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RESUMO

O mel, além de altos teores de frutose e glicose, apresenta em sua
composicdo menores concentragdes de compostos com importantes
propriedades nutricionais e discriminatorias. Méis de melato tém sido
especialmente valorizados pelo sabor forte caracteristico e possiveis
efeitos benéficos a satde quando comparados aos méis florais, incluindo
mel de melato de bracatinga (MMB), obtido a partir de exsudato de
cochonilhas (Tachardiella sp) que infestam a espécie bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham). Assim, a discriminacdo com relagdo a
garantia de origem em termos de fonte (floral ou melato) e identificacdo
geogréafica, bem como a avaliacdo de classes de compostos com
possiveis propriedades bioativas, se tornam importantes aspectos de
controle de qualidade e autenticidade. Devido a relevancia econdmica e
produtiva no mercado internacional e escassez de estudos sobre 0 MMB,
0s objetivos deste estudo foram: determinar aminodacidos livres (AAL) a
fim de elucidar a contribuicdo de cochonilhas (Tachardiella sp) e
abelhas (Apis mellifera) ao MMB e discriminar geograficamente este
mel de cinco municipios do Planalto Serrano de Santa Catarina
utilizando quimiometria; discriminar méis de melato e floral, de mesma
espécie botanica (Mimosa scabrella Bentham) a partir da comparagéo
do perfil de proteoma utilizando analise de componentes principais
(PCA); e determinar compostos fenolicos totais (TCP) e individuais,
minerais e capacidade antioxidante in vitro pelos mecanismos de captura
de radical livre (DPPH) e reducdo férrica (FRAP) a fim de avaliar a
qualidade com relacéo a potencialidade funcional. Os resultados obtidos
evidenciaram a presenca predominante dos AAL serina (Ser), prolina
(Pro), asparagina (Asn), acido aspartico (Asp) e acido glutamico (Glu)
com concentra¢des que variaram de < LQ para Pro, Asn e Asp a 1216
mg kg™ para Glu em melato de cochonilhas (M), e de 56,7 mg kg™ para
Ser a 1447 mg kg™ para Glu em MMB; a partir desta determinacéo
observou-se uma efetiva contribuicdo de Pro pela abelha ao MMB e a
discriminagdo de acordo com sua origem geogréafica utilizando
quimiometria. O perfil de proteoma apresentou um maior valor médio



de spots proteicos em MMB (160) quando comparado ao mel floral de
bracatinga (84) e spots proteicos comuns (45), que quando submetidos a
PCA, discriminou estes méis de mesma espécie botanica. As
concentragBes obtidas para as capacidades antioxidantes in vitro
variaram de 16,5 a 43,4 mg EAA 100 g para DPPH e de 523 a 1004
pmol FeSO,.7H,0 100 g™* para FRAP, e de 84,4 a 197 mg EAG 100 g™
para TPC que, quando comparado a outros méis de melato, 0 MMB
apresentou maiores resultados; além disto, apresentou maior nimero e
diversidade de compostos fendlicos individuais, maiores concentracfes
de quercetina e &cidos benzoico, cafeico, clorogénico, ferdlico, cumarico
e siringico, compostos predominates diferenciados (acido benzoico: 46,7
a 1520 pg 100g™, 4cido 3,4-dihidroxibenzoico: 96,7 a 228 pg 100g™ e
4cido salicilico: de 75,7 a 830 ug 100g™) e compostos fenélicos ainda
ndao reportados em méis de melato (coniferaldeido, hesperidina,
isoramnetina, pinobanksina). Os macroelementos de maior concentrago
foram K" (de 2323 a 6332 mg kg™), Ca®* (de 4,80 a 140 mg kg™) e Mg?*
(de 40,4 a 80,7 mg kg™), apresentando maiores concentracdes destes e
menores concentracdes de Na' (de 2,42 a 13,3 mg kg™ ) quando
comparado a méis de melato de outros estudos. A analise de matriz de
correlacdo de Pearson entre as determinacdes de TPC, DPPH, FRAP,
compostos fendlicos individuais e minerais demonstrou potencial
influéncia sinérgica dos macroelementos na agdo antioxidante através
dos mecanismos analisados. A partir destes resultados, juntamente com
as acdes funcionais evidenciadas in vivo de méis relacionadas aos
compostos antioxidantes e potencial sinergismo constituintes da menor
fracdo da composicdo melifera, 0 MMB demonstrou caracteristicas
benéficas potenciais de propriedades funcionais. Além disto, a
determinacdo de AAL e perfil protedbmico, associados as ferramentas
guimiométricas, podem representar uma estratégia analitica para
autenticacdo de MMB com relacdo a discriminacdo geogréafica e entre
tipos de méis (floral e melato), respectivamente.

