unico pardmetro para atestar a origem botanica do
produto, sendo necessaria a realizacdo de outras analises (ex. analise polinica). A legislacdo
de diversos paises usa com critério de mel frescoa atividade diastasica minima de 8°G na
escala de Gothe (PIRES et al., 2009). Igwe e colaboradores (2012) analisaram meéis de
diferentes regibes da Turquia e verificaram valores de diastase entre 4°G e 10°G, atribuindo
valores abaixo de 8°G as condi¢des inadequadas de processamento e armazenamento. Em
méis comerciais provenientes de diversas regifes da Arébia Saudita, a atividade diastésica
variou de 4°G a 12,5°G, entretanto as amostras foram consideradas adequadas uma vez que
neste pais a legislacdo para méis considera valores adequados a partir de 3°G (AL-KHALIFA
et al., 1999). Oddo e colaboradores (2008), analisando méis da Australia, também
encontraramatividade diastasica média de 4°G, porém os teores de HMF foram baixos. Nesse
caso, considerou-se que a baixa atividade diastasica seria uma condi¢do natural do mel
analisado. Meéis brasileiros organicos e ndo organicos, analisados por Sereia et al. (2011), ndo
apresentaram diferencas quanto a atividade diastasica evidenciando que os pesticidas
geralmente utilizados na agricultura ndo modificam a atividade catalitica dessa enzima na
matriz melifera. Na Tabela 5, sdo mostrados valores médios de atividade diastasica em

diferentes méis monoflorais.
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Tabela 5. Atividade diastasica em méis monoflorais.

Tipo de mel Origem botanica Origem Diastase Referéncia
geografica (MédiatDP)
Mel de eucalipto Eucalyptus sp. Algéria 15,9+6,9 Makhloufi et al. (2010)
Mel de laranjeira Citrussp. 8,0+1,4
Mel de eucalipto Eucalyptus sp. Marrocos 40,5+39,0 Terrab et al. (2002)
Mel de laranjeira Citrus sp. 40.2489,2
Mel de salgueirinha Lythrum sp. 34,7+24,9
Mel de acécia Robinia pseudoacacia Espanha 12,7* Kadar et al. (2010)
Mel de Tilia Tilia sp. 15,8*
Mel de eucalipto Eucalyptus sp. Brasil 13,3+4,5 Costa et al. (1999)
Mel de laranjeira Citrus sp. 7,80,76
Mel de caju Anacardiaceaesp. 40,0+ 0,88 Moreira et al. (2002)
Mel de alfarrobeira Ceratonia siliqua L. Italia 19,9+ 2,8 Ferrauto e Pavone (2013)

DP = desvio padrdo. *N&o ha informagéo sobre o DP.
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2.1.5 Gilicidios

2.1.5.1 Monossacaridios

Os glicidios sdo compostos quimicos predominantes no mel, sendo representados por
mono- e oligossacaridios, com predominancia da D-frutose e da D-glicose, as quais
representam de 65-85 % do total de sdlidos sollveis e 70-95 % dos glicidios totais. Cerca de
10 % da fracdo glicidica é composta por oligossacaridios (MOREIRA; DE MARIA, 2001;
SANZ et al., 2004; RIZELIO et al., 2012). O teor glicidico na matriz depende da composicao
do néctar recolhido pelas abelhas, e da atividade da invertase, enzima que catalisa a hidrdlise
da sacarose liberando frutose e glicose (Figura 4). Um estudo analisou o contetdo de néctar
de diversas espécies de planta verificando a ocorréncia de trés padrdes: néctar com alto teor
de sacarose, néctar com quantidades aproximadamente iguais de glicose, frutose e sacarose e
néctar com alto teor de glicose e frutose. Sendo assim, € possivel concluir que existe uma
relacdo entre os teores destes glicidios no mel e sua origem boténica, consistindo de um
parametro complementar na identificacdo da origem botanica do mel. Embora a relacéo
frutose e glicose (F/G) possa ser util para esta finalidade, ela € um parametro pouco
especifico, ja que uma parcela dos monossacaridios advém da acdo da invertase (MOREIRA,;
DE MARIA, 2001). Entretanto, quando se usa outras variaveis além dos monossacaridios 0s
resultados sdo mais consistentes. Um trabalho emblemético foi conduzido por Mateo e Bosch-
Reig (1997) que foram capazes de discriminar diferentes tipos de méis monoflorais espanhdis
usando variaveis discriminantes, tais quais: a condutividade elétrica, a cor, a umidade, a
frutose e a sacarose. Eles alcancaram 95,7 % de confiabilidade na discriminagéo das seguintes
variedades de mel: alecrim (Rosmarinus officinalis), género Citrus, lavanda (Lavandula
latifolia Med.), girassol (Helianthus annuus L.), eucalipto (Eucaliptus sp.), urze (Calluna
vulgaris L.) e melato (Quercus spp.). Em suma, os parametros supracitados foram eficientes
para auxiliar na classificacdo de méis monoflorais mediante analise multivariada e, portanto,
poderiam ser usados juntamente com a andlise polinica para classificacdo inequivoca da

origem botanica do mel.

31



CH,OH
CH,OH
0 0
OH HO
OH O CH,0OH
OH  OH
A

CH0H o

HO
CH,OH

OH

CH,0OH

Figura 4. Estruturas quimicas baseada em projecdes de Haworth.

A) o-D-Glicopiranosil--D-frutofuranose (sacarose); B) B-D-frutofuranose;

C) a-D-glicopiranose.

32



O contetido glicidico influencia alguns aspectos do mel como: viscosidade, valor
energético e cristalizagdo. A viscosidade atua também como um fator limitante ao
crescimento microbiano dificultando a entrada de oxigénio na matriz. O elevado teor glicidio
torna 0 mel um alimento altamente energético e com elevada osmolaridade, caracterizando
um meio com elevada pressdo osmotica e atividade de &gua baixa, favoravel a vida de
prateleira. A predominancia de frutose, glicidio altamente soluvel, propicia a forma anidra da
glicose e previne e/ou retarda a cristalizacdo além de influenciar na caracteristica dos cristais.
As moléculas de agua encontram-se ligadas aos glicidios principalmente por pontes de
hidrogénio, na qual cada molécula de glicose encontra-se ligada a 5 moléculas de &gua
(ABRAMOVIC et al., 2008; KUROISHI et al., 2012). Sendo assim, quanto maior a relacéo
frutose/glicose no mel, menor serd a sua suscetibilidade a cristalizacdo (VENIR et al., 2010;
LIRIO et al., 2010). Outra forma de verificar a tendéncia de cristalizacio é através do indice
obtido pela relagdo do contetdo de glicose (G) em relagdo ao teor de &dgua (A), onde valores
de G/A > 2,10 indicam maior tendéncia de cristalizagdo enquanto valores de até 1,70 indicam
menor inclinacdo (RODRIGUEZ et al., 2004). Porém, uma avaliacdo individual destes indices
ndo é capaz de caracterizar variedades de meéis do ponto de vista qualitativo quanto ao seu
potencial de granulacdo, fato que seria bastante favoravel mediante aspectos comerciais e de
preferéncia do consumidor. A aplicacdo de andlise estatistica avangada parece ser um método
substancial para este tipo de avaliagdo. ESCUREDO et al. (2014) puderam observar, mediante
aplicacdo de teste de comparacdo multipla de Bonferroni, correlagdes de Spearman e analise
de componentes principais, uma forte correlacdo entre o tipo de pélen predominante no mel
com seus respectivos teores de frutose, glicose e umidade em relacdo a tendéncia de
cristalizacdo. Em seu estudo, eles verificaram que méis com predominancia de polen de
canola (Brassica napus), girassol (Helianthus annuus) e liméo (Tilia sp.) sdo mais suscetiveis
a formacao de cristais, devido a um elevado teor de ambos: frutose (F), glicose (G) (p <0,01),
umidade (U) (p < 0,01), sacarose, soma de F + G e razdo G/U. Esses valores estdo associados
a uma baixa relacdo F/G. Os méis monoflorais apresentam tendéncia natural a formar cristais
finos e homogéneos. Quando a cristalizacdo ocorre de maneira inadequada, durante a
estocagem, pode levar a formacdo de um sobrenadante de coloragdo escura apresentando
cristais de diametros maiores e irregulares. A separacdo de fases forma uma fase cristalina no
fundo e uma fase liquida superficial, reduzindo a qualidade do produto para o consumidor. A
camada superficial contém ainda conteido elevado de agua, aumentando o risco de
degradacdo por fermentacdo (KUROISHI et al.,, 2012; VENIR et al.,, 2010). A relagéo
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frutose/glicose menor do que 1 além de favorecer a cristalizacdo, também pode indicar
adulteracdo por adicdo de agUcar comercial queimado e/ou alteragdo por crescimento de
leveduras osmofilicas, que preferencialmente usam como substrato a frutose. Por outro lado, a
presenca de D-glicose confere caracteristicas terapéuticas ao mel ao ser convertido a acido D-
glicdnico através da acdo da enzima D-glicose oxidase. Este processo enzimatico gera como
subproduto perdxido de hidrogénio (H,0,), antes conhecido como inibina, o qual possui
atividade antimicrobiana (MOREIRA; DE MARIA, 2001).

Os teores de monossacaridios podem reduzir-se durante a estocagem, devido a reacfes
de transglicosilacdo que ocorrem em condi¢des de pH é&cido, promovendo a formagéo,
principalmente, de dissacaridios e trissacaridios. Entretanto, em estudo realizado com meis da
Espanha verificou-se que a formacdo de monossacaridios a partir da hidrolise de glicidios
mais complexos é um processo que predomina sobre a transglicosilacdo (CAVIA et al., 2002).
Na Figura 5 é mostrada uma reacdo de transglicosilacdo. Na Tabela 6 é mostrada a
distribuicdo de monossacaridios em alguns méis monoflorais (incluida ap6s o capitulo de

oligossacaridios).
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Figura 5. Reacéo de transglicosilacéo catalisada pela invertase (A + B —»C).
A- (B-D-frutofuranose), (frutose);

B- a-glicopiranosil-(1 — 4)-a-D-glicopiranose, (maltose);

C- (0-D-glicopiranosil-(1—"4)-a-D-glicopiranosil-(1— 2)- B-D-frutofuranose),

(a- maltosyl B-frutofuranose), (erlose).
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2.1.5.2 Oligossacaridios

Além dos monossacaridios, foram identificados di-, tri- e tetrassacaridios através de
cromatografiade particdo de alta eficiéncia e espectrometria de massas, como parte da
complexa composi¢do de glicidios no mel. Os principais dissacaridios encontrados foram a
maltose e a sacarose. Porém, na literatura foram descritos outros 12 compostos: trealose,
celobiose, laminaribiose, maltulose, nigerose, turanose, kojibiose, trealulose, palatinose,
gentiobiose, isomaltose, melibiose. A frutofuranosil-(2-1)-frutose (inulobiose) foi identificada
em algumas amostras de méis da Espanha (RUIZ-MATUTE et al., 2007), porém mais estudos
s80 necessarios para averiguar se este oligossacaridio esta presente em outras variedades de
méis. Os trissacaridios ja identificados no mel sdo: rafinose, 1-cestose, erlose, melezitose,
teanderose, maltotriose, isomaltotriose e panose (DONER, 1977; MATEO; BOSCH-REIG,
1997; DA COSTA LEITE et al., 2000; RUIZ-MATUTE et al., 2007; 2008). Em 2010, Ruiz-
Matute e colaboradores caracterizaram tri- e tetrassacaridios em méis através do método de
cromatografia gasosa de alta eficiéncia associada a espectrometria de massas. Os
oligossacaridios  foram  submetidos a derivatizacdo prévia por sililagdocom
hexametildisilazano, formando derivados trimetilsililoxima. 25 trissacaridios foram
encontrados, dos quais 12 foram identificados inequivocamente (os principais foram: erlose e
panose, com valores de 30-1214 mg 100 g™ e 17-863 mg 100g™, respectivamente) e 2
detectados pela primeira vez no mel. Quanto aos tetrassacaridios, do total de 10 compostos
identificados, 6deles eram derivados da sacarose, em concentracdes inferiores a 230 mg 1009
!, Nesse grupo, somente a nistose foi identificada de maneira inequivoca.

A presenca destes compostos deve-se principalmente a reagbes de trans-D-
glicosilacdo. Neste processo, grupos D-glicopiranosila ou D-frutofuranosilasdo transferidos
para uma molécula receptora que pode ser um mono, oligo- ou polissacaridio. Essas reacoes
seriam catalisadas pelas mesmas enzimas envolvidas em reacdes de hidrdlise deglicidios, no
caso do mel a invertase (DA COSTA LEITE et al, 2000). A Figura 5 apresenta um exemplo de
reacdo de transglicosilacdo.

Alguns estudos tém buscado a utilizagdo do perfil de oligossacaridios na determinacao
da origem floral e/ou geografica do mel como alternativa a analise polinica, dada as suas
limitacOes, tais como: baixa ou alta representatividadedos gréos de polen de algumas plantas,a
qual dificulta a determinacdo do género e da espécie. Os di- e trissacaridios sdo geralmente

analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) enquanto outros
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oligossacaridios sdo detectados por cromatografia gasosa (CG). A andlise estatistica
multivariada tem sido aplicada para investigar se o perfil destes compostos pode realmente ser
util como marcadores de identificagdo (SWALLOW; LOW, 1990; GOODALL et al., 1995;
COTTE et al., 2004; NOZAL et al., 2005; DE LA FUENTE et al., 2007, 2011; RUIZ-
MATUTE, 2013; CONSONNI et al., 2013). O teor de maltose juntamente com o de outros
oligossacaridios também foi capaz de classificar o mel quanto a origem geografica
(SENYUVA et al., 2009; OZBALCI et al., 2013). Portanto, o perfil de oligossacaridios ¢ uma
ferramenta complementar para tipificar tanto a origem botanica como também a origem
geografica de méis monoflorais Os oligossacaridios como a nigerose, a turanose, € a
maltotriose foram apontados como os principais glicidios com potencial para discriminar
amostras de méis monoflorais do Brasil (DA COSTA LEITE et al, 2000). Também foi
proposto neste estudo que este tipo de caracterizacdo poderia ser util inclusive para 0s
consumidoresque estivessem interessados em consumir apenas méis de regibes com
legislagbes mais rigorosas em relacdo a utilizacdode agrotoxicos bem como ao cultivo de
plantas transgénicas. Entretanto, os resultados ndo foram conclusivos, ja que nesse trabalho
ndo foi usado tratamento estatistico apropriado que pudesse discriminar as amostras pelo
perfil de oligossacaridios. Os resultados obtidos com méis estrangeiros foram mais
abrangentes. Nozal e colaboradores (2005), usando analise de componentes principais,
conseguiram classificar méis de diferentes origens botanicas, com mais de 90 % de acuracia.
Os oligossacaridios analisados com maior potencial discriminante foram: erlose, nigerose,
trealose, melezitose, isomaltose e panose. Em estudo mais recente, ao analisar-se amostras de
méis espanhdis de 6 origens botanicas diferentes, constatou-se que a sacarose seria
caracteristica de méis do género Citrus; a rafinose e a 1-cestose do mel de urze (Calluna
vulgaris L.); a teanderose e a panose do mel de alecrim (Rosmarinus officinalis); e a 6-cestose
de mel de rosas (Rosaceae) (DE LA FUENTE et al., 2011). Nos méis espanhois de urze foram
quantificados 3,9 g de melezitose em cada 100 g amostra, apontando para uma possivel
contaminacdo com melato (Quercus spp.), ja que este trissacaridio ndo é relevante em méis
florais, mas é tipico do mel de melato (DONER, 1977; MATEO; BOSCH-REIG, 1997;
BOGDANOV; BAUMANN, 1988; DA COSTA LEITE et al, 2000).

Na Tabela 6 € mostrada a distribuicdo quantitativa dos glicidios em méis monoflorais.
Como pode ser observado, 0s estudos que analisam o perfil de oligossacaridios no mel sdo
escassos na literatura. S3o necessarias andlises subsequentes destes glicidios em méis

monoflorais, uma vez que hé evidéncias cada vez mais consistentes de que esses componentes
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sejam parametros importantes para a classificacdo geografica e botanica do mel, podendo,
portanto, futuramente integrar critérios oficiais usados na determinagdo da qualidade do mel.
Além disso, o consumo de mel apresenta uma série de efeitos fisioldgicos relacionados a
composi¢ao glicidica conforme descrito por diferentes autores (BOGDANOV et al., 2008;
MUNSTEDET et al., 2011; EREJWUA et al., 2012a, 2012b, 2012c). Segundo esses trabalhos,
o efeito antidiabético pode ser atribuido a presenga de frutose, a qual retarda ambos o
esvaziamento gastrico e a absor¢do de glicose e, portanto, prolonga a saciedade, além de
reduzir o indice glicémico. Esses efeitos também podem estar relacionados a presenga de
oligossacaridios que representam de 5 % a 10 % dos sélidos totais do mel. Além disso, essa
matriz apresenta grande variedade de fruto-oligossacaridios, os quais parecem induzir um
efeito prebidtico, visto que hd um recrudescimento de alguns géneros na microbiota intestinal,
tais quais: Bifidobacterium, Lactobacillus. Os autores dessa revisdo formulam a hipotese que
a complexidade do perfil de oligossacaridios no mel poderia ter um efeito benéfico no
estimulo da secre¢do de incretinas [por exemplo: peptidio semelhante ao glucagon (GLP-1)],
as quais estimulam a secrecdo de insulina. Entretanto, essa ¢ uma hipotese meramente
especulativa que carece de trabalhos investigativos.

Devido ao custo relativamente alto do mel, t€ém sido realizadas adi¢des de produtos
glicidicos de baixo custo, tais como: melaco, caramelo; xaropes de agucar de milho, agucar da
cana de actcar e da beterraba, os quais sdo invertidos por acidos e enzimas, bem como
xaropes de milho ou seus derivados ricos em frutose obtidos por isomerizacdo. H4 um
crescente interesse em se encontrar um método simples e econdmico para a deteccdo de
fraudes e adulteracdes no mel. A adicao de xarope de milho com elevado teor de frutose tem
gerado preocupacao, pois € dificil de ser detectada pelos métodos analiticos convencionais
(RUIZ-MATUTE et al., 2007, 2013; CHEN et al., 2011). Estudos t€ém buscado detectar este
tipo de adulteracdo através da andlise de oligossacaridios, pois geralmente estes xaropes
contém vestigios de fruto-oligossacaridios, de maior massa molecular, que nao sao
caracteristicos do mel. Contudo, esse método ndo foi validado para esta finalidade devido as
alteragdes constantes na composicdo dos xaropes utilizados, independente do tipo, tornando
dificil a detec¢do da adulteragdo. Para tal, a determinacdo dos glicidios deve ser
constantemente atualizada para de modo a tornar possivel a deteccdo da composi¢ao real dos
fruto-oligossacaridios dos xaropes de milho e assim confrontar com o perfil encontrado nas
amostras do mel genuino. Além disso, a propria composicdo do mel ¢ bastante varidvel

conforme a origem botanica e/ou geografica (BOGDANOV et al., 2002; RUIZ-MATUTE et
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al., 2007; RUIZ-MATUTE et al., 2013). Na Figura 6 ¢ mostrado um perfil de fruto-

oligossacaridios no mel.
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Figura 6. Estrutura quimica dos principais fruto-oligossacaridios: (A) 1-cestose, (B) nistose
e (C) frutofuranosilnistose.
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Tabela 6. Glicidios em méis monoflorais.