Palavras-chave: Mel de melato. Mimosa scabrella Bentham.
Aminoécidos livres. Proteinas. Compostos fendlicos. Minerais.
Alimento funcional.



ABSTRACT

Honey, besides high levels of fructose and glucose, present in its
composition, compounds in smaller concentrations of special interest
with important nutritional and discriminatory properties. Honeydew
honeys have been specially valued because of the different sensory
attributes and possible health beneficial effects when compared to floral
honeys, including bracatinga honeydew honey (Bhh), obtained from
exudates of plant-sucking insects (Tachardiella sp.) that infest the
bracatinga species (Mimosa scabrella Bentham). Then, discrimination
with respect to origin guarantee in terms of source (floral or honeydew)
and geographic identification, as well as evaluation from compound
classes with potential bioactive properties, become important aspects of
quality control and authenticity. Due to the economic and productive
importance in the international market and lack of studies about Bhh,
the aims of this study were: to determine free amino acids (FAA) to
elucidate the contribution from plant-sucking insects (Tachardiella sp.)
and bees (Apis mellifera) to the Bhh and to discriminate geographically
this honey from five municipalities of the Serrano Plateau from Santa
Catarina using chemometrics; to discriminate floral and honeydew
honeys of the same botanical species (Mimosa scabrella Bentham) from
the comparison of the proteome profile using principal component
analysis (PCA); and to determine total phenolic compounds (TPC) and
individual phenolic compounds, minerals and in vitro antioxidant
capacity by free radical capture (DPPH) and ferric reducing (FRAP)
mechanisms in order to evaluate the quality in relation to functional
potentiality. The results obtained evidenced the predominant presence of
the FAA serine (Ser), proline (Pro), asparagine (Asn), aspartic acid
(Asp) and glutamic acid (Glu) with concentrations ranging from <LQ
for Pro, Asn and Asp at 1216 mg kg™ for Glu in honeydew from plant-
sucking insects (H) and from 56.7 mg kg™ for Ser at 1447 mg kg™ for
Glu in Bhh; from this determination an effective contribution of Pro by
the bee to the Bhh and the discrimination according to its geographical
origin using chemometrics was observed. The proteome profile showed
a higher average value of protein spots in Bhh (160) compared to the
bracatinga floral honey (84) and common protein spots (45), which
when subjected to the PCA, discriminated these honeys from same
botanical species. The concentrations obtained for in vitro antioxidant
capacities ranged from 16.5 to 43.4 mg AAE 100 g™ for DPPH and from
523 to 1004 pmol FeSO,4.7H,0 100 g'1 for FRAP, and from 84.4 a 197
mg GAE 100 g* for TPC which, when compared to other honeydew



honeys, Bhh showed higher results; furthermore presented higher
number and diversity of individual phenolic compounds, higher
concentrations of quercetin and benzoic, caffeic, chlorogenic, ferulic,
cumaric and syringic acids, differentiated major compounds (benzoic
acid: from 46.7 to 1520 pg 100g™, 3,4-dihydroxybenzoic acid: 96.7 to
228 pg 100g™ and salicylic acid: 75.7 to 830 pg 100g™) and phenolic
compounds not yet reported in honeydew honeys (coniferaldehyde,
hesperidin, isorhamnetin and pinobanksin). The predominant
macroelements were K* (from 2323 to 6332 mg kg™), Ca®* (from 4.80 to
140 mg kg™) and Mg** (from 40.4 to 80.7 mg kg™), showing higher
concentrations of these and lower concentrations of Na+ (from 2.42 to
13.3 mg kg™) when compared to honeydew honeys from other studies.
Pearson correlation matrix analysis between TPC, DPPH, FRAP,
individual phenolic compounds and minerals showed potential
synergistic influence of the macroelements on the antioxidant action
through the mechanisms analyzed. From these results and functional
actions evidenced in vivo of honeys related to the antioxidant
compounds and potential synergism of constituents of the smallest
fraction of the honey composition, the Bhh demonstrated potential
beneficial characteristics of functional properties. In addition, the AAL
determination and proteomic profile, associated with chemometric tools,
can represent an analytical strategy for authentication of this honey with
respect to the geographical discrimination and kinds of honeys (floral
and honeydew), respectively.

Keywords: Honeydew honey. Mimosa scabrella Bentham. Free amino
acids. Proteins. Phenolic compounds. Minerals. Functional food.
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EAG: Equivalente ao cido galico

EMBRAPA: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Epagri: Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa
Catarina

ESI: lonizacéo por eletrospray, do inglés electrospray ionization

FRAP: Capacidade antioxidante/redutora férrica, do inglés ferric
reducing/antioxidant power

GAC: Quimica analitica verde, do inglés green analytical chemistry

GC-MS: Cromatografia a gas acoplada & espectrometria de massas, do
inglés gas chromatography-mass spectrometer



Glu: Acido glutamico

ICP-MS: Espectrometria de massas por plasma indutivamente acoplado,
do inglés inductively coupled plasma - mass spectrometer

IDR: Ingestdo diaria recomendada

IEF: Focalizagdo isoelétrica, do inglés isoeletric focusing

IPG: Gradiente imobilizado de pH, do inglés immobilized pH gradie

LC-MS: Cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massas,
do inglés liquid chromatography-mass spectrometer.

LD: Limite de deteccdo

LG: Lages

LQ: Limite de quantificacdo

M: Melato de cochonilhas

MAPA: Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento

MFB: Mel floral de bracatinga

MM: Massa molare

MMB: Mel de melato de bracatinga

MMQO: Método dos minimos quadrados ordinarios

NMWL: Limite de massa molecular nominal, do inglés nominal
molecular weight limit

PC: Componente principal, do inglés principal component

PCA: Analise de componentes principais, do inglés principal component
analysis

PI: Padrdo interno

pl: Ponto isoelétrico

P1Q: Pardmetros de identidade e qualidade

Pro: Prolina

PSA: Persulfato de amonia

r: coeficiente de correlacdo

R coeficiente de determinacéo

RMF: Residuo mineral fixo

RR: Rio Rufino
RSA: Percentual de captura de radicais, do inglés radical scavenging
activity

SDS: Dodecil-sulfato de sodio, do inglés dodecyl sulphate sodium

SDS-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de
dodecil sulfato de sodio, do inglés polyacrylalide gel
electrophoresis-sodium dodecyl sulfate

Ser: Serina

TBS: Tetraborato de sodio

TCA: Acido tricloroacético, do inglés trichloroacetic acid



Temed: Tetrametiletilenodiamina, do inglés N, N, N' N'-
tetramethylethylenediamine

TIC: Cromatograma de ions totais, do inglés, total ion chromatogram

TPC: Compostos fendlicos totais, do inglés total phenolic compounds

Anvisa: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

TPTZ: 2,4,6-tris-(2-piridil)-s-triazina

tr: Tempo de retengdo

Tris: Tris-(hidroximetil)-aminometano

TRITON X100: 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietileno glicol, do

inglés 4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenyl-polyethylene glycol

U: Incerteza de medicéo

UB: Urubici

UP: Urupema

Vol %: Percentagem de volume de spots proteicos
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INTRODUCAO