Origem botanica GLI FRU FRU/ SAC MAL TUR NIG MEB Referéncias
GLI
Rosmarinus officinalis L.% 31,20 £0,44 36,20+0,44 1,17+0,03 1,60+0,50 3,90+0,17 - - - 1
Citrus spp.b 30,40+0,61 36,80+0,54 1,20+0,02 4,24+0,85 3,4520,24 - - -
Lavandula latifolia Med. 30,50+0,73 37,40+0,23 1,23+0,02 0,88+0,33 4,40+0,17 - - -
Helianthus annuus L. 35,20+0,39 39,40+0,19 1,12+0,01 0,07+0,01 2,74+0,08 - - -
Eucalyptus camaldulensis 31,40+0,40 38,70+0,17 1,23+0,02 0,29+0,82 4,81+0,21 - - -
Dehnh®
Eucalyptus globulus Labill.®
Ericaceae mainly Erica spp.’ 29,50+0,43 37,40+0,32 1,27+0,02 0,06+0,02 3,60+0,15 - - -
Eucalyptus spp.° 32,5+3,04 42,4426 1,30+0,16 0,39+0,74 2,51+1,48 1,70+1,02 1,67+0,92 0,09+0,10 2
Croton sp.f 32,30+0,7 40,0+1,1 1,24+0,06 0,4+0,2 4,2+0,5 5,1+0,2 - 0,5+0,3 3
Robinia pseudoacaciah 26,30+13,00  43,89+12,90 1,70+0,10 2,00£2,00 2,60+0,70 2,90+0,60 - 0,10+0,10 4
Castanea sp.' 26,52+20,70  40,72+22,80 1,50+0,10 0,20+0,20 1,50+0,50 2,80+0,80 - 0,30 £ 0,30
Brassica sp.! 39,64+22,90  37,92+15,20 1,00+0,10 0,10+0,10 0,30+2,60 1,30+0,60 - ND
Lavandula latifolia Med.* 32,33+13,10  38,46+13,00 1,20+0,10 4,70+2,80 2,60+0,60 1,80+0,50 - 0,10 £ 0,00
Tilia sp.I 32,67+19,00  38,16+23,60 1,20+0,10 0,50+0,60 1,90+0,40 3,20+1,10 - 0,30+0,10
Helianthus annuus L. 37,90+18,60  39,98+22,60 1,10+0,10 1,10+0,10 1,10+0,40 0,90+0,30 - ND
Citrus spp.b 26,18* 33,12* 1,27* 1,80* 1,95* 2,87* 18,00* 0,20* 5

(1) Mateo e Bosch-Reig (1998); (2) Da Costa et al. (2000); (3) Matos et al. (2002); (4) Cotte et al. (2004); (5) Ruiz-Matute et al. (2008); Nome popular dos tipos de
mel: (a) Alecrim (b) Citrus (c) Lavanda (d) Girassol (e) Eucalipto (f) Morrdo de candeia (g) Urze (h) Acécia (i) Castanha (j) Rape () Tilia; SAC = sacarose; MAL = maltose;
TUR = turanose; NIG = nigerose; MEB = melebiose; FRU/GLI = razéo frutose / glicose; (-) = ndo analisado; ND = ndo detectado; *néo ha informacéo sobre o DP; Todos os

resultados est&o expressos em g 100g™ de mel
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Tabela 6. Glicidios em méis monoflorais (continuagéo).

Origem boténica I1SO ERL RAF PAN MEL MTR Referéncias
Rosmarinus officinalis L.2 0,97+0,08 - - - - - 1
Citrus spp.” 0,47+0,07 - - - - -

Lavandula latifolia Med.* 1,09+0,11 - - - - -
Helianthus annuus L. 0,31%0,04 - - - - -

Eucalyptus camaldulensis Dehnh® 0,79+0,09 - - - -
Eucalyptus globulus Labill.®

Ericaceae mainly Erica spp.’ 1,0040,07 - - - - -

Eucalyptus spp.® 0,53+0,64 - 0,07+0,06 0,02+0,02 0,18+0,15 0,35+0,40 2
Croton sp.f - 0,2+0,1 0,3+0,1 1,0+£0,5 - 0,22+0,01 3
Robinia pseudoacaciah 0,90 £ 0,30 1,90+1,20 0,00+0,10 0,20+ 0,10 0,10+ 0,10 0,40 £ 0,20 4
Castanea sp.' 1,80+ 0,80 0,20+0,20 0,00+0,10 0,20+ 0,10 0,30+ 0,30 0,20+ 0,10

Brassica sp. 0,40 £ 0,20 ND ND 0,1+0,20 ND ND

Lavandula latifolia Med.* 0,5+0,20 1,40+0,60 0,10+0,00 0,10+0,10 0,10+ 0,00 0,20+0,10

Tilia sp. 1,70 +0,80 1,00+0,60 - 0,40 0,20 0,30+0,10 0,50 +0,20

Helianthus annuus L.° 0,30+0,10 ND ND 0,10+ 0,10 ND 0,10+ 0,00

Citrus spp.b 16,20* 0,50* 0,01* 2,50* 0,90* 1,50* 5

(1) Mateo e Bosch-Reig (1998); (2) Da Costa et al. (2000); (3) Matos et al.(2002); (4) Cotte et al. (2004); (5) Ruiz-Matute et al. (2008); Nome popular dos tipos de
mel: (a) Alecrim (b) Citrus (c) Lavanda (d) Girassol (e) Eucalipto (f) Morrdo de candeia (g) Urze (h) Acécia (i) Castanha (j) Rape (1) Tilia; 1SO = isomaltose; ERL =
erlose; RAF = rafinose; PAN = panose; MEL = melezitose; MTR = maltotriose; FRU/GLI = razéo frutose / glicose; (- ) = ndo analisado; ND = ndo detectado; *nao
ha informacéo sobre o DP; Todos os resultados estdo expressos em g 100 g™ de mel.
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2.2. COMPOSTOS VOLATEIS

O perfil de aroma de um produto alimentar ¢ importante tanto para aspectos de
qualidade organoléptica quanto de determinacao de sua autenticidade (CARERI et al., 1994).
A variedade de compostos volateis e os seus respectivos teores dosados em alimentos sdo o
que define a chamada “impressao digital do produto”. Tradicionalmente, a origem botanica do
mel ¢ determinada por andlise microscopica do polen (andlise polinica), uma técnica
conhecida como melissopalinoloégica. No entanto, esta analise possui custo elevado, ¢
demorada e depende fortemente das qualificagdes e julgamento do analista (MANYI-LOH et
al., 2011). Portanto, existe uma tendéncia para substituir a analise polinica por marcadores
analiticos através da discriminacdo fisico-quimica do mel. Sendo assim, pesquisas foram
realizadas priorizando o estudo do perfil de compostos volateis do mel, tendo sido
identificados mais de 600 compostos volateis em diferentes familias quimicas, originados a
partir de varias vias biossintéticas. Geralmente, os compostos volateis podem ser derivados a
partir da fonte da planta ou néctar, a partir da transformacdo de compostos da planta pelo
metabolismo de abelha, de aquecimento ou de manuseamento durante o processamento e
armazenamento de mel, ou de contaminagdo microbiana ou ambiental. As classes quimicas
em que os compostos volateis mel pertence incluem: hidrocarboneto, aldeido, alcool, cetona,
acido, éster, benzeno e seus derivados, furano e pirano, norisoprenoides, terpenos e seus
derivados, e compostos ciclicos (BARRA et al., 2010). No entanto, apenas os compostos
derivados da planta e seus metabolitos (terpenos, norisoprenoides, benzenos e seus derivados)
devem ser utilizados para discriminar a origem floral do mel. (MANYI-LOH et al., 2011).

Além dos compostos volateis no mel serem uma ferramenta util para a caracterizagao
da sua origem botanica (OVERTON; MANURA, 1994; ANKLAM et al., 1998; ANKLAM,;
RADOVIC, 2001; RADOVIC et al., 2001), ¢ possivel que sejam responsaveis por uma parte
consideravel da agdo terapéutica do mel. Derivados benzenos, por exemplo, sdo compostos
heterociclicos que servem como precursores essenciais para a sintese de produtos naturais e
farmacos dotados com ag¢do antiviral, antibacteriana, antifingica, antitumorais e efeitos de
modulacdo da resposta imunologica. J& compostos hidrocarbonetos aromaticos presentes no
mel podem servir como marcadores de poluicdo ambiental (MANYI-LOH et al., 2011).

Dessa forma, diversas técnicas estdo sendo empregadas para identificagdo de
compostos volateis de aroma no mel e determinagdo da sua “impressao digital”. No entanto, a
composicdo de volateis no mel exibe forte variabilidade de acordo com os sistemas de

extracdo, uma vez que a volatilidade e a polaridade de cada composto afeta significativamente
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a percentagem de recuperagdo. Alguns destes métodos, por exemplo, hidrodestilagao (HD), a
extragdo liquido-liquido (LLE), extra¢do de destilagcdo a vapor simultanea (SDE) ou Likens-
Nickerson destilagdo simultanea extracdo (LNSDE) e micro-extracdo simultanea de vapor
destilacao solvente (MSDE) utilizam calor (MANYI-LOH et al., 2011). A aplicagdo de calor
inerente a estes métodos pode promover a perda de compostos termolabeis bem como gerar
artefatos através da reacdo de Maillard. Um estudo comparativo do efeito da temperatura
sobre os parametros fisico-quimicos, a composicao volatil e qualidade sensorial de mel de
urze armazenado durante um ano foi realizado, verificando-se aumento significativo nos
niveis de 2- furanometanol, furaneol, 2-metil-furano-acido carboxilico, maltol e 2,3-di-hidro-
3,5-di-hidroxi -6-metil-4(H)-piran-4-ona (DDMP) quando armazenados a 40°C (CASTRO —
VAZQUEZ et al., 2012).

Além disso, vale considerar que devido a baixa concentragao de volateis, € necessario
remover os agucares que sao 0s componentes principais no mel antes de isola-los. A extracao
com solventes comecou a ser amplamente utilizada para a caracterizacdo do mel, evitando a
perda de compostos termolédbeis e simplificando o processo de analise. No entanto, a extragao
direta com solventes pode solubilizar compostos ndo volateis e contaminar a porta de inje¢ao
de CG. Também alguns analitos podem ser mascarados pelo solvente prejudicando a sua
detecgdo. O método de extracdo por extragdo em fase solida (EFS) ¢ uma técnica alternativa
para o isolamento de compostos volateis sem a utilizagdo de calor, e combina a utilizacao de
solvente e um polimero poroso. Este método de extragao por coluna foi utilizado previamente
(SHIMODA; WU; OSAJIMA, 1996). A amostra de mel foi dissolvida numa solu¢do de agua
deionizada e ciclo-hexanol e passado através de uma coluna empacotada com esferas de
polimero poroso (Porapak Q). Os constituintes adsorvidos foram entdo eluidos com éter
dietilico, concentrados e analisados por GC/EM. Este modelo foi posteriormente adaptado
para analise de méis brasileiros, sendo eles: de caju (Anarcadium occidentale) e marmeleiro
(Croton spp.) (MOREIRA et al, 2002). A técnica de microextragdao em fase solida (SPME) ¢
bastante promissora e apresenta as seguintes vantagens: 1- alta reprodutibilidade e
sensibilidade; 2- simples e rapido e 3- ndo apresenta as etapas complexas de pré-
enriquecimento contidas em outros métodos. Os resultados s@o dependentes do tipo de fibra e
das condigdes de extracao (DE LA FUENTE et al., 2005; ALISSANDRAKIS et al., 2007).
Para acessar informagdes mais detalhadas sobre SPME, existe uma revisdo critica bastante
interessante sobre o assunto publicada na literatura (CUEVAS-GLORY et al., 2007). Uma

nova técnica livre de solvente ¢ a extracdo em fase soélida dindmica (HS-SPDE), que utiliza
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uma agulha oca com um revestimento interno de um polimero. Os compostos volateis
concentram-se na pelicula absorvente (polimero), passando o gés através do dispositivo de
aspiragdo repetida com movimentos de ejecdo do émbolo da seringa. Comparado com HS-
SPME, o sistema HS-SPDE ¢ mecanicamente mais resistente e tem a vantagem potencial de
aumentar a quantidade de absor¢do de polimero, bem como a area de superficie disponivel
para a absor¢do de compostos volateis. No entanto, uma vez que este método ¢ relativamente
novo, mais investigagdes sdo necessarias para entender os efeitos de parametros, tais como
temperatura, tipo de fibra, agitacdo e niumero de ciclos de aspiracdo sobre a recuperacao dos
analitos (CUERVAS-GLORY et al., 2007). Embora a extragdo dos compostos volateis da
fragdo headspace do mel seja promissora na determinacdo do perfil volatil, foi verificado na
literatura que apds 3 meses de armazenamento, a quantidade de volateis no headspace
diminuiu. Portanto, estudos devem considerar esta perda na selecdo das amostras para evitar
viéses e/ou subestimagdo dos teores destes compostos. (KASKONIENE et al., 2008).

Outra técnica que vem sendo aplicada na extracdo de compostos volateis € a utilizagdo
de ultrassom de banho-maria como meio de extracdo compostos volateis e semivolateis do
mel com potencial promissor, pois ndo necessita de calor, e assim, ndo gera artefatos (como
derivados do furano ou hotrienol). Além disso, o processo inteiro que foi desenvolvido ¢
bastante rapido, e acessivel em relagdo ao equipamento. Além disso, esta técnica permite a
extragdo de compostos de peso molecular superior a 220 que podem possivelmente contribuir
para a determinac¢do da origem do mel. Contudo esta técnica ainda requer aperfeicoamento
(ALISSANDRAKIS et al.,, 2003). A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM) combina alta sensibilidade e eficiéncia de separagdo, sendo empregada
como técnica mais usual para determina¢do do perfil de aroma. A associacdo de narizes
eletronicos a espectometria de massas foi testada em méis de diferentes origens geograficas e
botanicas agregando a identificagdo dos compostos volateis de impacto para o aroma
(SORIA; MARTINEZ-CASTRO; SANZ, 2003).

A andlise de compostos volateis no mel pode entdo ser realizada para a determinagao
dos compostos de aroma de impacto ou marcadores de origem botanica. Vdarios autores tém
usado o perfil de compostos volateis para tipificar a origem floral ou mesmo apontar os
odorantes potentes de cada mel (ALISSANDRAKIS et al., 2005, 2007; BIACHI et al., 2011,
KAKONIENE et al., 2008). Na Tabela 7, podemos observar os compostos de aroma de maior
impacto em méis monoflorais ja identificados, em amostras de diferentes regides geograficas.

A fracdo volatil do mel de tomilho grego foi investigada por meio de técnica de ultrassom

45



assistidaseguida por andlise de CG-EM. Compostos fenolicos foram os mais abundantes,
seguidos acidos graxos de cadeia curta. No total, 14 compostos sdo propostos como
potentesmarcadores botanicos para mel de tomilho. Entre eles, 3-hidroxi-4-fenil-2—butanona e
3-hidroxi-1-fenil-2-butanona foram os mais importantes, ja que suas médias de concentragao
foram maioresdo que 35 mg kg de mel (ALISSANDRAKIS et al., 2009). Em outro estudo,
foram identificados 15 compostos como marcadores potentes para o mel de algoddo, entre os
quais: cinamaldeido (0,44 %), alcool cinamico (1,79 %),acido cindmico (1,13 %) e acido (Z)-
p-metoxi-cindmico (0,48 %), benzenopropanol (0,5 %), alcool homovanilico (0,6 %),
coniferaldeido (0,47 %), acido p-cumarico (1,77 %), acido fertlico (0,51 %)
(ALISSANDRAKIS et al., 2005).

Em um extrato analisado de mel de citrus proveniente da Grécia foram detectados,
através de analise de CG/EM, lilac aldeidos como os compostos volateis predominantes.
Esses compostos podem ser considerados os marcadores mais poderosos para 0 mel de citrus.
Adicionalmente, dihidroxi 6xidos de linalol, lavender lactona, dill éter, os quarto isémeros do
1-p-menthen-9-al, antranilato de metila e nerolidol também foram detectados. Os quatro
isbmeros de 1-p-menten-9-al, antranilato de metila e nerolidol poderia ajudar a descriminagédo
botéanica, Entre os compostos identificados, cinco sdo relatados como componentes de mel
primeira vez: isdbmeros do hidréxi Oxidos de linalol, 1,8-mentadien-4-ol, limonen-1-ole
metilantranilato metila (ALISSANDRAKIS et al, 2007). Em méis de cardo da Italia, a sua
impressdo digital foi atribuida a 16 compostos: nonanal, furfural, decanal, 3,6-dimetil-
hexahidrobenzofurano, benzaldeido, linalol, lilac aldeido (isbmero 1V), hotrienol,
fenilacetaldeido, 4-oxoisoforona, &lcool benzilico, 2-feniletanol, acidos octandico e nonandico
e antranilato de metila (BIACHI et al., 2011). Na Europa, tem sido cada vez mais utilizada a
técnica de espectroscopia de RMN para identificar biomarcadores de origem do mel. A
analise da composicdo volatil de méis europeus da regido de Cdrsega mostrou que o acido
quinurénico € um biomarcador do mel de castanha doce. J& os compostos alfa-isoforona e o
acido 2,5-dihidroxifenil-acético foram confirmados como marcadores do mel de morango
(DONASRSKI et al., 2010). Os compostos volateis: 2-fenil-etanol (38,3-58,4 %), e dxidos
cis- e trans-linalol, benzaldeido e alcool benzilico, foram extraidos da fracdo headspace por
SPME-CG/EM do mel de Amorphafruticosa. Por outro lado, os principais compostos
extraidos com solvente por ultrassomforam: 2-fenil-etanol (10,5-16,8 %) e seringato de metila
(5,8-8,2 %), com uma pequena percentagen de linalol, derivados de benzeno e de &cido

benzoico, hidrocarbonetos alifaticos e alcodis, derivados do furano e outros (JERKOVI et al.,

46



2009). Amostras de méis monoflorais de rapeflower, trevo, cominho e duas amostras
poliflorais foram analisados, sendo encontrado um total de 93 compostos, sendo 32 no
headspace. Os compostos encontrados pertencem a diferentes classes quimicas, tais como:
alcoois, cetonas, aldeidos, acidos, terpenos, hidrocarbonetos, benzeno e derivados do furano.
Os compostos benzaldeido e benzenoacetaldeido foram encontrados em todas as amostras
analisadas; em 14 das 15 amostras, foram encontrados sulfureto de dimetila, pentanonitrilo e
benzilnitrilo; em 13 amostras, foram verificados os acidos isobutano, octandico e nonanoico;
furfural, linalol e nonanal em 12 amostras; octanal, lilac aldeido C, hotrienol; decanal em 11
amostras e, finalmente, 2- metilbutanonitrila em 10 amostras de mel. Apds 3 meses de
armazenamento, verificou-se variagdo na composicdo volatil da fragdo headspace, com
reducdo no teor de compostos (KAKONIENE et al, 2008). Em adicdo ao estudo dos
compostos biomarcadores, a analise dos odorantes potentes é uma vertente muito importante
para a elucidacdo dessa matriz tdo complexa que é o mel. Ruisinger and Schieberle (2012)
realizaram extracdo por evaporacao de solventes assistida (SAFE) e subsequente anélise do
aroma por dilui¢do do extrato (AEDA) em amostras de mel derapeflower. Verificaram que 28
areas de odor ativo poderiam ser detectadas através de um fator de diluicdo (FD), cuja faixa
foi de 4 a 2048. Os maiores FD foram encontrados com (E)-B—damascenona (cozido de
macd), acido fenilacético (mel), 4- metoxibenzaldeido (anis), o &cido 3-fenilpropandico
(florido, cera), e 2-metoxi-4-vinilfenol (de cravo). Vinte e trés odores foram quantificados
através da aplicacdo de isotopos estaveis. A diluicdo e os valores de atividade de odor (VAO)
foram calculados com base em limiares de odor fixados em uma solu¢do aquosa de frutose e
glucose. Os maiores VAOs foram calculados para (E)-B-damascenona, é&cido 3-
fenilpropandico, acido fenilacético, trissulfureto dimetila e fenilacetaldeido. Uma mistura
modelo contendo os 12 odorantes, mostrando um VAO > 1 nas mesmas concentragdes, como
ocorreu no mel de estupro (sic), foi capaz de imitar a impressdo de aroma do mel de origem.
A caracterizacdo dos odorantes chave na rapeflowersugeriu que o acidos 3-fenilpropandico e
fenilacético podem ser transferidos para o mel através das abelhas. Para melhor conhecimento
dos marcadores botanicos e dos odorantes de diferentes méis monoflorais, ha uma revisao

critica bastante interessante sobre o assunto (MANYI-LOH et al., 2011).
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Tabela 7. Compostos de aroma de maior impacto em méis monoflorais.