O mel é um alimento com propriedades adogantes e nutricionais
de importancia econdmica em todo o mundo, sendo 0 mais importante
produto primario apicola utilizado pela humanidade desde a antiguidade,
mas somente nos UGltimos anos vém sendo demonstradas suas
propriedades nutricionais (ESCUREDO et al., 2013). Apresentando-se
como uma solucéo supersaturada de carboidratos (ALVAREZ-SUAREZ
et al., 2010; KWAKMAN et al., 2010), principalmente frutose e glicose,
0s quais podem ser utilizados como fonte energética para o corpo
humano, o mel também apresenta em sua composicdo classes de
compostos em menores concentragdes com propriedades antioxidantes
tais como compostos fendlicos (ISLA et al., 2011), enzimas (MEDA et
al., 2005), produtos da reacdo de Maillard (TURKMEN et al., 2006),
amino4cidos e proteinas (GOMEZ-CARAVACA et al., 2006), bem
como minerais e demais elementos tracos com importantes fungdes
bioldgicas (ESCUREDO et al., 2013). Estes compostos podem conferir
ao mel caracteristicas potenciais de propriedades funcionais, fornecendo
beneficios adicionais a saude, além de suas funcdes nutricionais basicas
(WONG; LAI; CHAN, 2015), sendo alguns destes também comumente
utilizados para discriminacdo boténica e geografica (GASIC et al., 2014,
2015; KAYGUSUZ et al., 2016; SERGIEL; POHL; BIESAGA, 2014;
SILICI; KARAMAN, 2014), e entre tipos de méis (RAMON-SIERRA;
RUIZ-RUIZ; ORTIZ-VAZQUEZ, 2015). Devido as agdes funcionais
registradas, o mel tem sido citado como agente terapéutico (ORYAN;
ALEMZADEH; MOSHIRI, 2016; PATZOLD; BRUCKNER, 2006) e
suas propriedades fisico-quimicas tém sido relacionadas com processo
de certificacdo que determina qualidade, origens geogréficas, botanicas
e entomoldgicas (SILVA et al., 2013).

O mel é elaborado por abelhas meliferas a partir do néctar floral
(mel floral) e de exsudatos sacarinicos de partes vivas de plantas ou de
excrecdes de insetos sugadores de seiva que se encontram sobre as
plantas (mel de melato) (BRASIL, 2002) e, especialmente, méis de
melato estdo sendo valorizados por consumidores e inddstrias
alimenticias em paises da Europa Central e Oriental devido,
principalmente, ao sabor forte caracteristico que difere de méis florais.
O aumento do interesse por méis de melato em paises europeus requer
sua diferenciacdo entre estes e outros tipos de méis (florais) como uma
resposta ao mercado consumidor e a valorizacdo econdmica
(JERKOVIC et al., 2010; SIMOVA et al., 2012).
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A apicultura é uma atividade em que se sustenta uma das cadeias
produtivas mais importantes do estado de Santa Catarina (SEBRAE,
2014), o qual o mel produzido recebe premia¢ées como "melhor mel do
mundo” desde 1979 por sua qualidade e atributos sensoriais, atraindo
interesses na sua comercializacdo e exportacdo. Além disto,
tradicionalmente no estado, a cada dois anos, a bracatinga (Mimosa
scabrella Bentham) é infestada por cochonilhas (Tachardiella sp.),
produzindo melato, que coletado pelas abelhas meliferas, produzem o
mel de melato de bracatinga (MMB) (MAZUCHOWSKI; RECH,;
TORESAN, 2014), sendo este também premiado em congresso
internacional de apicultura na categoria mel escuro.