Tipo de mel Origem botanica Origem Odorantes potentes Referéncia
geografica
Mel de rape Brassica sp. Alemanha (E) - B — damascenona Ruisinger e Schieberle (2012)
acido 3 - fenilpropanoico
acido fenilacético
dimetil trissulfureto fenilacetaldeido

Mel de trigo Fagopyrum sp. EUA 3-metilbutanal, Zhou, et al. (2002)

mourisco 3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H) furanona

Mel de cambara

Mel de
marmeleiro

Mel de morréo-

de-candeia

Mel de assa-peixe

Gochnatia Velutina

Rosaceaesp.

Croton sp.

Vernonia sp.

(E)-p-damascenona
Brasil Benzaldeido
acido 2,3-metilbutandico

benzonitrila

Brasil Acido isovalérico
v — decalactona
eugenol
acido benzoico

acido vanilico

Brasil 2-feniletanol
2-butil-1-octanol

benzonitrila

Brasil 2-feniletanol

2,3-butanodiona

Moreira e De Maria (2005)

Moreira et al. (2002).

Matos et al. (2002)

Matos et al. (2002)
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2.3  MEL DE ANGICO

Entre os méis tropicais incomuns, temos o angico (Anadenanthera cf. colubrina). Ele
é de cor clara com um sabor e aroma suaves. Embora a planta se adapte rapidamente as
condigdes ambientais adversas, ela ndo é facilmente encontrada, provavelmente devido a sua
grande utilizacdo na produgéo de carvao e na construcdo rural. Um passo importante para a
conservacdo da espécie e o manejo florestal sustentavel seria estimular a apicultura. Uma
maneira de fazer o mel angico economicamente atraente € conhecer sua composi¢do quimica.
Ao longo dos ultimos 25 anos alguns autores relataram a composi¢do quimica de méis
tropicais brasileiros de diferentes biomas, entre estes: Mimosa verrucosa (jurema branca),
Mimosa caesalpiniaefolia (sansdo-do-campo) e Anacardium occidentale (caju) na caatinga
(MOREIRA et al., 2002; SODRE et al., 2011), Piptadenia moniliformis (catanduba), Croton
sp. (morrdo de candeia) e Gochnatia velutina (cambard), em Mata Atlantica (MOREIRA; DE
MARIA, 2005; SANT'ANA et al., 2011), Vernonia sp. (Assa-peixe) e Schinus sp. (Aroeira)
em area de cerrado (COSTA et al., 1999; DA COSTA LEITE et al., 2000; MATOS et al.,
2002; RIBEIRO; MOREIRA; DE MARIA, 2008). De acordo com estes estudos, alguns
pardmetros quimicos foram descritos, bem como suas alteragdes durante o armazenamento de
mel em condigdes tropicais (MOREIRA et al., 2007; 2010). Os pesquisadores também tém
focado seus esforcos ndo s6 para determinar a composicao quimica, mas também usé-la para
tipificar a origem geografica e botanica do mel (MATEO; BOSCH-REIG, 1997; KROPF et
al., 2010; KASKONIENE; VENSKUTONIS, 2008; SANT'ANA et al., 2011). A prética da
apicultura é uma potente acdo de conservagdo, bem como uma opcao de desenvolvimento que
pode melhorar as condigdes de vida das pessoas. Neste contexto, a conducgéo de estudos sobre
a composicao quimica de méis monoflorais exoticos de espécies encontradas em biomas
ameacados certamente ajudara a manter as arvores em pé. O presente estudo teve como foco
principal analisar alguns parametros quimicos de amostras de mel de angico genuinos e usar

alguns parametros para auxiliar na classificacdo botanica do mel.

49



3. OBJETIVOS GERAIS

Determinar as fracdes ndo volatil e volatil do mel de angico a fim de se obter
um maior conhecimento da composic¢ao quimica desta variedade de mel, bem como usar esses

parametros para a classificagdo botanica do mel.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o teor de umidade, acidez total, prolina livre e a atividade diastasica no
mel, através de métodos de refratometria, titulometria, potenciometria e espectrofotometria;

e Quantificar os teores de HMF, monossacaridios e oligossacaridios por CLAE;

e Identificar e semiquantificar a fracdo volatil, bem como indicar possiveis odorantes,
através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, a detector de ionizacao
em chamas e a um aparato artesanal para percepcao odorifera (CG-EM, CG-DIC e CG-
SNIFFING);

e Comparar o perfil de alguns parametros da fragdo ndo volatil do mel de angico com
os de méis de morrédo de candeia e de marmeleiro publicados anteriormente pelo grupo, com a

finalidade de usar esses parametros para identificar a origem botéanica.
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4. MATERIAIS E METODOS

41 AMOSTRAS E REAGENTES

Seis amostras de mel de angico (Anadenanthera cf. colubrina), colhidas em areas
remanescentes da Mata Atlantica da regido sul do pais, foram obtidas diretamente de
apicultores confiaveis e posteriormente estocadas em embalagens plasticas a -18°C sob
atmosfera de nitrogénio. As amostras foram analisadas no mesmo ano da coleta. Para a
realizacdo dos ensaios experimentais, as amostras foram aquecidas a 30°C e homogeneizadas
com leve agitacdo por 3 min. A analise polinica das amostras foi realizada previamente no
Laboratorio de Palinologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, seguindo método
descrito na literatura (LOUVEAUX; MAURIZIO; VORWOHL, 1978).

Os reagentes, metanol e acetonitrila de grau CLAE foram obtidos da Fluka (Suica),
enguanto a acetona e a prolina da Merck (Alemanha). Os padrdes de glicidios foram
provenientes da Sigma (EUA), tais quais: glicose, frutose; dissacaridios: sacarose [o-D-
glicopiranosil-B-D-frutofuranose], turanose [O-a-D-glicopiranosil-(1— 3)-D-frutofuranose],
maltose  [O-a-D-glicopiranosil-(+» 4)-D-glicopiranose], nigerose [O-a-D-glicopiranosil
-(1 — 3)-D-glicopiranose], melibiose [O-a-D-galatopiranosil-(1 — 6)-D-glicopiranose],
isomaltose[O-a-D-glicopiranosil-(+> 6)-D-glicopiranose, trealose [a-D-glicopiranosil-(1—»1)-
a-D-glicopiranose] e trissacaridios: maltotriose [O-a-D-glicopiranosil- (1— 4)-O-a-D-
glicopiranosil-(1 — 4)-D- glicopiranose], melezitose [O-a-glicopiranosil-(1 = 1)-pB-D-
frutofuranosil-(2—1)-a-D-glicopiranose], panose [O-a-D-glicopiranosil (1 —»6)-O-a-D-
glicopiranosil-(1— 4)- D-glicopiranose], rafinose [O-a-D-galatopiranosil-(1— 6)-O-a-D-
glicopiranosil-B-D- frutofuranose]. Ja os padrGes dos compostos volateis (0xido de trans-
linalol, 2-etil-1-hexanol, hexadecano, acido 2-metil-butandico, feniletanol, heneicosano,
tetracosano, acido benzoico, acido fenil-acético, hexacosano, acido fenilpropanodidico, acido
hexadecandico) foram posteriormente adquiridosa medida que os compostos foram sendo
identificados por CG-EM. O HMF foi da Aldrich (USA). O Porapak Q (50-80 mesh) foi

obtido da Milipore Corp. (EUA). Todos os outros reagentes foram de grau analitico.
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42  FRACAO NAO VOLATIL

421 Umidade

A umidade foi determinada por refratometria, conforme método descrito pela
AOAC (1990), utilizando-se um refratbmetro de Abbé. O teor de &gua foi obtido em

percentual atraves da Tabela de Chataway.

4.2.2 Acidez

As anélises de acidez foram realizadas com base no método titulométrico conforme
AOAC (1990). Considerou-se acidez total, o somatério da acidez livre e da acidez lactonica.
O teor de acidez livre foi obtido através de titulacdo de 1 g de amostra com solugdo de
hidroxido de sodio (NaOH) a 0,01N até a solucdo atingir um pH de 8,5. Para a determinacéo
da acidez lactdnica, pipetou-sel0mL de hidroxido de sédio na solucdo de amostra com pH

igual a 8,5, e posteriormente efetuou-se a titulagdo com é&cido cloridrico (HCI) a 0,01N.

423 pH

O pH foi determinado através de potenciometria, utilizando-se potenciémetro digital,
com base na AOAC (1990), a partir de 10mL de amostra de mel diluida em 75 mL de agua
destilada e deionizada.

4.2.4 Prolina livre

A quantificacdo de prolina livre na amostra de mel foi determinada através de
espectrofotometria (A = 510 nm) via reacdo com ninidrina, utilizando-se o espectrofotdmetro
Bel Photonics 2000UV (Brasil), segundo AOAC (1990). Os resultados foram determinados
em mg de prolina kg™ de amostra.
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425 Atividade diastasica

A atividade diastasica foi obtida atraveés de espectrofotometria, utilizando-se o
espectrofotdbmetro Bel Photonics 2000UV (Brasil), com base no método da AOAC (1990). Os
resultados serdo determinados em graus °G, obtidos a partir do volume de solugdo de amido a
1% hidrolisado pela enzima amilase presente em 1g de mel, por 1h, a uma temperatura de
40°C. O reagente de Lugol (solucdo aquosa de iodeto de potassio (KI) a 2 % + iodo (I;) a 1
%) foi usado para reacdo com o amido. Os tubos de ensaio com extratos da mesma cor do
reagente de Lugol (amarelo claro) ap6s o periodo de incubacdo foram considerados sem
amido ou dextrina e, portanto, a hidrdlise do amido foi completa.

426 HMF

A presenca de HMF na amostra foi determinada com base no método descrito por
LEE; ROUSEFF; NAGY (1986) adaptado por COSTA et al. (1999). A amostra diluida a 20
% foi clarificada a partir da adicdo de 0,5 mL de solucdo de Carrez 1 (21,9 g de acetato de
zinco cristalizado com 3 mL de &cido acético glacial em &gua bidestilada até o volume de 100
mL) e 0,5 mL de solucdo de Carrez 2 (10,6 g ferrocianeto de potassio em agua bidestilada até
0 volume de 100 mL). Posteriormente, a solucdo obtida foi centrifugada a 2000 x g durante
5min e 1mL do sobrenadante foi retirado e acondicionado em cartucho Sep-Pak C-18 (marca
Waters, USA), previamente condicionado com 2 mL de metanol e 5 mL de &gua destilada).
Em seguida, o cartucho foi lavado com 0,5 mL de hexano e o HMF foi eluido duas vezes com
3 mL de acetato de etila e o eluato foi seco com sulfato de sddioanidro. Por fim, uma aliquota
de 20 pL de amostra ou padrdo de HMF foi analisada por CLAE, utilizando equipamento
marca Shimadzu (Japdo), através de coluna Spherisorb ODS Il C-18 (250 x 4 mm, i.d.) da
marca Supelco (EUA), com fase mével de acetonitrila:agua (15:85, v/v) a 1,3 mL min™, e
deteccdo do efluente a 280nm. A quantificacdo foi determinada através da comparacdo entre a
altura do pico da amostra com o padrdo de HMF (mantido no escuro). O resultado foi

expresso em mg HMF kg™ mel.
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427 Glicidios

A determinacdo de monossacaridiosbaseou-se no método descrito por COSTA et al.
(1999) e a de oligossacaridios no método descrito por DA COSTA LEITE et al. (2000). Para
monossacaridios, cada amostra foi diluida a 0,5 % em acetonitrila (1:1, v/v) e posteriormente
centrifugada por 5 min em uma centrifuga para eppendorff (Incibras, Brasil). Os padrdes de
glicidios (frutose e glicose) foram dissolvidos em agua nas mesmas condi¢Ges da amostra e
concentrados a 2 mg mL™. A anélise procedeu-se por CLAE, em equipamento similar ao
descrito no topico anterior, porém a separacdo dos compostos glicidicos foi realizada em
coluna Lichrosphere 5-NH; (250 x 4 mm, i.d.) da Merck (Brasil) usando fase movel de
acetonitrila:agua (85:15, v/v) a 1,5mL min™ e a detecgéo foi executada com detector de indice
refracdo (IR) da Waters (EUA).Para oligossacaridios, as condi¢des foram as mesmas dos
monossacaridios, exceto que as amostras foram preparadas a 5 % (v/v) a fase movel foi
acetonitrila:dgua (85:15, v/v) a 1,2 mL min™. Os padrdes foram injetados separadamente e
tanto a mistura de padrdes como a amostra foramadicionadas de cada glicidio
individualmente, para confirmacdo da identidade dos compostos. A quantificacdo foi obtida
por comparagdo com a altura do pico dos padrdes de cada glicidio. Os resultados foram
expressos em g % de cada glicidio. Quando o glicidio ndo foi detectado a concentragdo foi

considerada zero para propostas de célculo.
43 FRACAO VOLATIL
4.3.1 Isolamento dos compostos volateis

Os compostos volateis foram isolados por cromatografia de adsorcdo, através do
método proposto por SHIMODA; WU; OSAJIMA (1996) e modificado por MOREIRA et al.
(2002). A extracdo foi obtida a partir de uma solugéo aquosa (20 g%, p/v) de 100 ml de
amostra de mel, contendo 50 mg de n-pentanol como padrdo interno. A solucdo da amostra foi
passada em uma coluna de vidro (0,5 cm d.i. x 18 cm) empacotada com adsorvente Porapak
Q® (Supelco, USA), previamentea condicionado a 225°C por 3 h em Ny, a um fluxode 0,9 L
min™ - 1,0 L min®. Em seguida, a coluna foi invertida e lavada com 100 mL de 4gua
bidestilada para remocdo de glicidios. A dessor¢do dos compostos volateis foi obtida em

acetona, em volume de 100 mL, e o eluato foi concentrado a 2 mL em rotaevaporador a 20°C.
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432 CG-DIC

A andlise cromatografica foi realizada em CG modelo Carlo Erba 4300 (Carlo Erba,
Italia), com DIC, através de coluna polar de silica fundida Supelcowax™ 10 (Supelco, EUA),
com dimens0es de 30 m x 0,25 mm e filme com 0,25um de espessura. O forno foi aquecido a
50-240°C, com elevacao de 3°C por minuto, sendo posteriormente mantido a 240°C durante
20 min. O DIC e o injetor foram mantidos a 240°C e 230°C, respectivamente. A injecéo foi
realizada com divisor de 1:20. Os compostos foram identificados através de padronizacdo
externa e quantificados por padronizacéo interna. O indice de Kovatz (IK) foi determinado
com base na modificacdo realizada por VAN DEN DOOL; KRATZ (1963).

433 CG-EM

A analise por CG-EM foi realizada em equipamento cujo modelo é Shimadzu GC-
17A/QP-5050 (Shimadzu, Japdo), com sistema de dados proprio, um scan ciclico de 1 s, um
limite de massa de m/z 20-300 e voltagem de ionizacdo a 70 ev. As condigdes
cromatogréficas e a coluna foramas mesmas descritas no subtopico 4.3.2. Somente 0s
compostos identificados pela biblioteca de massas do equipamento (National Institute of
Standards and Technology 12.lib and 62.lib data systems) em conjunto com padronizacao externa

foram considerados como definitivamente identificados.

4.3.4 CG-SNIFFING

A mesma coluna capilar e a mesma condicdo de programacdo mencionadas no item
4.3.2 foram usadas para avaliar da percepcao odorifera através de um aparato artisanal. Um
tubo de silica oco foi usado como divisor (1:10), de modo que 9 em cada 10 partes foram
percebidos por cada um dos trés assessores e a nota odorifera foi qualificada livremente. Os

padrdes de referéncia também foram qualificados olfativamente por meio de CG-SNIFFING.
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4.4  ANALISE ESTATISTICA

O estudo foi realizado com delineamento inteiramente casualizado, em triplica. Os
dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas através de
teste de Tukey, considerando nivel de confianga de 5% (p < 0,05) (OriginPro versdo
8.1.10.86) e por meio de analise de agrupamento hierarquico aglomerativo (Cluster analysis)
(XLSTAT versdo 07/02/2013). O Meétodo de agrupamento compreende uma técnica
quimiomeétrica que envolve a medicdo da distancia ou similaridade entre os objetos a serem
agrupados (TERRAB; DIEZ; HEREDIA, 2002).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 8 mostra, para cada mel de angico, o conteido de diversos parametros
quimicos, tal qual: umidade, acidez, prolina diastase, HMF, glicose e frutose. Foi aplicada
apenas a estatistica basica (meédia e desvio padrdo) porque essas varidveis ndo permitiram
tipificar a origem botanica do mel, provavelmente devido ao tamanho pequeno da
amostragem ou porgue a maioria dos parametros ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas. O contetdo de agua ficou na faixa de 15,80-18,00 %, que concordou com 0S
valores encontrados em méis de diferentes tipos florais da Caatinga (16,40-19,00 %) (SODRE
et al., 2011), mas foram menores que os da Mata Atlantica do sudeste do Brasil (18,00-20,00
%) (COSTA et al., 1999; DA COSTA LEITE et al., 2000) e da Lituania (18,80-20,20 %)
(STELMAKIENE, et al.,, 2012). A acidez total das amostras analisadas apresentou uma
variagdo de 16,40-18,00 millieq Kg™, que ficou de acordo com o encontradoem outros méis
da Mata Atlantica do sudeste do Brasil (15,60-17,90 millieq kg™*) (COSTA et al., 1999). Esses
resultados, por outro lado, foram diferentes daqueles da Caatinga que mostraram uma grande
variacdo de 10,00-53,80 kg millieq* (MOREIRA et al., 2002, SODRE et al., 2011). Esta
variacdo substancial foi favorecida pela elevada acidez (51,00-53,80 millieq Kg™)

normalmente encontrada nos méis de caju (Anacardium occidentale).
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Tabela 8. Parametros quimicos em amostras de mel de angico.

Amostras  Umidade Prolina Acidez total Diastase HMF Frutose Glicose Fru/Gli
(%)  (mgkg") (milliegKgh) (°G)  (mgkgh) (@%)  (9%)
Al 18.00 320.00 16.40 12.20 15.10 42.10 34.10 1.23
A2 16.00 450.00 17.10 11.70 17.20 43.00 33.30 1.29
A3 17.80 295.00 17.60 10.20 13.40 42.70 32.60 1.31
Ad 15.80 342.00 16.70 12.40 16.00 43.30 34.20 1.27
A5 16.50 373.00 18.00 11.20 13.80 42.40 33.00 1.28
A6 17.00 357.00 17.50 10.80 14.70 41.90 32.90 1.27
Média 16.75 349.50 17.30 11.45 14.90 42.55 33.15 1.28
D.P. 0.92 53.55 0.60 0.84 1.41 0.54 0.66 0.0

Os dados sdo apresentados como valores médios de seis experimentos independentes, em duplicata.
A - amostras angico °G - grau de Gothe HMF - hidroximetilfurfural
Fru/Gli - relag@o frutose/glicose D.P. - desvio padrdo
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O teor de prolina livre ficou dentro do limite de 295-450 mg kg*, que foi
significativamente (p < 0,05) menor em comparagdo com 0 encontrado para 0 morrdo de
candeia (Croton sp.) (657-771 mg kg™), assa-peixe (Vernoniasp.) (633-737 mg kg™) e caju
(1323-1481 mg kg™), méis originarios dos biomas Mata Atlantica, Cerrado (MATOS et al.,
2002) e Caatinga (MOREIRA et al., 2002), respectivamente, Entretanto, o teor de prolina
livie no mel de angico foi maior do que o achado em méis da Europa (189-292 mg kg™)
(JANISZEWSKA; ANIOLOWSKA; NOWAKOWSKI, 2012). O valor mais elevado de
prolina em algumas variedades de mel reflete, possivelmente, o trabalho intensivo das abelhas
Brasileiras sobre o néctar recolhido através daadicdo de secre¢des glandulares. O contetdo de
HMPF em amostras de angico apresentou uma variagdo menor (13,40-17,20 mg kg™) do que a
encontrada em méis de diferentes tipos florais da Caatinga (3,90-24,60 mg kg™*) (SODRE et
al., 2011) e também em relagéo aos valores achados em méis de Portugal (1,31-13,84 mg kg™)
(IGLESIAS et al., 2012). Em contraste, as amostras de morro de candeia (4,5-6,1 mg kg™) e
assa-peixe (2,6-3,8 mg kg™), méis dos biomas Mata Atlantica e Cerrado, respectivamente,
tiveram uma concentracdo de HMF significativamente menor (p < 0,05) (MATOS et al.,
2002). Na Figura 7 é apresentado um cromatograma de HMF em mel de angico e seu
respectivo padrdo. A atividade diastasica ficou na faixa de 11,4 a 12.4°G, o qual foi
menordaquela achada em méis de morrdo de candeia (13,2-16,7°G) e assa-peixe (13,2-
18,5°G), méis dos biomas Mata Atlantica e Cerrado (MATOS et al., 2002), respectivamente,
e também, em relacdo aos méis de Portugal (10-25°G) (FEAS et al., 2010). Por outro lado, a
atividade diastasica em méis de angico foi maior que a encontrada em méis de diferentes tipos
florais da Caatinga (5,30-12,70°G) (RICARDO et al., 2002; SODRE et al., 2011).
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Figura 7. Cromatogramas do HMF padréo e de amostras de angico (Al).

1 — Padrdo de HMF 2 — Amostra de angico
CondicBes cromatograficas. Acetonitrila/agua (15:85, v/v), fluxo: 1,3m min™, detector: UV (280nm)
coluna: ODSII.
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O conteudo de frutose e glicose em méis de angico variou entre 41,90-43,30 % e
32,60-34,20 %, respectivamente, o qual foi ligeiramente superior do que aqueleverificado nos
méis de morrao candeia (38,9-41,1 %, 31,6-33,0 %) e assa-peixe (38,6-41,0 %, 31,4-32,8 %),
méis dos biomas Mata Atlantica e Cerrado (MATOS et al, 2002), respectivamente. Porém, foi
significativamente (p < 0,05) maior do que os resultados encontrados nos méis de caju (32,8-
33,8 %; 25,8-26,9 %) e marmeleiro (38,2-39,1 %; 25,8-27,0 %), méis oriundos do bioma
Caatinga (MOREIRA et al., 2002), e echium (Echium vulgare) (34,0-38,4 %; 27,8-34,9 %) e
castanha (Castanea sativa) (30,1-33,3 %, 24,74-28,76 %), méis oriundos da Espanha (LEON-
RUIZ et al., 2011). Um menor teor de monossacaridios verificado em méis da Caatinga pode
ser explicado pela baixa atividade da invertase quando as amostras séo expostas ao ambiente
guente do semiarido. O mesmo parece acontecer com a atividade diastasica. Em estudo
anterior (MOREIRA et al., 2007), méis frescos do bioma Caatinga foram submetidos a
armazenamento por 3 ou 6 meses a 35-40°C. Houve uma reducdo da atividade diastasica e,
além disso, nem o contetudo de hexose e nem a reacdo de transglicosilacdo, catalisada pela
invertase, aumentou com 0 aquecimento da amostra submetida a condi¢es controladas de
temperatura. Na Figura 8 é apresentado um cromatograma do perfil de monossacaridios em
mel de angico e seu respectivo padréo.

Alguns autores, ao longo de duas décadas, tém investigado o contetdo individual de
oligossacaridios na tentativa de classificar a florada de meis monoflorais a partir desse perfil
(MATEO; BOSCH-REIG, 1997; DA COSTA LEITE et al., 2000; COTTE et al., 2004;
MORALES; CORZO; SANZ, 2008; RUIZ-MATUTE et al., 2013; CONSONNI et al., 2013).
O perfil de oligossacaridios tem potencial para juntamente como outras analises indicar
inequivocamente a florada. Com base neste principio, o perfil de oligossacarideos de méis de
angico, do presente estudo, foi comparado com os obtidos previamente de méis de morrdo de
candeia da Mata Atlantica do sudeste do Brasil (DA COSTA LEITE et al., 2000; MATOS et
al., 2002 e de marmeleiro do bioma Caatinga (DA COSTA LEITE et al., 2000; MOREIRA et
al., 2002). No que diz respeito & variabilidade dos dados, a Tabela 9 mostra os valores
individuais, a média e o desvio padrdo para todos os oligossacaridios encontrados nos trés
méis monoflorais (angico, morrdo de candeia e marmeleiro). A maltose (valor médio = 3,98
g%) foi o principal dissacaridio encontrado no angico, resultado similar ao achado em morrao
de candeia (4,02 g%) , marmeleiro (2,07 g%) e méis espanhois (3,96 g%) (MATEO; BOSCH-
REIG, 1997). A maltotriose ndo foi detectada em angico, mas atingiu valores médios de 0,22

g% e 0,57 g% nos méis de morrdo de candeia e marmeleiro, respectivamente, e 0,01 g% em
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méis de laranjeira (Citrus sinensis) dos EUA (RUIZ-MATUTE et al., 2008). Os valores
meédios para turanose, nigerose, sacarose, isomaltose, maltotriose, panose e rafinose achados
em angico foram significativamente diferentes (p < 0,05) do que os encontrados em méis de
morrdo de candeia e marmeleiro. Embora a amostragem fosse pequena, foi possivel encontrar
diferencas significativas entre os trés tipos de mel com base em 70 % dos oligossacaridios
analisados. (Tabela 9). Desse modo, foi efetuado um tipo de analise multivariada denominada
agrupamento hierarquico aglomerativo (Cluster analysis). A busca por agrupamentos naturais
entre as amostras € uma forma preliminar para estudar a estrutura de dados. Os resultados
apresentados como um dendograma foram capazes de mostrar a presenca de aglomerados de
mel em funcédo da florada (Figura 9). A proximidade de objetos no p-espaco parece refletir a
similaridade de suas propriedades. Os trés tipos de mel foram agrupados em grupos
independentes, mas o grupo doangico ficou mais proximo do grupo do morrdo de candeia e
ambos ficaram distantes do grupo do marmeleiro.As plantas angico e morrdo de candeia séo
encontradas no bioma Mata Atlantica, enquanto o marmeleiro é tipico de regido semi-arida,
onde predomina o bioma Caatinga. A Figura 10 mostra o perfil de classes do qual pode ser
visto que a turanose, nigerose, panose e isomaltose sdo os principais contribuintes para a
diferenciacdo dos trés tipos de mel monofloral. Estes resultados indicam que a analise
multivariada do tipo Cluster analysis parece ser capaz de agrupar méis tropicais Brasileiros de
acordo com o tipo floral. Nas Figuras 11, 12, 13 e 14 sdo apresentados cromatogramas do

perfil de oligossacaridios em mel de angico e seus respectivos padroes.
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Figura 8. Cromatogramas de monossacarideos das misturas padrdo e de amostras de
angico (Al).
Condigdes cromatograficas: acetonitrila/dgua (85:15, v/v), fluxo: 1,5 mL min™.

Detector: IR Coluna: Lichorsfere 5-NH,  FRU - frutose ~ GLI - glicose

63



Tabela 9. Perfil de oligossacaridios em amostras de méis tropicais de angico, morrao

. . *okk
de candeia**e marmeleiro .

Amostras MAL TUR NIG MEB SAC IS0 MTR  PAN MEL RAF
Al 3.51 1.95 1.80 0.00 0.83  0.00 0.10 0.02 0.21 0.15
A2 4.12 1.76  2.15 0.00 0.97  0.00 0.12 0.00 0.17 0.09
A3 3.97 231 1.79 0.00 1.04  0.00 0.07 0.03 0.23 0.06
Ad 4.54 217 1.66 0.00 1.09  0.00 0.05 0.02 0.15 0.11
A5 3.76 1.86 1.93 0.00 1.16  0.00 0.14 0.00 0.21 0.10
A6 4.00 205 203 0.00 0.95 0.00 0.08 0.01 0.16 0.09

Média™"  3.99°  2.00* 1.87*  0.00% 1.01*  0.00° 0.09°  0.02° 0.19°  0.10°
D.P. 0.35 0.20 0.18 0.00 0.12  0.00 0.03 0.01 0.03 0.03
MC1 4.70 490 0.00 0.00 060 0.70 0.20 0.50 0.20 0.20
MC2 3.70 5.30 0.00 0.00 0.20 0.30 0.20 1.50 0.20 0.40
MC3 3.50 400 0.00 0.00 040  0.50 0.40 1.20 0.30 0.40
MC4 4.20 480 0.00 0.00 0.30 0.80 0.10 0.90 0.10 0.50

Média” 3.85° 485" 0.00° 0.00% 0.35° 0.60° 0.20°  1.05° 0.20°  0.40°
D.P. 1.94 0.54 0.00 0.00 017 0.22 0.13 0.43 0.08 0.13
M1 1.80 0.78  0.90 0.14 048  1.60 0.50 0.26 0.03 0.16
M2 2.40 090 1.10 0.06 052 220 0.70 0.34 0.10 0.22
M3 1.90 085 1.15 0.13 051 210 0.60 0.32 0.07 0.17
M4 2.20 091 0.80 0.09 054 1.85 0.50 0.27 0.04 0.21

Média**  2.05° 0.88° 1.00° 0.11° 0.52° 1.98° 0.55°  0.30° 0.06°  0.19°

D.P. 0.28 0.06 0.17 0.04 0.03 0.27 0.10 0.04 0.03 0.03

a - Os valores médios em cada coluna com diferentes letras sdo significativamente diferentes sendo

p <0,05D.P. - desvio padrdo

A- amostras de angico (Mata atlantica do sul) MC — amostras de morrdo de candeia (Mata Atlantica do sudeste)
M - amostras de marmeleiro (Bioma Caatinga)

*QOs dados foram apresentados como médias de seis experimentos independentes em duplicatas ** Os dados
foram obtidos de artigos publicados anteriormente (da Costa Leite et al., 2000. Matos et al., 2002) *** Os dados
foram obtidos de artigos publicados anteriormente (da Costa Leite et al., 2000; Moreira et al., 2002) MAL -
maltose TUR - turanose NIG - nigerose MEB - melibiose SAC - sacarose 1SO - isomaltose MTR - maltotriose

PAN - panose MEL — melezitose RAF - rafinose
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Figura 9. Dendograma de cluster analysis de amostras de méis tropicais.

A —angico (Mata Atlantica da regido sul)
MC - morrdo de candeia (Mata Atlantica da regido sudeste)

M - marmeleiro (bioma Caatinga)
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A composicdo da fracdo volatil do mel de angico é apresentada na Tabela 10.
Dezesseis compostos foram identificados, onze dos quais foram identificados definitivamente
através da aplicacdo de padrbes de referéncia, da biblioteca de espectros de massas e
IK.Embora tenha sido utilizada padronizacdo externa e interna, nenhum método de
recuperacdo ou correcaofoi aplicado ao CG e, assim, os resultados quantitativos apresentados
sdo valores estimados. Oxido de linalol (trans-furandide) (12,2-16,1 ppb) foi o composto
volatil mais abundante, seguido por feniletanol (3,3-6,1 ppb), tetracosano (3,1-5,7 ppb) e 2-
etil-hexanol (3,3-4,9 ppb). Ja amostras de mel de cambara (Gochnatia velutina) da Mata
Atlantica do sudeste (MOREIRA; DE MARIA, 2005) apresentaram valores de 9,2-13,9 ppb e
<0,01 ppb para 2- etiletanol e feniletanol, respectivamente.O Oxido de linalol (trans-
furandide) foi encontrado em concentraces muito baixas nos méis de caju e marmeleiro
oriundos do bioma Caatinga (MOREIRA et al., 2002). A percepcdo dos compostos volateis de
méis de angico e padrdes puros através da técnica de CG-SNIFFING permitiu a percepcdo do
oxido de linalol (trans-furanoide) (notas: flor e como feno), 2-etilhexanol (nota verde),
feniletanol (notas: floral e picante) e &cido fenilacético (notas: doce e mel).O feniletanol foi
considerado um odorante importante para o aroma de meis de tilia(Tilia sp.) e haze (Corylus
sp.), ambos oriundos da Europa (BLANK; FISCHER; GROSCH, 1989), e também, para o
aroma de méis de caju (bioma Caatinga) (MOREIRA et al., 2002), méis de morrdo de candeia
(bioma Mata Atlantica) e méis de assa-peixe (bioma Cerrado) (MATOS et al., 2002) .O &cido
fenilacético ja foi identificado como um contribuinte importante para o aroma dos méis de
urze(Calluna vulgaris L) e os de colza (Brassica napus), ambos oriundos da Europa
(CUEVAS-GLORY et al., 2007), e, também, para os méis de caju e marmeleiro do bioma
Caatinga (MOREIRA et al., 2002) e méis de cambara do bioma Mata Atlantica (MOREIRA,;
DE MARIA, 2005). O composto hotrienol identificado no mel de angico ndo tem sido
descritopreviamente na fragdo volatil de outros méis Brasileiros. Entretanto, o hototrienol tem
sido detectado em mel de urze (CASTRO-VAZQUEZ et al., 2012) e de cardo (Carduus
nutans) (BIANCHI et al., 2011), ambosoriundos da Europa. A Figura 15 mostra as estruturas
quimicas de alguns compostos volateis supostamente de importancia para o aroma do mel de

angico.
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Figura 10. Perfis de classes de méis tropicais brasileiros.

1 - angico (Mata Atlantica da regido sul)
2 - morrdo de candeia (Mata Atlantica da regido sudeste)

3 - marmeleiro (bioma Caatinga)
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Figura 11. Cromatograma de oligossacaridios da mistura de padrdes.

Condicdes Cromatograficas: acetonitrila/agua (85:15, v/v), fluxo: 1,2 mL min™, detector: IR coluna:

Lichorsfere 5-NH,.
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Figura 12. Cromatograma de oligossacaridios da mistura de padrdes.

CondicBes Cromatograficas: acetonitrila/agua (85:15, v/v), fluxo: 1,2 mL min®, detector: IR

coluna:Lichorsfere 5-NH,.
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Figura 13. Cromatograma de oligossacaridios da amostra Al.

Condigdes Cromatograficas: acetonitrila/agua (85:15, v/v), fluxo: 1,2 mL

coluna:Lichorsfere 5-NH..

min

1

detector:

IR
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Figura 14. Cromatograma de oligossacaridios da amostra Al.
CondicBes Cromatogréficas: acetonitrila/agua (85:15, v/v), fluxo: 1,2 mL min®, detector: IR

coluna:Lichorsfere 5-NH..
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Tabela 10. Compostos volateis do mel de angico.

Compostos IK Concentracéao (ppb, Percepcéo
mediax D.P.) odorifera
Trans-linalool oxido? 1449 14.3+1.6 similar ao feno,
flores,
2-etil-1-hexanol® 1498 4.2+0.5 grama
Hexadecano® 1600 1.1+0.5 -
Hotrienol® 1630 - -
Acido 2-metil-butandico ? 1670 <0.01 -
Feniletanol® 1942 4.4+0.9 fFloral, picante
3-hexenil-hexanoato® 1948 - -
Heneicosano?® 2059 1.5+0.4 -
1-hidroxylinalool® 2129 - -
Tetracosano® 2405 45+1.0 -
Acido benzdico? - 3.7+0.5 -
Acido fenilacético? - 2.7+0.5 mel, doce
Hexacosano?® - 1.2+0.4 -
Acido fenilpropanodidico 2 - 2.5+0.6 -
Hexadecanoico?® - <0.01 -

Acido 4-metoxi-fenilacético ° -

IK — Indice de Kovatz

D.P. — Desvio padréo

a — identificacdo definitiva: via espectro de massas + composto referéncia

b — Tentativa de identificagdo: baseado somente em dados do espectro de massas

A média e o desvio padrdo foram estabelecidos por valores encontrados em seis amostras diferentes.
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Figura 15. Estrutura quimica de alguns compostos volateis identificados no mel de angico.

A- oxido de linalol (trans-furanoide) B-hototrienol C- feniletanol
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6. CONCLUSAO

Todas as amostras de méis atenderam a legislacdo Européia (Directiva CE 2001/110) e
a Legislacdo Brasileira;

Houve uma grande variabilidade nos parametros quimicos do mel de angico descritos
neste trabalho, quando comparado a outros méis Brasileiros e estrangeiros;

No entanto, foi possivel observar que o angico apresentou valores mais elevados em
frutose, glicose e HMF e valores de prolina e diastase menores do que outros meis tropicais e
que estas diferencgas foram independentes do bioma;

A anélise por agrupamento hierarquico aglomerativo (Cluster analysis) indicou que o
perfil de oligossacéaridios, sobretudo o de turanose, nigerose, panose e isomaltose, poderia
conter informacdo complementar para obter a caracterizacdo da florada, ndo s6 para méis
tropicais de diferentes origens florais e de diferentes biomas, como também a partir do mesmo
bioma;

As informagdes obtidas no presente trabalho mostraram que o 6xido de linalol (trans-
furanoide), 2-etihexanol, feniletanol e é&cido fenilacético poderiam ser importantes
contribuidores para o aroma de mel angico;

A andlise do hotrienol e da maltotriose poderia ser util no futuro como ferramenta
adicional para atestar a autenticidade do mel de angico, sobretudo o hotrienol que ndo tem
sido identificado em outros méis Brasileiros;

O angico é um mel tropical exotico que tem um grande potencial para impulsionar a
apicultura em biomas tropicais sujeitos a pressdo antrépica e, portanto, ajudaria a manter as

arvores de pé.
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8. ANEXOS

ANEXO A. MANUSCRITO SUBMETIDO AO BOLETIM DE PESQUISA DO
CENTRO DE PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS.
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RESUMO

A analise de umidade, acidez, prolina e hidroximetilfurfural (HMF) e atividade
diastésica tem sido usada a anos para medir a qualidade do mel . A umidade é o
critério de qualidade que determina a capacidade do mel para permanecer estavel e
resistir a deterioracdo, enquanto a acidez pode indicar fermentacdo por
microrganismos. O teor de HMF é o indice mais confidvel para monitorar
superaquecimento e controle das condicbes de armazenamento do mel. Os méis
monoflorais contém uma mistura complexa de glicidios, principalmente, glicose e
frutose; outros aclUcares estdo presentes em concentracbes minoritarias,
dependendo da origem floral. O perfil de oligossacaridios é usado ndo s6 para
tipificar a origem boténica e geogréafica como também para identificar a adulteracéo
com produtos a base xarope de milho.