Publicacgdes sobre as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas de
méis brasileiros sdo limitadas (BORSATO et al.,, 2014; BUENO-
COSTA et al., 2016), especialmente acerca dos principios ativos que
corroboram para efeitos benéficos a salde, prevencdo de doencas
(BORSATO et al., 2014) e discriminacdo de méis de melato. Neste
contexto, além de sua relevancia econémica e produtiva dos méis da
regido do sul do Brasil no mercado internacional, especialmente, do
estado de Santa Catarina, 0s objetivos deste estudo foram: discriminar
geograficamente o MMB do Planalto Serrano de Santa Catarina
utilizando a determinacdo de amino&cidos livres por cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas e quimiometria; discriminar méis
floral e de melato de mesma espécie botanica (Mimosa scabrella
Bentham) utilizando perfil de proteoma obtido por eletroforese em gel
bidimensional e analise de componentes principais; evidenciar a
qualidade do MMB com relacdo a potencialidade funcional utilizando
determinacBes de capacidade antioxidante in vitro através dos
mecanismos de captura de radical livre (DPPH) e de redugdo férrica
(FRAP), compostos fendlicos por cromatografia a liquido acoplada a
espectrometria de massas sequencial e minerais por eletroforese capilar
de zona e detector de arranjo de diodos.

A Figura 1 apresenta um esquema da abordagem utilizada no
presente estudo.
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Ao final deste trabalho sdo apresentadas as consideragdes finais
com relacdo ao presente estudo, bem como perspectivas acerca da
continuidade do projeto de pesquisa desenvolvido.



CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 MEL

O mel é um produto natural fluido, viscoso, aromético e doce,
com sabor e aroma caracteristicos de sua origem e cor variavel de quase
incolor a pardo-escura, elaborado por abelhas meliferas a partir do
néctar floral (mel floral) e de exsudatos sacarinicos de partes vivas de
plantas ou de excrec@es de insetos sugadores de seiva que se encontram
sobre as plantas (mel de melato), onde este é recolhido, transformado e
combinado com substancias especificas proprias, para entdo ser levado
para a colmeia pelas abelhas, para amadurecimento em favos para sua
posterior alimentacdo, ndo devendo ser adicionado qualquer outra
substancia que altere sua composicdo original (ALVES et al., 2005;
BOFFO et al., 2012; BRASIL, 2000; CODEX, 2001; CONSONNI;
CAGLIANI; COGLIATI, 2013; EUROPEAN COMMISSION, 2002;
KASKONIENE et al., 2008).

Para a producdo do mel, em uma reacdo fisica, este é desidratado
até que o teor de umidade fique abaixo de 18%, ocorrendo a partir da
absorcdo de agua no papo das abelhas e uma posterior evaporacao pelo
bater das asas dos insetos na colmeia. A transformacdo dos carboidratos
do mel ocorre pela agdo das enzimas invertase, amilase e glicose-
oxidase para posterior depdsito deste no interior dos alvéolos dos favos,
onde sdo cobertos por uma fina camada de cera em um processo
chamado de operculagdo e, nesta etapa, o0 mel é considerado maduro
(FREITAS, 2011).

No Brasil a identidade e qualidade do mel sdo preconizados pela
Instrucdo Normativa n® 11, de 20 de outubro de 2000 do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), baseada em normas e
diretivas do Mercosul, conforme Resolugdo MERCOSUL GMC, n°
56/99 e em padrdes norte-americanos e europeus (CODEX, 2001;
EUROPEAN COMISSION, 2002), estdo descritas na portaria n® 367 de
4 de setembro de 1997 do MAPA e sdo utilizadas para a classifica¢do do
mel de A. mellifera, que atendem parcialmente as caracteristicas do
produto de abelhas sem ferrdo (ASF) (CARVALHO et al., 2005).

A Tabela 1 ilustra os parametros fisico-quimicos de identidade e
qualidade (P1Q) recomendados pelos 6rgéos regulamentadores com os
valores méximos e minimos permitidos para mel e mel de melato,
respectivamente.
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Tabela 1: Valores permitidos para os parametros fisico-quimicos de
identidade e qualidade de mel floral/mel de melato, respectivamente,
conforme érgdos regulamentadores.

CODEX

Parametros BRASIL, alimentarius EC,
2000 2001 2001

Acucares redutores 65/60 60/45 60/45

(%, min.)

Umidade

(%, méx.) 20 20 20

Sacarose

(%, méx. ) 6/15 5 5

Sollldos |nsoluvg|s 01 01 01

em 4gua (%, méx.)