Palavras-chave: meéis monoflorais, fracdo ndo volatil, glicidios
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CHEMICAL COMPOSITION OF APIS MELLIFERA HONEYS REVISITED. PART 1:
MOISTURE, ACIDITY, PROLINE, HYDROXYMETHYLFURFURAL, DIASTASE
AND CARBOHYDRATES.

ABSTRACT.

Levels of moisture, acidity, proline and hydroxymethylfurfural (HMF) and diastase
testing, for measuring honey quality have been in use for very years. Moisture is the
quality criterion that determines the capability of honey to remain stable and to resist
spoilage while acidity can indicate fermentation by microorganisms. HMF content is
more reliable heating/storage index in honey.

Unifloral honeys contain a complex mixture of carbohydrates, mainly glucose and
fructose; other sugars are present as traces, depending on the floral origin.
Oligosaccharide profile is used not only to typify botanical and geographic origin as
also to identify adulteration by corn syrup products.

Keywords: floral honey, non volatile fraction, carbohydrates
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INTRODUCAO

O mel é um produto de origem animal com sabor doce natural produzido
pelas abelhas e utilizado como alimento pelo homem desde a pré-histéria. Entre as
espécies produtoras, as do género Apis sdo as mais conhecidas e difundidas
(EMBRAPA, 2003). Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (2000), mel € o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a
partir do néctar das flores ou das secre¢des procedentes de partes vivas das plantas
ou de excrecdes de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de
plantas, que as abelhas recolhem, transformam, combinam com substéancias
especificas proprias, armazenam e deixam madurar nos favos da colmeia. Pode ser
classificado em monofloral ou unifloral, quando procede de néctar extraido da
mesma origem de flores (espécie, género ou familia), e multifloral ou polifloral,
quando é elaborado a-partir de néctar obtido de diferentes origens florais. Os méis
produzidos a partir de secrecdes procedentes de partes vivas das plantas ou
excrecoes de insetos sugadores sao classificados como melato (Codex Alimentarius,
2004; Lirio, 2010; Igwe et al., 2012).

Ele é composto por cerca de 180 substancias diferentes como:
oligossacaridios, enzimas, compostos nitrogenados, &acidos organicos, vitaminas,
minerais, compostos volateis, compostos fendlicos acidos, flavondides, pigmentos e
graos de pélen, podendo conter ainda cera de abelhas procedente do processo de
extracdo. Seus principais constituintes sdo: agua, frutose e glicose (Brasil, 2000;
Hosny, et al., 2009; Khalil et al., 2012). Embora a a4gua e os monossacaridios
representem 95 % ou mais do peso total, 0 mel € uma matriz alimentar de elevada
complexidade (Azeredo et al., 2003).

O seu consumo como alimento tém por finalidade adocar e agregar sabor a
bebidas, molhos, produtos de panificacdo entre outras diversas preparacoes
dietéticas (Fea et al., 2010). Contudo, apresenta ampla utilizacdo ndo somente como
alimento mas também na conservacéo de frutas e graos; como medicamento devido
as suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas e cicatrizantes, possuindo
ainda acao prebiética devido ao seu perfil de oligossacaridios (Meda et al., 2005;
Vargas, 2006; Hosny et al., 2009; Ouchemoukh et al., 2012). A quantidade per capita
consumida no mundo € variavel conforme a regido geografica e classe social da
populacdo. Na América Central, ocorre 0 maior consumo per capita com 380 g por
ano, seguido da Grécia e Ucrania, ambas com per capita anual de 150 g. Na Africa,
0 maior consumo per capita vem de Angola com 140 g (FAO, 2009).

A qualidade do mel é definida pelas suas caracteristicas sensoriais, fisico-
guimicas e microbiolégicas (Khalil et al., 2012), as quais sdo normatizadas através
dos parametros apresentados no Codex Alimentarius (2004) e diretrizes da Unido
Européia (2002). Diferencas na composicdo quimica do mel estdo diretamente
relacionadas as condi¢cdes de sua producdo, a qual depende da abundancia e
origem das flores na area de acdo das abelhas, qualidade do néctar, tipo de poélen,
condicOes climaticas e de estocagem (Azeredo et al., 2003). Por outro lado, uma vez
que a flora brasileira é muito diversificada, devido a sua extensao territorial e a
variabilidade do clima existente, € essencial conhecer a composi¢do quimica dos
meéis monoflorais brasileiros e estabelecer padrdes de identidade, tendo em
consideracdo a vasta diversidade botanica e variacdes climaticas especificas de
cada regidao (Alves et al., 2011). Muitos méis monoflorais sdo encontrados nos
biomas brasileiros ameagados, como € o caso dos méis de morrdo de candeia
(Croton sp.) da Mata Atlantica e de marmeleiro (Vernonia sp.) do cerrado. Nesse
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contexto, o presente estudo revisa a composicao quimica de méis florais brasileiros
e estrangeiros, considerando os parametros quimicos supracitados.
COMPOSTOS NAO VOLATEIS
UMIDADE
O contetdo de agua € um parametro muito importante para avaliar a

qualidade do mel, influenciando diretamente os seguintes aspectos: viscosidade,
peso especifico, maturidade, cristalizacdo e conservacdo. A agua presente no mel
apresenta forte interagdo com os glicidios, diminuindo sua disponibilidade para o
desenvolvimento microbiolégico. Portanto, méis com elevada umidade sado mais
suscetiveis a fermentacdo. A umidade no mel ndo deve exceder 20 % conforme
padrao de identidade e qualidade estabelecido por 6rgdos nacionais e internacionais
(MAPA, 2000; Codex Alimentarius, 2004). Estudos realizados na América do Sul
mostraram teores de umidade entre 18,3 % a 18,8 % para amostras de méis
poliflorais e valores de 12,3 % a 18,5 % em méis monoflorais (Cortopassi-Laurino &
Gelli, 1991; Costa et al., 1999; Bendini & Souza, 2008; Vit et al., 2009; Sgariglia et
al., 2010; Alves et al., 2011; Naab et al., 2012; Pontara et al., 2012). Amostras de
méis comerciais analisadas na Asia apresentaram teor de 16 % de umidade
(Kahraman et al., 2010). J& méis poliflorais produzidos na Africa apresentaram uma
grande variacdo partindo de 13,2 % a 19,1 % em amostras da Algéria, enquanto que
em méis da Etiopia a umidade variou entre 18,6 % a 18,8 % (Ouchemoukh et al.,
2007; Nigussie et al., 2011; Khalil et al., 2012). Em méis da Europa foram
encontrados de 14,0 % a 19,2 % de umidade, dentre amostras monoflorais e
multiflorais (Gomes et al., 2010; Kirs et al., 2011; Iglesias et al., 2012; Kasperova et
al., 2012; Salonen & Julkunen-Tiitto, 2012). Tais varia¢cdes do conteudo de umidade
do mel sédo devido a varidveis como: época de colheita, fatores climaticos, grau de
maturacdo na colmeia e manipulagcdo dos apicultores no periodo de colheita.
(Gomes et al., 2010; Kahraman et al., 2010; Sanchez et al., 2010; Filho et al., 2011,
Iglesias et al., 2012; Kuroishi et al., 2012; Almeida-Muradian et al., 2013). Dessa
forma, a analise de umidade é uma ferramenta que pode ser utilizada para avaliar
condicbes de vida de prateleira, adulteracdo por adicdo de agua e grau de
maturacdo adequado a colheita, ndo sendo adequada para indicar a regido
geografica ou espécie floral de origem do mel. Na Tabela 1, é listado um grupo de
estudos descrevendo o teor de umidade em méis monoflorais do Brasil e do exterior.
Incluir Tabela 1
ACIDEZ

A acidez do mel é originaria de duas fontes: acidos organicos oriundos de
diferentes fontes de néctar e acdo da enzima D-glicose oxidase que catalisa a
conversado de D-glicose em &cido glicénico (Figura 1) o qual corresponde a cerca de
70-90 % dos acidos orgéanicos do mel.
Incluir Figura 1
Esse acido esta em equilibrio com suas lactonas correspondentes (Abadio Finco et
al., 2010). Outros tipos de acidos orgéanicos também podem ser encontrados no mel,
como os acidos: acético, butirico, citrico, formico, latico, malico, piroglutamico e
succinico (National Honey Board, 2004). Inclusive, a concentracdo de &cido citrico
pode ser utilizada como um parametro para diferenciar mel floral de mel de melato,
ja que este ultimo tem um teor elevado desse acido (Suaréz-Luque, 2002; Belay et
al., 2013). A acidez do mel pode ainda ser influenciada pela agéo bacteriana durante
a etapa de maturacéo e pelo seu conteudo mineral (Pontara et al., 2012; Algarni et
al.,, 2012). Na Tabela 2, podem-se observar variagcdes importantes entre o contetdo
de acidez em méis de mesma origem floral e produzidos no mesmo pais, porém em
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regides diferentes, como o caso do mel de eucalipto, o qual apresentou teores de
acidez desde 13 meq kg™ até 38,5 meq kg™.
Incluir Tabela 2
Valores de acidez livre acima de 50 meq kg™ (Codex alimentarius, 2004) indicam
que houve processo de fermentacdo dos acucares pelas leveduras. Durante tal
fermentacao, a glicose e a frutose s@o convertidas em dioxido de carbono e alcodis,
sendo esses ultimos hidrolisados na presenca de oxigénio e convertidos em acidos
(acido acético, principalmente) (Ajlouni & Sujirapinyokul, 2009).
O valor de pH, assim como o de acidez total, € influenciado pela origem floral do
mel, porém ndo constitui marcador especifico. Em anélises de méis monoflorais de
diversos estudos é possivel observar que os valores de pH variam dentro de uma
faixa, geralmente entre 3,0 e 4,5 sem que haja pontos especificos conforme a
variedade floral (Tabela 2), embora a faixa de pH comumente referida na literatura
para méis florais seja de 3,5-4,5 (Belay et al., 2013).>° Contudo, ele constitui um
importante parametro de vida de prateleira, sofrendo variacbes conforme as
condicdes de extracdo e armazenamento. Méis muito acidos podem indicar uma
possivel fermentacdo de acucares em acidos organicos, devido a contaminagcao
microbiana (Corbella et al., 2006; Nigussie et al., 2011; Islam et al., 2012; Khalil et al,
2012; Paisini et al., 2013).
PROLINA

A concentracdo de proteinas e aminodcidos varia conforme a origem botéanica,
geogréfica e tempo de estocagem, e corresponde a 0,2 a 0,4 mg 100 g* de mel
(Alvarez et al, 2011). Mohammed et al. (2012) conseguiram diferenciar amostras de
méis poliflorais e monoflorais através da diferenciacdo dos seus perfis de
aminoacidos utilizando a espectrometria de massas. Outro estudo com méis da
Australia identificou os principais aminoacidos presentes nas amostras e realizou a
diferenciac@o das origens boténicas usando andlise multivariada, tais quais: anélise
discriminante, componentes principais e cluster analysis (Mohammed & Babiker,
2010). O teor de compostos nitrogenados é representado, principalmente, pela
presenca de enzimas (diastase, invertase e glicose oxidase) e alguns aminoacidos
livres (18 aminoacidos essenciais e ndo-essenciais) (Jagdish & Joseph, 2004),
dentre os quais a prolina € o mais abundante, representando 80 a 90 % do teor total
(Moreira et al., 2007). E um aminoéacido importante que se origina principalmente a
partir de secrecdes salivares de abelhas meliferas durante a conversdo de néctar
em mel. O seu teor no mel também indica grau de maturacéo e, em alguns casos,
adulteracdo por adicdo de acucar devido a reducédo do teor de prolina em valores
relativos (Bogdanov et al.,, 1999). Amostras de meéis comerciais da Argélia
apresentaram teores de prolina de 1692-2712 mg kg™. Estudo com méis monoflorais
mexicanos verificou uma correlagdo positiva entre o contetdo de prolina e o
potencial antioxidante através de ensaio de FRAP (Ferric Reducing Antioxidante
Power) (Rodriguez et al., 2012). Janiszewska et al. (2012) analisaram a composi¢ao
de méis poloneses e concluiram que o teor de prolina ndo é capaz de indicar a
origem botanica do mel, dada a sua variabilidade entre as amostras de mesma
origem. Além disso, a prolina € um composto que praticamente ndo se altera quando
o mel é aquecido e parece haver uma correlacdo entre este parametro e a atividade
da invertase. Estudos sugerem que o conteudo de prolina pode ser utilizado como
um marcador da atividade de invertase no mel. Dessa forma, se o mel € aquecido
sera encontrada atividade reduzida desta enzima e conteudo elevado de prolina.
Caso o teor de prolina seja pequeno juntamente com baixa atividade da invertase,
provavelmente a atividade enzimatica é devido a uma peculiaridade do produto
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(Moreira et al., 2010). Na Tabela 3, sdo apresentados valores médios em diferentes
méis monoflorais.
Incluir Tabela 3
5-HIDROXIMETILFURFURAL (HMF)
O HMF resulta da desidratacdo de hexoses por aquecimento na presenca de
proteinas, consistindo de um produto intermediario da reacdo de Maillard, ou por
aguecimento em meio acido resultando na caramelizacdo. Ele pode ocorrer em
alimentos que contenham frutose e glicose. A presenca de HMF é um indicador de
aguecimento, armazenamento inadequado e adulteracdo com acucar invertido,
sendo verificado somente em pequenas quantidades em méis frescos (Bogdanov et
al., 2004; Risner et al., 2006; Amri & Ladjama, 2013). Em geral, o HMF no mel ndo
deve exceder a 40 mg kg™ conforme padréo de identidade e qualidade estabelecido
por 6rgaos nacionais e internacionais (MAPA, 2000; Unido Européia, 2002). A Uniédo
Européia estabelece as seguintes excecdes: 80 mg kg™ para mel oriundo de regides
com temperaturas tropicais e 15 mg kg™ para méis com baixa atividade enzimatica
(<8 e >3 unidades de Schade ou Gothe).
O tratamento térmico do mel é realizado para reduzir a carga microbiana ou para
modificar a tendéncia de cristalizagdo (Truzzi et al., 2012). Contudo, méis de paises
tropicais podem ter naturalmente um valor mais alto de HMF sem que o mel tenha
sido superaquecido ou adulterado, devido a caracteristicas climaticas peculiares da
regido dos tropicos (Marchini et al., 2005). Amostras de méis comerciais brasileiros
foram armazenadas em refrigeracdo e a temperatura ambiente, verificando-se que o
teor de HMF nas amostras armazenadas a temperatura ambiente foi 44,8 % maior
do que as mantidas sob refrigeracdo (Moura et al., 2011). A aplicacdo de
temperaturas de 30°C até 40°C resultam em menor formacdo deste composto
furénico, sendo sua producéo diretamente proporcional ao aumento de temperatura
(Tosi et al., 2002; Sanz et al., 2006; Morales et al., 2009). A sua formacdo nos
alimentos depende, além do tipo de aclucar e pH, da atividade de agua e do teor
meédio de cétions divalentes (Ozcan et al., 2006; Rizelio et al., 2012). A importancia
da determinacdo de HMF em alimentos é devido a sua toxicidade. Este composto e
os seus derivados (5- clorometil e 5- sulfidimetilfurfural) tém sido apontados como
responsaveis pelos seguintes efeitos: citotoxico, genotoxico, mutagénico e
cancerigeno. Para a determinacdo de HMF geralmente sdo utilizados os métodos
espectrofotométricos e cromatograficos, sendo o primeiro mais usual (Truzzi et al.,
2012). Na Tabela 4, sdo mostrados valores médios de HMF em diferentes méis
monoflorais.
Incluir Tabela 4
DIASTASE

Denomina-se por diastase qualquer enzima do grupo das enzimas que catalisa
a quebra de amido em dextrinas (polimeros de glicose de massa molecular menor
do que o amido), maltose, maltotriose e glicose (Babacan et al., 2002; Sakac & Sak-
Bosnar, 2012). A atividade diastdsica € um parametro de qualidade usado para
determinar se o mel foi submetido ou ndo ao aquecimento (Tosi et al., 2008; Aloisi et
al., 2009; Kirs et al.,, 2011). Hebbar et al. (2003) verificaram que periodos de
aguecimento de 60 a 90 s de duracdo em micro-ondas reduziu a atividade diastasica
do mel por aproximadamente 50 % do seu valor original. Além disso, parece haver
relacdo entre a sua atividade e a origem botanica do mel (Kadar et al., 2010).
Porém, neste caso, € necessario analisar amostras frescas (Bogdanov et al., 2002).
Serrano et al. (2004) verificaram maior atividade diastasica em amostras de mel de
citrus em relacdo ao de eucalipto. Contudo, a atividade diastasica ndo pode ser
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utilizada como Unico parametro para atestar a origem botanica do produto, sendo
necesséaria a realizacdo de outras analises (ex. analise polinica). A legislacdo de
diversos paises usa com critério de mel fresco a atividade diastasica minima de 8°G
na escala de Gothe (Pires et al., 2009). Igwe et al. (2012) analisaram meéis de
diferentes regides da Turquia e verificaram valores de diastase entre 4°G e 10°G,
atribuindo valores abaixo de 8°G as condi¢cbes inadequadas de processamento e
armazenamento. Em meéis comerciais provenientes de diversas regides da Arabia
Saudita, a atividade diastéasica variou de 4°G a 12,5°G, entretanto as amostras foram
consideradas adequadas uma vez que neste pais a legislacdo para méis considera
valores adequados a partir de 3°G (Al-Khalifa et al., 1999). Oddo et al. (2008),
analisando méis da Australia, também encontraram atividade diastasica média de
4°G, porém os teores de HMF foram baixos. Nesse caso, considerou-se que a baixa
atividade diastasica seria uma condi¢cdo natural do mel analisado. Méis brasileiros
organicos e nao organicos, analisados por Sereia et al. (2011), ndo apresentaram
diferencas quanto a atividade diastasica evidenciando que os pesticidas geralmente
utilizados na agricultura ndo modificam a atividade catalitica dessa enzima na matriz
melifera. Na Tabela 5, sdo mostrados valores médios de atividade diastasica em
diferentes méis monoflorais.
Incluir Tabela 5
GLICIDIOS
MONOSSACARIDIOS

Os glicidios sao compostos quimicos predominantes no mel, sendo
representados por mono- e oligossacaridios, com predominancia da D-frutose e da
D-glicose, as quais representam de 65-85% do total de soélidos soluveis e 70-95%
dos (glicidios totais. Cerca de 10% da fracdo glicidica é composta por
oligossacaridios (Moreira & De Maria, 2001; Sanz et al., 2004; Rizelio et al., 2012). O
teor glicidico na matriz depende da composi¢do do néctar recolhido pelas abelhas, e
da atividade da invertase, enzima que catalisa a hidrélise da sacarose liberando
frutose e glicose. Um estudo analisou o conteddo de néctar de diversas espécies de
planta verificando a ocorréncia de trés padrdes: néctar com alto teor de sacarose,
néctar com quantidades aproximadamente iguais de glicose, frutose e sacarose e
néctar com alto teor de glicose e frutose. Sendo assim, € possivel concluir que existe
uma relacdo entre os teores destes glicidios no mel e sua origem botanica,
consistindo de um parametro complementar na identificacdo da origem botanica do
mel. Embora a relagéo frutose e glicose (F/G) possa ser Util para esta finalidade, ela
€ um parametro pouco especifico, jA que uma parcela dos monossacaridios advém
da acado da invertase (Moreira & De Maria, 2001). Entretanto, quando se usa outras
variaveis além dos monossacaridios os resultados sdo mais consistentes. Um
trabalho emblemético foi conduzido por Mateo & Bosch-Reig (1997) que foram
capazes de discriminar diferentes tipos de méis monoflorais espanhdis usando
variaveis discriminantes, tais quais: a condutividade elétrica, a cor, a umidade, a
frutose e a sacarose. Eles alcancaram 95,7 % de confiabilidade na discriminagéo
das seguintes variedades de mel: alecrim (Rosmarinus officinalis), género citrus,
lavanda (Lavandula latifolia Med.), girassol (Helianthus annuus L.), eucalipto
(Eucaliptus sp.), urze (Calluna vulgaris L.) e melato (Quercus spp.). Em suma, os
parametros supracitados foram eficientes para auxiliar na classificacdo de méis
monoflorais mediante analise multivariada e, portanto, poderiam ser usados
juntamente com a andlise polinica para classificagédo inequivoca da origem botanica
do mel.
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O conteudo glicidico influencia alguns aspectos do mel como: viscosidade,
valor energético e cristalizacao. A viscosidade atua também como um fator limitante
ao crescimento microbiano dificultando a entrada de oxigénio na matriz. O elevado
teor glicidio torna o mel um alimento altamente energético e com elevada
osmolaridade, caracterizando um meio com elevada pressdo osmotica e atividade
de 4gua baixa, favoravel a vida de prateleira. A predominancia de frutose, glicidio
altamente soluvel, propicia a forma anidra da glicose e previne e/ou retarda a
cristalizacdo, além de influenciar na caracteristica dos cristais. As moléculas de agua
encontram-se ligadas aos glicidios principalmente por pontes de hidrogénio, na qual
cada molécula de glicose encontra-se ligada a 5 moléculas de agua (Abramovic et
al., 2008; Kuroishi et al., 2012). Sendo assim, quanto maior a relacdo frutose/glicose
no mel, menor sera a sua suscetibilidade a cristalizacéo (Lirio et al., 2010; Venir et
al., 2010). Outra forma de verificar a tendéncia de cristalizacdo € através do indice
obtido pela relacdo do conteudo de glicose (G) em relacdo ao teor de agua (A), onde
valores de G/A = 2,10 indicam maior tendéncia de cristalizacdo enquanto valores de
até 1,70 indicam menor inclinacdo (Rodriguez et al., 2004). Porém, uma avaliacao
individual destes indices ndo é capaz de caracterizar variedades de meéis do ponto
de vista qualitativo quanto ao seu potencial de granulacado, fato que seria bastante
favoravel mediante aspectos comerciais e de preferéncia do consumidor. A
aplicacdo de analise estatistica avancada parece ser um método substancial para
este tipo de avaliagdo. Escuredo et al. (2014) puderam observar, mediante aplicacao
de teste de comparacdo multipla de Bonferroni, correlagcdes de Spearman e analise
de componentes principais, uma forte correlacéo entre o tipo de pdlen predominante
no mel com seus respectivos teores de frutose, glicose e umidade em relacdo a
tendéncia de cristalizacdo. Em seu estudo, eles verificaram que méis com
predominéancia de polen de canola (Brassica napus), girassol (Helianthus annuus) e
limédo (Tilia sp.) sdo mais suscetiveis a formacao de cristais, devido a um elevado
teor de ambos: frutose (F), glicose (G) (p <0,01), umidade (U) (p < 0,01), sacarose,
soma de F + G e razdo G/U. Esses valores estdo associados a uma baixa relacdo F
/ G. Méis monoflorais apresentam tendéncia natural a formar cristais finos e
homogéneos. Quando a cristalizacdo ocorre de maneira inadequada, durante a
estocagem, pode levar a formacdo de um sobrenadante de coloracdo escura
apresentando cristais de diametros maiores e irregulares. A separacdo de fases
forma uma fase cristalina no fundo e uma fase liquida superficial, reduzindo a
qualidade do produto para o consumidor. A camada superficial contém ainda
conteudo elevado de agua, aumentando o risco de degradacédo por fermentacéo
(Venir et al., 2010; Kuroishi et al., 2012). A relacéo frutose/glicose menor do que 1
além de favorecer a cristalizacdo, também pode indicar adulteracdo por adicdo de
acucar comercial queimado e/ou alteracdo por crescimento de leveduras
osmofilicas, que preferencialmente usam como substrato a frutose. Por outro lado, a
presenca de D-glicose confere caracteristicas terapéuticas ao mel ao ser convertido
a acido D- glicbnico através da acdo da enzima D-glicose oxidase. Este processo
enzimatico gera como subproduto peroxido de hidrogénio (H2O2), antes conhecido
como inibina, o qual possui atividade antimicrobiana (Moreira & De Maria, 2001).

Os teores de monossacaridios podem reduzir-se durante a estocagem, devido
a reacoOes de transglicosilagdo que ocorrem em condi¢gdes de pH acido, promovendo
a formacéo, principalmente, de dissacaridios e trissacaridios. Entretanto, em estudo
realizado com méis da Espanha verificou-se que a formagcdo de monossacaridios a
partir da hidrélise de glicidios mais complexos € um processo que predomina sobre
a transglicosilagdo (Cavia et al., 2002). Na Tabela 6 é mostrada a distribuicdo de
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monossacaridios em algumas variedades de mel.
Incluir Tabela 6
OLIGOSSACARIDIOS

Além dos monossacaridios, foram identificados di-, tri- e tetrassacaridios atraves
de cromatografia de particdo de alta eficiéncia e espectrometria de massas, como
parte da complexa composicdo de glicidios no mel. Os principais dissacaridios
encontrados foram a maltose e a sacarose. Porém, na literatura foram descritos
outros 12 compostos: trealose, celobiose, laminaribiose, maltulose, nigerose,
turanose, kojibiose, trealulose, palatinose, gentiobiose, isomaltose, melibiose. A
frutofuranosil-(2-1)-frutose (inulobiose) foi identificada em algumas amostras de méis
da Espanha (Ruiz-Matute et al., 2007), porém mais estudos sdo necessérios para
averiguar se este oligossacaridio esta presente em outras variedades de méis. Os
trissacaridios ja identificados no mel séo: rafinose, 1-cestose, erlose, melezitose,
teanderose, maltotriose, isomaltotriose e panose (Ruiz-Matute et al., 2007; 2008).
Ruiz-Matute et al. (2010) caracterizaram tri e tetrassacaridios em méis da Espanha
através do meétodo de cromatografia gasosa de alta eficiéncia associada a
espectrometria de massas. Os oligossacaridios foram submetidos a derivatizacéo
prévia por sililacdo com hexametildisilazano, formando derivados trimetilsililoxima.
Verificou-se um total de 25 trissacaridios, dos quais 12 foram identificados
inequivocamente (os principais foram: erlose e panose, com valores de 30-1214
mg.100 g* e 17-863 mg.100g™*, respectivamente) e 2 detectados pela primeira vez
no mel. Quanto aos tetrassacaridios, foram encontrados 10 compostos, 6 deles
derivados da sacarose, em concentracdes inferiores a 230 mg 100g™. Nesse grupo,
somente a nistose foi identificada de maneira inequivoca. Na Tabela 6 sdo inclusos
valores para alguns oligossacaridios de méis monoflorais Brasileiros e estrangeiros.
Incluir Tabela 6

A presenca destes compostos deve-se principalmente a reacfes de trans-D-
glicosilacdo. Neste processo, grupos D-glicopiranosila ou D-frutofuranosila séo
transferidos para uma molécula receptora que pode ser um mono, oligo ou
polissacaridio. Essas reacfes seriam catalisadas pelas mesmas enzimas envolvidas
em reacdes de hidrélise de glicidios, no caso do mel a invertase (Moreira & De
Maria, 2001). A figura 2 apresenta um exemplo de reacao de transglicosilacéo.

Incluir Figura 2

Alguns estudos tém buscado a utilizacdo do perfil de oligossacaridios na
determinacao da origem floral e/ou geografica do mel como alternativa a analise
polinica, dada as suas limitacdes, tais como: baixa ou alta representatividade dos
graos de pdlen de algumas plantas, a qual dificulta a determinacdo do género e da
espécie. Os di- e trissacaridios sdao geralmente analisados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) enquanto outros oligossacaridios sdo detectados por
cromatografia gasosa (CG). A analise estatistica multivariada tem sido aplicada para
investigar se o perfil destes compostos pode realmente ser util como marcadores de
identificacdo (Swallow & Low, 1990; Goodall et al., 1995; Cotte et al., 2004; Nozal et
al., 2005; De La Fuente et al., 2007, 2011; Consonni et al., 2013; Ruiz-Matute, 2013).
O teor de maltose juntamente com o de outros oligossacaridios também foi capaz de
classificar o mel quanto a origem geografica (Senyuva et al., 2009; Ozbalci et al.,
2013). Portanto, o perfil de oligossacaridios € uma ferramenta complementar para
tipificar tanto a origem botanica como também a origem geografica de méis
monoflorais Os oligossacaridios como a nigerose, a turanose, e a maltotriose foram
apontados como os principais glicidios com potencial para discriminar amostras de
méis monoflorais do Brasil (Da Costa Leite et al, 2000). Também foi proposto neste
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estudo que este tipo de caracterizacdo poderia ser utl inclusive para os
consumidores que estivessem interessados em consumir apenas méis de regides
com legislacbes mais rigorosas em relacéo a utilizacdo de agrotoxicos bem como ao
cultivo de plantas transgénicas. Entretanto, os resultados n&o foram conclusivos, ja
que nesse trabalho nao foi usado tratamento estatistico apropriado que pudesse
discriminar as amostras pelo perfil de oligossacaridios. Os resultados obtidos com
meéis estrangeiros foram mais abrangentes. Nozal et al. (2005), usando analise de
componentes principais, conseguiram classificar meéis de diferentes origens
botanicas, com mais de 90% de acuracia. Os oligossacaridios analisados com maior
potencial discriminante foram: erlose, nigerose, trealose, melezitose, isomaltose e
panose. Em estudo mais recente, ao analisar-se amostras de méis espanhois de 6
origens boténicas diferentes, constatou-se que a sacarose seria caracteristica de
méis do género Citrus; a rafinose e a 1-cestose do mel de urze (Calluna vulgaris L.);
a teanderose e a panose do mel de alecrim (Rosmarinus officinalis); e a 6-cestose
de mel de rosas (Rosaceae) (De La Fuente et al., 2011). Nos méis espanhdis de
urze foram quantificados 3,9 g de melezitose em cada 100 g amostra, apontando
para uma possivel contaminacdo com melato (Quercus spp.), ja que este
trissacaridio ndo € relevante em méis florais, mas é tipico do mel de melato
(Doner,1977; Mateo & Bosch-Reig, 1997; Da Costa Leite et al, 2000; Bogdanov &
Baumann, 1988).

Na Tabela 6 é mostrada a distribuicdo quantitativa dos glicidios em méis
monoflorais. Como pode ser observado, os estudos que analisam o perfil de
oligossacaridios no mel sdo escassos na literatura. S40 necessarias analises
subsequentes destes glicidios em méis monoflorais, uma vez que ha evidéncias
cada vez mais consistentes de que esses componentes sejam parametros
importantes para a classificagdo geografica e botanica do mel, podendo, portanto,
futuramente integrar critérios oficiais usados na determinagdo da qualidade do mel.
Além disso, o consumo de mel apresenta uma série de efeitos fisioldgicos
relacionados a composigdo glicidica conforme descrito por diferentes autores
(Bogdanov et al., 2008; Munstedet et al., 2011; Erejwua et al., 2012a, 2012b, 2012c).
Segundo esses trabalhos, o efeito antidiabético pode ser atribuido a presenga de
frutose, a qual retarda ambos o esvaziamento gastrico, a absorgao de glicose e,
portanto, prolonga a saciedade, além de reduzir o indice glicémico. Esses efeitos
também podem estar relacionados a presenca de oligossacaridios que representam
de 5 % a 10 % dos sdlidos totais do mel. Além disso, essa matriz apresenta grande
variedade de fruto-oligossacaridios, os quais parecem induzir um efeito prebidtico,
visto que ha um recrudescimento de alguns géneros na microbiota intestinal, tais
quais: Bifidobacterium, Lactobacillus. Os autores dessa revisao formulam a hipotese
que a complexidade do perfil de oligossacaridios no mel poderia ter um efeito
benéfico no estimulo da secrecdo de incretinas (por exemplo: GLP-1), as quais
estimulam a secregcdo de insulina. Entretanto, essa é uma hipétese meramente
especulativa que carece de trabalhos investigativos.

Sendo o mel um alimento de custo relativamente alto, tém sido realizadas
adicdes de produtos glicidicos de baixo custo, tais como: melago, caramelo; xaropes
de acgucar de milho, agcucar da cana de agucar e da beterraba, os quais sao
invertidos por acidos e enzimas, bem como xaropes de milho ou seus derivados
ricos em frutose obtidos por isomerizacdo. Ha um crescente interesse em se
encontrar um método simples e econbmico para a deteccdo de fraudes e
adulteragdes no mel. A adigcao de xarope de milho com elevado teor de frutose tem
gerado preocupacao, pois € dificil de ser detectada pelos métodos analiticos
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convencionais (Chen et al., 2011; Ruiz-Matute et al., 2007; Ruiz-Matute, 2013).
Estudos tém buscado detectar este tipo de adulteragcdo através da analise de
oligossacaridios, pois geralmente estes xaropes contém vestigios de fruto-
oligossacaridios, de maior massa molecular, que ndo s&o caracteristicos do mel.
Contudo, esse método nao foi validado para esta finalidade devido as alteracdes
constantes na composicdo dos xaropes utilizados, independente do tipo, tornando
dificil a deteccao da adulteragdo. Para tal, a determinacdo dos glicidios deve ser
constantemente atualizada para que seja possivel detectar a composi¢ao real dos
fruto-oligossacaridios dos xaropes de milho e assim confrontar com o perfil
encontrado nas amostras do mel genuino. Além disso, a prépria composigdo do mel
é bastante variavel conforme a origem botanica e/ou geografica. (Bogdanov et al.,
2002; Ruiz-Matute et al., 2007; Ruiz-Matute, 2013).
CONCLUSAO

A andlise da composicdo quimica do mel fornece informagdes cruciais para a
avaliacdo da sua qualidade, bem como para atestar a autenticidade do produto. Os
parametros umidade e acidez denotam a qualidade do processamento do produto e
o0 risco de crescimento de micro-organismos. A determinacdo do teor de HMF
juntamente com a atividade diastasica indica se houve, especificamente,
superaquecimento durante o0 processamento. A prolina indica o grau de
amadurecimento do mel e pode também, em certos casos, e correlacionar-se bem
com a atividade de outras enzimas. Alguns destes parametros, por exemplo, a
acidez e umidade, juntamente com o perfil de monossacaridios e sacarose, podem
funcionar como ferramenta auxiliar na determinacdo da origem botanica do mel.
Embora o mel seja uma solugdo concentrada de frutose e glicose, ele apresenta um
perfil complexo de compostos minoritarios. Mais de uma dezena de di-, tri-, tetra- e
pentassacaridios foram identificados no mel. O perfil desses compostos € muito Util
na identificacdo complementar da origem botanica e geografica do mel monofloral,
sobretudo quando se trata os resultados com analise multivariada. Por outro lado, a
presenca de fruto-oligossacaridios tem grande potencial para indicar a fraude do mel
com produtos a base de xarope de milho. Outros compostos minoritarios nao
discutidos aqui serdo tratados em um proximo trabalho.
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Figura 1. Conversao enziméatica da D-glicose em &cido glicénico. GOD - glutamato
oxaloacetato desaminase; FAD - flavina adenina dinucleotidio.
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Figura 2. Reacéao de transglicosilacdo catalisada pela invertase (A + B— C).

A- (B-D-frutofuranose), (frutose);

B- a-glicopiranosil-(+— 4)-a-D-glicopiranose, (maltose);
C- (a-D-glicopiranosil-(t> 4)-a-D-glicopiranosit=(®  2)- B-D-frutofuranose),

(a- maltosyl B-frutofuranose), (erlose).
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Tabela 3. Teor de umidade em méis monoflorais.

Tipo de mel Origem botéanica Origem Umidade Referéncia
geografica (MédiatDP
em %)
Mel de eucalipto Eucalyptus sp. Brasil 18,8+1,1 Costaetal. (1999)
Mel de laranjeira Citrus sp. 17,5+0,5
Mel de morrédo de candeia Croton sp. 18,5+0,4 Matos et.al. (2002)
Mel de assa-peixe Vernonia sp. 17,9+0,4
Mel de marmeleiro Croton sp. 23,6+0,4 Moreira et al. (2002)
Mel de flor de cajueiro Anacardium occidentale L 18,4+0,6 Bendini & Souza (2008)
Mel de flor de mandioca Manihot esculenta Crantz 18,1+0,01 Pontara et al. (2012)
Mel de “pusquillo” Plebeia wittmanni Argentina 12,3+1,7 Sgariglia et al. (2010)
Mel de “piquillin” Condalia microphylla Cav 15,8+0,7 Naab et al . (2012)
Mel de “abrepufio amarillo” Centaurea solstitialis L. 17,4109
Prosopis spp 15,4+1,1
Mel de “angelito” Tetragonisca angustula fiebrigi Eslovaquia 17,0 1,8 Kasperova et al. (2012)
Mel de acécia Acacia spp 17,8+1,1 Salonen & Julkunen-Tiitto
(2012)
Mel de “lingonberry” Vaccinium vitis-idaea Finlandia 16,6+0,5 Salonen & Julkunen-Tiitto
(2012)
Mel de “mire” Rubus  chamaemorus, 16,6+0,3
Menyanthes trifoliata
Mel de trigo sarraceno Fagopyrum esculentum Itélia 17,240,7
Pasini et al. (2013)
Mel de alfarrobeira Ceratonia siliqua L. Italia 19,8+1,6 Ferrauto & Pavoni (2013)

DP = desvio padréo
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Tabela 4. Valores de acidez total e pH em méis monoflorais.

Tipo de mel Origem botanica Origem pH Acidez total Referéncia

geogréfica (meq kg™

(Média+DP)

Mel de eucalipto Eucalyptus sp. Brasil - 22,8+5,9 Costa et al. (1999)
Mel de laranjeira Citrus sp. - 13,7£3,5
Mel de morrao Croton sp. 3,4+0,21 30,0+0,96 Matos et al.(2002)
de candeia
Mel de assa-peixe Vernonia sp. 3,2+0,06 27,0+2,1
Mel de marmeleiro Croton sp. 3,7+0,06 30,311,1 Moreira et al. (2002)
Mel de eucalipto Eucalyptus sp. 3,6 0,43 33,8+11,6 Marchini et al. (2007)
Mel de laranjeira Citrus sp. 32+04 21,7+£7,3
Mel de flor de cajueiro Anacardium occidentale L 3,7£ 0,09 30,2445 Bendini & Souza
Mel de eucalipto Eucalyptus sp 3,7£0,4 - (2008)
Mel de flor de mandioca Manihot esculenta Crantz 4,1+0,01 49,9+0,20
Mel de laranjeira Citrus sp. Uruguai 3,2+ 0,16 - Corbella et al. (2006)
Mel de “piquillin” Condalia microphylla Cav  Argentina 4,7+0.16 25,7+4,5 Naab et al. (2012)
Mel de “abrepufio amarillo”  Centaurea solstitialis L. 3,6 +£0,23 21,4+4.9
Mel de laranjeira Citrus spp. Arébia 3,3* 21,5* Algarni et al. (2012)

Saudita
Mel de cravo Trifolium alexnadrinum 3,23* 20,5*
Mel de algodéo Gossypium barbadense 3,21* 58,5*
Mel de trigo sarraceno Fagopyrum esculentum Italia 4,2+ 0.4 30+9,6 Pasini et al. (2013)
Mel de alfarrobeira Ceratonia siliqua L. 4,0+ 0.34 30,5+6,42 Ferrauto & Pavone

(2013)

DP = desvio padrdo. *Nao ha informacéo sobre o DP.
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Tabela 3. Valores de prolina em méis monoflorais.

Tipo de mel Origem botanica Origem Prolina (mg kg ™) Referéncia
geografica (MédiaxDP)

Mel de flor de sino Campanula persicifolia México 441,3+29,1 Rodriguez et al. (2012)

Mel de cacto Opuntia ficus-indica gg??i 22

Mel de laranjeira Citrus sinensis 387,4+ 37

Mel de eucalipto Eucalyptus globulus labill 569,4+ 2,4

Mel de “caujiniquil” Inca punctata (Willd)

Mel de acacia Robinia pseudoacacia L. Polbnia 225,743 9 Janiszewska et al.

Mel de framboesa Rubus ideaus L. 189,1+104,0 (2012)

Mel de trigo sarraceno Fagopyrum esculentum M. 227,8+78,3

Mel de urze Calluna vulgaris L. 284,1+135,6

Mel de laranjeira Citrus sinensis Espanha 185,4 +126,5 Serrano et al. (2004)

Mel de eucalipto Eucalyptus globulus labill 429.5+ 285.0

Mel de caju Anacardium occidentale Brasil 1402,6+ 68,2 Moreira et al. (2002)

Mel de marmeleiro Croton sp 455,9+21,8

Mel de eucalipto Eucaliptus sp. 291,3+108,8 Costa et al. (1999)

Mel de laranjeira Citrus sp. 340,2+311,9

Mel de morrdo de candeia Croton sp. 709,7+57,5 Matos et al. (2002)

Mel de assa-peixe Vernonia sp. 686,7+52,1

DP = desvio padréo.
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Tabela 4. Valores de HMF em méis monoflorais.

Tipo de mel Origem botanica Origem HMF (mg kg™) Referéncia
geogréfica (MédiatDP)

Mel laranjeira Citrus sinensis Italia 11,8* Fallico et al.(2008)
Mel de castanha Castanea sativa 0,8*
Mel de marmeleiro Croton sonderianus Miill. Arg Brasil 0,3* Silva et al. (2004)
Mel de jitirana Hyptis suaveolens 9,0*
Mel de camaratuba 14*
Mel de angico de bezerro Cratylia mollis Mart. ex Benth 3.4
Mel de caju Piptadenia moniliformis 74+03 Moreira et al. (2002)
Mel de marmeleiro Anacardiaceae sp. 28+0,2 Costa et al. (1999)
Mel de eucalipto Croton sp. 5,2+4,1
Mel de laranjeira Eucaliptus sp. IS Matos et al. (2002
Mel de morréo de candeia Citrus sp. 5,2+0,82
Mel de assa-peixe Croton sp. 3,1+0,61

Vernonia sp.
Mel de eucalipto Eucalyptus spp. Espanha 10972 Serrano et al. (2004)
Mel de laranjeira Citrus spp. 16,5 + 16.5
Mel de eucalipto Eucalyptus spp. Uruguai 13,4+ 8,6 Corbella et al. (2006
Mel de laranjeira Citrus spp. 8,6+38
Mel de Pinha Pinus sylvestris Turquia 8,9* Simsek et al. (2012)
Mel de Castanha Castanea Sativa 23,8*
Mel de lima Tilia sp. Polbnia 33,8* Kowalski et al. (2013)
Mel de acécia Robinia pseudoacacia 22 4*
Mel de trigo mourisco Fagopyrum sp. 53,8*

DP = desvio padrdo. *N&o ha informacéo sobre o DP.
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Tabela 5. Atividade diastasica em méis monoflorais.

Tipo de mel Origem botanica Origem Diastase Referéncia
geogréafica (Média+DP)
Mel de eucalipto Eucalyptus sp. Algéria 159+6,9 Makhloufi et al. (2010)
Mel de laranjeira Citrus sp. 80+14
Mel de eucalipto Eucalyptus sp. Marrocos 40,5£39,0 Terrab et al. (2002)
Mel de laranjeira Citrus sp. 40.2+89,2
Mel de salgueirinha Lythrum sp. 34,7+24,9
Mel de acécia Robinia pseudoacacia Espanha 12,7* Kadar et al. (2010)
Mel de Tilia Tilia sp. 15,8*
Mel de eucalipto Eucalyptus sp. Brasil 13,3£4,5 Costa et al. (1999)
Mel de laranjeira Citrus sp. 7,8+0,76 Matos et al. (2002)
Mel de morrdo de Croton sp. 14,1+£0.90
candeia
Mel de assa-peixe Vernonia sp. 15,3+3,1
Mel de caju Anacardiaceae sp. . 40,0+ 0,88 Moreira et al. (2002)
Mel de marmeleiro Croton sp.
Mel de alfarrobeira Ceratonia siliqua L. Italia 19,9+ 28 Ferrauto & Pavone (2013)

DP = desvio padrdo. *Nao ha informacéo sobre o DP.
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Tabela 6. Glicidios em méis monoflorais.

Origem botanica GLIC FRU FRU/ SAC MAL TUR NIG MEB Referéncias
GLIC
Rosmarinus officinalis L. 31,20 +0,44 36,20+0,44 1,17+0,03 1,60+0,50 3,90+0,17 - - - 1
Citrus spp.” 30,40+0,61 36,80+0,54 1,20+0,02 4,24+0,85 3,45+0,24 - - -
Lavandula latifolia Med.* 30,50+0,73 37,40+0,23 1,23+0,02 0,88+0,33 4,40+0,17 - - -
Helianthus annuus L. 35,20+0,39 39,40+0,19 1,12+0,01 0,07+0,01 2,74+0,08 - - -
Eucalyptus camaldulensis Dehnh® 31,40+0,40 38,70+0,17 1,23+0,02 0,29+0,82 4,81+0,21 - - -
Eucalyptus globulus Labill.®
Ericaceae mainly Erica spp.? 29,50+0,43 37,40+0,32 1,27+0,02 0,06+0,02 3,60+0,15 - - -
Eucalyptus spp.°® 32,5+3,04 42,4426 1,30+0,16 0,39+0,74 2,51+1,48 1,70+1,02 1,67+0,92 0,09+0,10 2
Croton sp.f 32,30+0,7 40,0+£1,1 1,24+0,06 0,4+0,2 4,2+0,5 5,1+0,2 - 0,5+0,3 3
Robinia pseudoacacia” 26,30+13,00 43,89+12,90 1,70+0,10 2,00+2,00 2,60+0,70 2,90+0,60 - 0,10+0,10 4
Castanea sp.' 26,52+20,70 40,72+22,80 1,50+0,10 0,20+0,20 1,50+0,50 2,80+0,80 - 0,30+0,30
Brassica sp.j' 39,64+22,90 37,92+15,20 1,00+0,10 0,10+0,10 0,30+2,60 1,30+0,60 - ND
Lavandula latifolia Med.® 32,33+13,10 38,46+13,00 1,20+0,10 4,70+2,80 2,60+0,60 1,80+0,50 - 0,10+ 0,00
Tiliasp.' 32,67+19,00 38,16+23,60 1,20+0,10 0,50+0,60 1,90+0,40 3,20+1,10 - 0,30+0,10
Helianthus annuus L.° 37,90+18,60 39,98+22,60 1,10+0,10 1,10+0,10 1,10+0,40 0,90+0,30 - ND
Citrus spp.” 26,18* 33,12* 1,27* 1,80* 1,95* 2,87* 18,00* 0,20* 5

(1) Mateo & Bosch-Reig (1998); (2) Da Costa et al. (2000); (3) Matos et al. (2002); (4) Cotte et al. (2004); (5) Ruiz-Matute et al. (2008); Nome popular dos tipos de mel: (a) Alecrim (b) Citrus (c) Lavanda (d) Girassol (e) Eucalipto
(f) Morrdo de candeia (g) Urze (h) Acacia (i) Castanha (j) Rape (I) Tilia; SAC = sacarose; MAL = maltose; TUR = turanose; NIG = nigerose; MEB = melebiose; FRU/GLIC = razdo frutose / glicose; (-) = ndo analisado; ND = ndo

detectado; *néo hé informagao sobre o DP; Todos os resultados estdo expressos em g 100 g™ de mel.

121




ANEXO B. MANUSCRITO SUBMETIDO A REVISTA FOOD CHEMISTRY.
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ABSTRACT

Levels of 18 parameters in tropical angico honeys from atlantic forest are reported.
Free proline was significantly (p<0.05) lower compared to that from other honeys
from atlantic forest, caatinga and cerrado biomes. Honeys from Atlantic forest and
cerrado had a significantly (p<0.05) lower HMF than angico. Fructose and glucose
were slightly higher than that from cerrado and significantly (p<0.05) higher than that
from caatinga. Mean values for turanose, nigerose, sucrose, isomaltose, maltotriose,
panose and raffinose in angico were significantly (p<0.05) different than those from
other honeys from atlantic forest and caatinga. Use of cluster analysis permitted to
group three kinds of honey into independent groups. Angico was closest to other
honey from atlantic forest and both were distant from caatinga honey. GC/SNIFFING
showed that linalool oxide, 2-ethyhexanol, phenylethanol and phenylacetic acid may
be important contributors to the angico flavour.

Keywords: atlantic forest, angico, non-volatile fraction, volatiles
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1 INTRODUCTION

The great variety of climate and the extremely rich flora of Brazil make possible the
production of Apis mellifera unifloral honeys with unique characteristics. Some of
them are uncommon and, in the most cases, their chemical composition is unknown.
Among the unusual tropical honeys we have the angico (Anadenanthera sp.). It is
light in color with a pleasingly mild flavor and aroma. Although the plant readily
adapts adverse environmental conditions, it is not easily found, probably due to its
large use in both charcoal production and rural construction. An important step for
species conservation and sustainable forest management would stimulate
beekeeping.

A way to make the angico honey economically attractive is to know its chemical
composition. Over the past twenty five years some authors have reported the
chemical composition of Brazilian tropical honeys from different biomes, among
these, Mimosa verrucosa (jurema branca), Mimosa caesalpiniaefolia (sanséo do
campo) and Anacardium occidentale (caju) in caatinga (Brazilian savanna) (Moreira,
Trugo, Pietroluongo & de Maria, 2002; Sodre, Marchini, Moreti, Otsuk & de Carvalho,
2011), Piptadenia moniliformis (catanduba), Croton sp. (morrdo de candeia) and
Gochnatia velutina (cambard) in atlantic Forest (Moreira & de Maria, 2005; Sant’/Ana,
Sousa, Salgueiro, Lorenzon & Castro, 2011), Vernonia sp. (assa-peixe) and Schinus
sp. (aroeira) in cerrado (Costa et al., 1999; da Costa Leite et al., 2000; Matos,
Moreira, Trugo & de Maria, 2002; Ribeiro, Moreira & de Maria, 2008). According to
these studies some parameters were described as well as their chemical changes
during honey storage in tropical conditions (Moreira, de Maria, Pietroluongo & Trugo,
2007 and 2010). Researchers also have focused their efforts not only to determine

the chemical composition, but also to use it to typify both geographical and botanical
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origin (Mateo & Bosch-Reig, 1997; Kropf et al., 2010; Kaskoniené & Venskutonis,
2010; Sant’Ana et al., 2011).

Beekeeping practice is a powerful conservation action, as well as a development
option that can improve the people living conditions. In this context, studies of the
chemical composition of exotic floral honeys from species found in threatened
biomes will help keep the trees standing. The present study aimed to analyze some
chemical parameters of genuine angico honey samples.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 REAGENTS

Methanol and acetonitrile were of HPLC grade from Fluka (Switzerland). Standards
of fructose, glucose, oligosaccharides and 3-methylbutanoic acid were from Sigma
(USA). Benzoic acid was from Carlo Erba (Italy). Hydroxymethylfurfural (HMF) and
hydrocarbons were supplied by Merck (Germany). Other reagents were from Aldrich
(USA). Hydrocarbon standards were dissolved in benzene at a concentration of 1 mg
mL. Other volatile standards were dissolved in acetone at the same concentration.
2.2 SAMPLES

Six fresh authentic Apis mellifera honey samples of angico were obtained of
remaining areas of Atlantic Forest in southern Brazil. All samples were classified as
fresh honeys because HMF content did not exceed 40 mg Kg™ and diastase values
were above 8°G. Samples were stored in plastic bottles at — 18°C under N,
atmosphere. Before analysis, crystallized honeys were defrosted at 30°C and
homogenized by gently stirring thoroughly for 5 min. Samples were analyzed in the
same year of collection. Determination of floral type was based on pollen analyses
described elsewhere (Louveaux, Maurizio & Varwohl, 1978).

2.3 NON-VOLATILE COMPOUNDS ANALYSIS
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Diastase activity was measured in a spectrophotometer Bell photonic (USA)
according to the AOAC Official method 31.126 (AOAC). Results were calculated (as
Gothe’s degrees - °G) as ml of 1 % starch hydrolysed by an enzyme in 1 g honey in 1
h. Photometrical analysis of free proline followed the AOAC Official method 31.126.
Results were expressed as mg proline/Kg. Water in honeys was determined by
refractometry following the AOAC Official method 31.119 using an Abbé
Refractometer Carl Zeiss (Germany) and obtaining correspondent % water from the
Chataway table. Total acidity was analysed by the titrimetric method using 0.1N
NaOH according to the AOAC Official method 16.023. Results were expressed as
milliequiv. NaOH Kg™. HMF analysis was based on the modified SPE - HPLC method
(Costa et al.,, 1999). A 30 % honey solution was clarified adding 0.5 ml of each
Carrez | and Il solutions and the mixture was centrifuged at 2000 x g for 10 min. One
milliliter of clear supernatant was passed through the Sep-PAK C-18 cartridge Waters
(USA) which was previously conditioned with 2 ml of methanol followed by 5 ml of
distilled water before use. After washing the cartridge with 0.5 ml of hexane, the HMF
was eluted twice with 5 ml of ethyl acetate and dried with anhydrous sodium
sulphate. A C-18 column (250 x 4 mm, i.d., Supelco - USA) was used with
acetonitrile:water (15:85, v/iv at 1.0 ml min™) as mobile phase and detection of the
effluent was at 280 nm. Carbohydrates were analysed by HPLC with refractive index
(RI) detector (Waters, USA) based on the modified work (da Costa Leite et al., 2000).
For monosaccharides, a 0.5 % (v/v) honey solution was prepared and diluted with
pure acetonitrile in the proportion 1:1 (v/v), and the mixture centrifuged for 5 min. A
NH, column (250 x 4 mm, i.d., Merck - Brazil) was used with acetonitrile:water
(85:15, v/v) at 1.3 ml min™. For oligosaccharides, the conditions were the same

except that was prepared a 5 % (v/v) honey solution. Each standard was injected
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separately, and both the standard mixture and a honey sample were spiked with
each individual sugar in order to identify the peak related to each carbohydrate.
Quantification was achieved by peak height comparison with standards of HMF (kept
in the dark) or carbohydrates. Results were expressed as mg HMF Kg™ or g % for
each sugar. Undetectable levels have been considered as zero for calculation
purposes.

2.4 ISOLATION OF VOLATILE COMPOUNDS

The procedure was based on previous method (Moreira & De Maria, 2005). The 100
mL of honey aqueous solution (20 g%, w/v) containing 50 mg of n-pentanol as an
internal standard was passed through a glass column (0.5 cm i.d. x 18 cm) packed
with Porapak Q adsorvent (50/80 mesh) from Supelco (USA). The polymer was
previously conditioned at 225°C for 3 h under a N, flow rate of 0.9-1.0 L min™. After,
the column was inverted and washed with 20 mL of bidistilled water to remove sugar
compounds. Adsorbed volatiles were eluted with 100 mL of acetone, and the eluate
was concentrated to 2 mL in a rotary evaporator at 20°C.

2.5 GC/MS/SNIFFING ANALYSIS

Chromatographic analysis was carried out on a 60 m x 0.25 mm Supelcowax 10
fused-silica polar phase capillary column (film thickness, 0.25 um) from Supelco
(USA). The injector temperature was 230°C. Temperature program used for the
column was as follows: initial temperature of 50°C, programmed to increase at 3°C
min™ to a maximum of 240°C. This last temperature was holden during 30 min. The
linear flow rate of helium was 28 cm s™. The column was directly connected to a
guadrupole mass spectrometer Shimadzu (Japan). Equipment was operated at an
ionization voltage of 70 eV, an ion source temperature of 240°C and a mass range of

20-300. Identification of the volatiles was achieved by comparing mass spectra of
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unknown peaks with those stored in the National Institute of Standards and
Technology 12.lib and 62.lib data systems. Only the compounds identified using at
least reference standards and mass spectral data were considered to be definitely
identified.

For GC-SNIFFING, the same capillary column and program conditions mentioned
previously were used, splitting the effluent 1:10 with a glass-cap-closs for FID at
240°C, as well as for simultaneous odor perception by means of an artisanal
SNIFFING-PORT. Olfactive perception of the separated volatiles from samples and
standards was performed freely by three testers. Modified Kovatz Indices (KI) were
calculated in accordance with Van Den Dool and Kratz (1963).

2.6 STATISTICAL APPROACH

Statistical analysis of data was performed by one way analysis of variance (at the
0.05 significance level) (OriginPro version 8.1.10.86) and by the means of
agglomerative hierarchical cluster analysis (XLSTAT version 2013.2.07). Clustering
method comprises a chemometric technique that involves a measurement of either
the distance or similarity between the objects to be clustered (Terrab, Gonzalez-Miret
& Heredia, 2003).

3 RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows, for each angico honey, contents of diverse chemical parameters.
Only basic statistic has been applied because these variables were not a practical
way to characterize honeys probably due to either sample size or because most
parameters showed no statistically significant differences. The water contents was in
the range of 15.80-18.00 % which agreed with those found in honeys of different
floral types from caatinga biome (16.40-19.00 %) (Sodré et al., 2011), but were lower

than those of the atlantic forest from southeastern Brazil (18.00 to 20.00 %) (Costa et
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al.,, 1999; da Costa Leite et al., 2000) and from Lithuania (18.80 to 20.20%)
(Stelmakiené, Ramanauskiené, Briedis & Leskauskaité, 2012). The total acidity of the
analysed samples showed a variation of 16.40-18.00 millieq Kg* which was
according to that found in atlantic forest of southeastern (15.60-17.90 millieq Kg™)
(Costa et al., 1999). These results on the other hand were different from those of the
caatinga biome that showed a wide variation of 10.00-53.80 millieq Kg™ (Moreira et
al., 2002, Sodré et al., 2011). This substantial variation was favored by high acidity
(51.00-53.80 millieq Kg™) normally found in caju honeys. Free proline content fell
within the limit of 295-450 mg Kg* which was significantly (p<0.05) lower in
comparison with that from morrdo de candeia (657-771 mg Kg™), assa-peixe (633-
737 mg Kg?)) and caju (1323-1481 mg Kg™) honeys from atlantic forest, cerrado
(Matos et al., 2002) and caatinga (Moreira et al., 2002) biomes, respectively, but was
higher than that from European honeys (189-292 mg Kg™) (Janiszewska, Aniotowska
& Nowakowski, 2012). The higher proline value in some varieties possibly reflects the
intensive labor of Brazilian bees on the collected nectar by adding gland secretions.
HMF in angico samples showed a lower variation (13.40-17.20 mg Kg™) than that
found in honeys of different floral types from caatinga biome (3.90-24.60 mg Kg™)
(Sodré et al., 2011) and that from Portugal (1.31-13.84 mg Kg™) (lglesias et al.,
2012). In contrast, morrdo de candeia (4.5-6.1 mg Kg™) and assa-peixe (2.6-3.8 mg
Kg™) honeys from atlantic forest and cerrado biome, respectively had a significantly
(p<0.05) lower HMF level (Matos, et al., 2002). Diastase activity lay in the range of
11.4-12.4°G which was lower that from morrdo de candeia (13.2-16.7 °G) and assa-
peixe (13.2-18.5 °G) honeys from atlantic forest and cerrado biome (Matos, et al.,
2002), respectively and from Portugal (10-25 °G) (Fedas, Vazquez-Tato, Estevinho,

Seijas & Iglesias, 2010). Conversely, diastase activity in angico honeys was higher
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than that found in honeys of different floral types from caatinga biome (5.30-12.70
°G) (Ricardo et al., 2002, Sodré et al., 2011). Fructose and glucose contents were in
the range of 41.90-43.30 % and 32.60-34.20 %, respectively which were slightly
higher than those from morrdo de candeia (38.9-41.1 %; 31.6-33.0 %) and assa-
peixe (38.6-41.0 %; 31.4-32.8 %) honeys from atlantic forest and cerrado (Matos et
al., 2002), respectively and significantly (p<0.05) higher than those from caju (32.8-
33.8 %; 25.8-26.9 %) and marmeleiro ((38.2-39.1 %, 25.8-27.0 %) from caatinga
biome (Moreira et al. 2002) and echium (34.0-38.4 %; 27.8-34.9 %) and chestnut
(30.1-33.3 %; 24.74-28.76 %) from Spain (Ledn-Ruiz, Vera, Gonzalez-Porto &
Andrés, 2011). Lower content of monosaccharides in honeys from caatinga biome
could be explained by the low activity of the invertase when samples are exposed to
hot environment of the semi-arid. The same seems to happen with diastase activity.
In previous report (Moreira et al. 2007), fresh pure honeys from caatinga biome were
submitted to storage for 3 or 6 months at 35-40°C. There was a reduction of the
diastatic activity and furthermore, neither hexose content nor transglycosylation
reaction catalyzed by invertase increased on sample heating under controlled
conditions.

Oligosaccharides parameters have shown to be useful as an auxiliary tool for the

differentiation of two or more kinds of honey (Mateo & Bosch-Reig, 1997; Morales,

Corzo & Sanz, 2008). Based on this principle, the profile of oligosaccharides from

angico honey was compared with those of the morrdo de candeia from atlantic forest
of southeastern Brazil and marmeleiro from caatinga biomes published elsewhere
(da Costa Leite et al., 2000; Matos et al., 2002; Moreira et al., 2002). Regarding to
the variability of the data, Table 2 shows individual and mean values and SD for all

the oligosaccharides found in the three unifloral honeys. Maltose (mean value = 3.98
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%) was the major disaccharide found in angico, which was in accordance with
morrdo de candeia (4.02 %), marmeleiro (2.07 %) and Spanish honeys (3.96 %)
(Mateo & Bosch-Reig, 1997). Maltotriose was not encountered in angico but reached
mean values of 0.22 % and 0.57 % in morrdo de candeia e marmeleiro,
respectivamente, and 0.01 % in citrus honey from USA (Ruiz-Matute, Ramos,
Martinez-Castro & Sanz, 2008). The mean values for turanose, nigerose, sucrose,
isomaltose, maltotriose, panose and raffinose in angico were significantly different
(p<0.05) than those from morrdo de candeia and marmeleiro. Although the sampling
was small, it was possible to find significant differences among the three kinds of
honey based on 70% of the oligosaccharides analyzed. Thus, a study of the structure
of the data by cluster analysis was carried out. The search for natural groupings
among the samples is one preliminary way to study the data structure. The results
presented as a dendogram were able to show the presence of honey clusters (Figure
1). The closeness of objects in p-space seems to reflect the similarity of their
properties. The three kinds of honey were grouped into independent clusters but
angico was closest to the morrao de candeia and both were distant from marmeleiro.
Angico and morrdo de candeia are plants that can be found in the atlantic forest
while the marmeleiro is typical of semi-arid regions as the caatinga biome. Figure 2
shows the profile of classes in which it can be seen that turanose, nigerose, panose
and isomaltose are major contributors to the differentiation of samples. These
findings indicate that cluster analysis appears to be able to group Brazilian tropical
honeys in accordance with floral type.

Volatile fraction composition of the angico is presented in Table 3. Sixteen
compounds were identified, eleven of which were definitively identified via reference

substances, mass spectra library and KI. Although external and internal
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standardizations were used, no method recovery or GC standardization corrections
were applied, and thus, the results presented are estimated values. Linalool oxide
(trans-furanoid) (12.2-16.1 ppb) was by far the most abundant volatile, followed by
phenylethanol (3.3-6.1 ppb), tetracosane (3.1-5.7 ppb) and 2-ethylhexanol (3.3-4.9
ppb) which differed of the cambara honey from atlantic forest of southeastern
(Moreira and De Maria, 2005) that showed values of 9.2-13.9 ppb and <0.01 ppb for
2-ethylethanol and phenylethanol, respectively. Linalool oxide (trans-furanoid) has
been found in very low concentration in caju and marmeleiro honeys from caatinga
biome (Moreira et al. 2002). Odouriferous perception of sample volatiles and pure
standards through the GC/SNIFFING technique permitted the perception of linalool
oxide (trans-furanoid) (flower, hay-like notes), 2-ethyhexanol (green), phenylethanol
(floral, spicy) and phenyl acetic acid (sweet, honey). Phenylethanol has been
considered to be important odourant to the aroma of linden and haze honeys from
Europa (Blank, Fischer & Grosch, 1989) and caju (caatinga biome) (Ricardo et al.,
2002), morrao de candeia (atlantic forest) and assa-peixe (cerrado biome) (Matos et
al., 2002) honeys from Brazil. Phenylacetic acid has already been identified as an
important contributor to heather and rape from Europa (Cuevas-Glory, Pino,
Santiago, Sauri-Duch, 2007), caju and marrmeleiro from caatinga biome (Ricardo et
al. 2002) and cambard honey from atlantic forest (Moreira & De Maria, 2005).
Hotrienol reported here, has not been previously described as a Brazilian honey
constituent.

4 CONCLUSION

All samples were found to meet honeys quality European Legislation (EC Directive
2001/110) and Brazilian Legal regulations. There was great variability in chemical

parameters of angico described here when compared to other Brazilian and foreigner
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honeys. However, it was possible to observe that angico showed higher values in
fructose, glucose and HMF and lower values for proline and diastase than other
tropical honeys and that these differences were independent of the biome. The
composition of clusters indicated that the oligosaccharide profile could contain useful
information in achieving classification not only to tropical honeys from different floral
types from the different biomes as also from the same biome. The information
obtained in the current work showed that linalool oxide (trans-furanoid), 2-
ethyhexanol, phenylethanol and phenylacetic acid may be important contributors to
the angico honey flavour. Hotrienol and maltotriose may be useful in future to testing
the angico authenticity. Angico is an exotic tropical honey that has great potential to
boost the beekeeping in tropical biomes subject to anthropogenic pressure and
therefore help to keep trees standing.
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Figure 1. Dendogram of cluster analysis of tropical honey samples.

A - angico (atlantic Forest of southtern)

MC — morrao de candeia (atlantic forest of southeastern)

M —marmeleiro ((caatinga biome)
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Figure 2. Profile of classes from tropical honey samples.
1- angico (atlantic Forest of southtern)
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Table 1. Levels of chemical parameters in angico tropical honey samples.

Samples  Water proline Total acidity  Diastase HMF Frutose Glicose Fru/Gli
(%) (mgkg™) (millieq. Kg™) (°G) (mg kg™ (9%) (9%)
Al 18.00 320.00 16.40 12.20 15.10 42.10 34.10 1.23
A2 16.00 450.00 17.10 11.70 17.20 43.00 33.30 1.29
A3 17.80 295.00 17.60 10.20 13.40 42.70 32.60 1.31
A4 15.80 342.00 16.70 12.40 16.00 43.30 34.20 1.27
A5 16.50 373.00 18.00 11.20 13.80 42.40 33.00 1.28
A6 17.00 357.00 17.50 10.80 14.70 41.90 32.90 1.27
Mean 16.75 349.50 17.30 11.45 14.90 42.55 33.15 1.28
SD 0.92 53.55 0.60 0.84 1.41 0.54 0.66 0.03

Data are given as mean values of six independent experiments with two
replicates each
A — angico samples °G — Gothe’s degree  HMF — hydroxymethylfurfural

Fru/Gli — ratio fructose/glucose  SD — standard deviation
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Table 2. Oligosacharides profiles in angico’, morrdo de candeia** and

marmeleiro”™ tropical honeys.

Samples MAL TUR NIG MEB sucC ISO MTR PAN MEL RAF
Al 351 1.95 1.80 0.00 0.83 0.00 0.10 0.02 0.21 0.15
A2 4.12 1.76 2.15 0.00 0.97 0.00 0.12 0.00 0.17 0.09
A3 3.97 2.31 1.79 0.00 1.04 0.00 0.07 0.03 0.23 0.06
A4 454 2.17 1.66 0.00 1.09 0.00 0.05 0.02 0.15 0.11
A5 3.76 1.86 1.93 0.00 1.16 0.00 0.14 0.00 0.21 0.10
A6 4.00 2.05 2.03 0.00 0.95 0.00 0.08 0.01 0.16 0.09
Mean 3.99° 2.00° 1.87° 0.00° 1.01° 0.00° 0.09° 0.02° 0.19° 0.10°
SD 0.35 0.20 0.18 0.00 0.12 0.00 0.03 0.01 0.03 0.03

MC1 4.70 4.90 0.00 0.00 0.60 0.70 0.20 0.50 0.20 0.20
mC2 3.70 5.30 0.00 0.00 0.20 0.30 0.20 1.50 0.20 0.40
MC3 3.50 4.00 0.00 0.00 0.40 0.50 0.40 1.20 0.30 0.40
MC4 4.20 4.80 0.00 0.00 0.30 0.80 0.10 0.90 0.10 0.50
Mean” 3.85° 4,85 0.00° 0.00 0.35 0.60" 0.20° 1.05° 0.20° 0.40°
SD 1.94 0.54 0.00 0.00 0.17 0.22 0.13 0.43 0.08 0.13
M1 1.80 0.78 0.90 0.14 0.48 1.60 0.50 0.26 0.03 0.16
M2 2.40 0.90 1.10 0.06 0.52 2.20 0.70 0.34 0.10 0.22
M3 1.90 0.85 1.15 0.13 0.51 2.10 0.60 0.32 0.07 0.17
M4 2.20 0.91 0.80 0.09 0.54 1.85 0.50 0.27 0.04 0.21
Mean*** 2.05° 0.88° 1.00° 0.11° 0.52" 1.98° 0.55° 0.30° 0.06" 0.19°
SD 0.28 0.06 0.17 0.04 0.03 0.27 0.10 0.04 0.03 0.03

Mean values in each column with different superscripts are significantly different
at p<0.05 A- angico samples (atlantic forest of southern)

MC — morrao de candeia samples (atlantic forest of southeastern)
M - marmeleiro samples (caatinga biome)
*Data are given as mean values of six independent experiments with two
replicates

**Results were obtained of reports published elsewhere (da Costa Leite et al. 2000; Matos et al., 2002)

***Results were obtained of reports published elsewhere (da Costa Leite et al.,
2000; Moreira et al., 2002) SD — standard deviation

MAL - maltose  TUR — turanose NIG — nigerose MEB - melibiose

SUC - sucrose  I1SO —isomaltose  MTR — maltotriose

PAN - panose MEL - melezitose RAF — rafinose
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Table 3. Volatile compaosition of angico honeys.

Compounds Kl Concentration (ppb, AVG Odour perception
+ SD)
Trans-linalool oxide® 1449 14.3+1.6 Flower, hay-like
2-ethyl-1-hexanol® 1498 4.2+0.5 Green
Hexadecane® 1600 1.1+0.5 -
Hotrienol” 1630 - -
2-methyl-butanoic acid® 1670 <0.01 -
Phenylethanol® 1942 4.440.9 Floral, spicy
3-hexenyl-hexanoate® 1948 - -
Heneicosane® 2059 1.5+0.4 -
1-hydroxylinalool” 2129 - -
Tetracosane® 2405 4.5+1.0 -
Benzoic acid® - 3.7£0.5 -
Phenylacetic acid® - 2.7+0.5 Honey, sweet
Hexacosane® - 1.2+0.4 -
Phenylpropanedioic acid?® - 2.5+0.6 -
Hexadecanoic acid® - <0.01 -

4-methoxy-phenylacetic acid”

KI — Kovatz Index
a — Definitive identification: via mass spectra + reference compound

b — Tentative identification: based on only mass spectra data

AVG - average

SD - standard deviation

The average and standard deviation were established by the values found in

six different samples
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INTRODUCTION

A g the | tropical h ys we have
the angico (Anadenanthera sp.). It is light in
color with a pleasingly mild flavor and aroma.
Although the plant readily adapts adverse
environmental conditions, it is not easily
found, probably due to its large use in both
charcoal production and rural construction. An
important step for species conservation and
sustainable  forest management  would
stimulate beekeeping. A way to make the
angico honey economically attractive is to
know its chemical composition. Over the past
twenty five years some authors have reported
the chemical composition of Brazilian tropical
honeys from different biomes (Costa et al.,
1999; Da Costa Leite et al., 2000; Moreira & De
Maria, 2005; Ribeiro et al., 2008). According to
these studies some parameters were described
as well as their chemical changes during
honey storage in tropical conditions.
Researchers also have focused their efforts
not only to determine the chemical
composition, but also to use it to typify both
geogr ical and b ical origin. Beekeeping
practice is a powerful conservation action, as
well as a development option that can improve
the people living conditions. In this context,

dies of the chemical position of exotic
floral honeys from found in thr d
biomes will help keep the trees standing.
Objective: The present study aimed to
analyze some chemical parameters of genuine
angico honey samples.

MATERIALS AND METHOI

SAMPLES

Six fresh authentic Apis mellifera honey
samples of angico were obtained of remaining
areas of Atlantic Forest in southern Brazil. All
samples were classified as fresh honeys
b HMF did not d 40 mg Kg-
1 and diastase values were above 8°G.
NON-VOLATILE COMPOUNDS ANALYSIS
Diastase activity, proline, water and total acidity
was according to the AOAC Official method.
HMF analysis was based on the modified SPE -
HPLC method (Costa et al, 1999).
Carbohydrates were analysed by HPLC with
refractive index (RI) detector based on the
modified work (da Costa Leite et al., 2000).

ISOLATION OF VOLATILE COMPOUNDS
The procedure was based on previous method
(Ribeiro et al., 2008).

GC/MS/SNIFFING ANALYSIS
It was based on previous method (Moreira & De
Maria, 2005).

STATISTICAL APPROACH

Data were submitted to one way analysis of
variance (at the 0.05 significance level) and by
the means of agglomerative hierarchical cluster
analysis (XLSTAT version 2013.2.07).

RESULTS AND DISCUSSION

The higher proline value in some varieties
possibly reflects the intensive labor of Brazilian
bees on the collected nectar by adding gland
secretions. Diastase activity in angico honeys
was higher than that found in honeys of
different floral types from caatinga biome.
Fructose and glucose contents were in the
range of 41.90-43.30% and 32.60-34.20%,
respectively which were significantly (p<0.05)
higher than those from caju (32.8-33.8%; 25.8-
26.9%) and marmeleiro ((38.2-39.1%; 25.8-27.0
%). Lower of ides in
honeys from caatinga biome could be explained
by the low activity of the invertase when

ples are exp d to hot envir t of the
semi-arid. The same seems to happen with
diastase activity. Table 1 shows individual and
mean values and SD for all the oligosaccharides
found in the three unifloral honeys. Although
the sampling was small, it was possible to find
significant differences among the three kinds of
honey based on 70% of the oligosaccharides
analyzed. Thus, a study of the structure of the
data by cluster analysis was carried out. The
results pi d as a d am were able to

show the presence of honey clusters (Figure 1).

CONCLUSIONS

It was possible to observe that angico showed
higher values in fructose, glucose and HMF and
lower values for proline and diastase than other
tropical honeys and that these differences were
independent of the biome. The composition of
clusters indicated that the oligosaccharide
profile could contain useful information in
achieving classification not only to tropical
honeys from different floral types from the
different biomes as also from the same biome.
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Table 1. Oligosacharides profiles in angico’, morrdo de candeia**
and marmeleiro™ tropical honeys.

Samples MAL TUR NIG MEB SUC ISO MTR PAN MEL RAF
Al 351 195 180 000 083 000 010 002 021 015
A2 412 176 215 000 097 000 012 000 017 009
A3 397 231 179 000 104 000 007 003 023 006
A4 454 217 166 000 109 000 005 002 015 011
A5 376 18 193 000 116 000 014 000 021 0.0
A 400 205 203 000 095 000 008 001 016 009
Mean' 399* 200° 187° 0.00° 101* 000° 009° 002 019 0.10°
SD 035 020 018 000 012 000 003 001 003 003
MC1 470 480 000 000 060 070 020 050 020 020
MC2 370 530 000 000 020 030 020 150 020 040
MC3 350 400 000 000 040 050 040 120 030 040
MC4 420 480 000 000 030 080 040 080 010 050
Mean” 385° 4.85° 0.00° 000° 035° 060° 020° 105° 020° 040°
SD 194 054 000 000 017 022 013 043 008 013
M 180 078 090 014 048 160 050 026 003 0.16
M2 240 090 110 006 052 220 070 034 010 022
M3 190 08 115 013 051 210 060 032 007 0.17
M4 220 091 080 009 054 185 050 027 004 021
205° 088° 100° 0.11° 052° 1.96° 055 030° 006° 0.1
Mean™*
SD 028 006 017 004 003 027 010 004 003 003

Mean values in each column with different superscripts are significantly
different at p<0.05 A- angico samples (atlantic forest of southem)

MC - morréo de candei (atlantic forest of southeastern)

M - marmeleiro sa (castinga blome)

“Data are given as mean values of six independent experiments with two
replicates

“Results were obtained of reports published elsewhere (Da Costa Leite etal,
2000)

““Results were obtained of reports published elsewhere (Da Costa Leite et al,
2000) SD - standard deviation
MAL -maltose  TUR - turanose  NIG - nigerose MEB - melibiose

SUC- sucrose IS0 ~Isomaltose  MTR - maltotriose

PAN -panose  MEL - melezitose - rafinose

i i 3§ ¥ v o® omn

Figure 1. Dendogram of cluster analysis of
tropical honey samples.

A - angico (atlantic Forest of southtern)
MC - morrao de candeia (atlantic forest of
southeastern)

M -marmeleiro ((caatinga biome)
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