Cinzas

(%, méx.) 0,6/1,2 NI NI

Acidez

(mEq kg't, max.) 50 50 50

Atividade diastasica 8 8 8

(min.) (Gothe) (Shade) (Shade)

5-HMF 60 40 40

(mg kg'!, maximo) (PT: 80) (PT: 80)

Condutividade elétrica NI méx. 0,8/min. 0,8 méx.0.8

(mS/cm)
Legenda: EC - Comissdo Europeia, do inglés European Comission; PT -
Paises Tropicais; 5-HMF - 5-Hidroximetilfurfural; NI - N&o informado.
Dois valores: mel floral/mel de melato, respectivamente. Um valor: ndo ha
diferenca entre os dois tipos de mel. Fonte: Adaptado de Brasil (2000),
CODEX (2001) e Comisséo Europeia (2001).

1.1.1 Propriedades fisico-quimicas e composicao

O mel, de pH que pode variar de 3,4 a 6,1 (PATZOLD;
BRUCKNER, 2006), pode apresentar composicdo variavel e é
dependente de diversos fatores como composic¢do do néctar e/ou melato,
condi¢des climaticas, manejo do apicultor e espécie de abelha envolvida
na producdo (CARVALHO et al., 2005).

Podendo conter mais de 200 substancias (ESCUREDO et al,
2013), o mel ¢ constituido, principalmente, de uma solucdo
supersaturada de acglicar, com mais de 95% de sua massa seca composta
por carboidratos (principalmente monossacarideos glicose e frutose) e
dgua (cerca de 20%) (GIROLAMO; D'AMATO; RIGHETTI, 2012;
PATZOLD; BRUCKNER, 2006). Porém, também apresenta em sua
composicdo diferentes nutrientes como vitaminas; minerais (6xidos de
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potassio, calcio, magnésio e sédio e, microelementos e elementos tragos
como chumbo, cadmio, zinco, ferro, magnésio, manganés, aluminio,
silicio, boro, estanho, bério, prata, molibdénio e cromo); enzimas (a-
glicosidase, B-glicosidase, catalase, fosfatases, peroxidades); acidos
organicos (principalemnte &cido glucénico), compostos organicos
aromatizantes, aminoacidos livres (predominantemente prolina);
substancias fitoquimicas transferidas da planta no momento da colheita
(flavonoides: apigenina, pinocembrina, canferol, quercetina, galangina,
crisina, hesperetina; acidos fenolicos: elagico, cafeico, p-cumarico e
ferdlico),; acido ascorbico; carotendides, produtos da reacdo de Maillard
€ numerosos compostos volateis como componentes secundarios. No
entanto, sdo os componentes da menor fracdo da composicao total do
mel responsaveis pelas possiveis propriedades nutricionais, sensoriais e
diferenciago entre tipos de mel (ESCRICHE et al., 2014; GIROLAMO;
D'AMATO; RIGHETTI, 2012; JERKOVIC et al., 2009; MADEJCZYK;
BARALKIEWICZ, 2008; PATZOLD; BRUCKNER, 2006; TURKMEN
et al., 2006).

A importdncia da composicdo melifera ndo se atém as
contribuicdes para ingestdo diaria recomendada, mas sim, aos efeitos
fisiolégicos, que sugerem efeitos benéficos a salde associados ao mel,
como a manutengdo de balango oxidativo intracelular (ESCUREDO et
al., 2013).

A composicdo estd, também, rigidamente associada a origem
botanica e geogréafica, uma vez que solo e clima determinam a florada
melifera (ALIFERIS et al., 2010; BERTONCELJ et al.,2011; BOFFO et
al., 2012; ESCUREDO et al.,, 2013; KASKONIENE et al., 2008;
MANYI-LOH; NDIP; CLARKE, 2011; MANZANARES, et al., 2011;
SCHIEVANO et al., 2012), modo de armazenamento e até mesmo
tecnologia de processamento aplicada (SCHIAVANO et al., 2012).

1.1.2 Classificagdo

No que diz respeito a sua origem, o mel pode ser classificado
como floral ou melato (BOFFO et al., 2012; BRASIL, 2000; SANZ et
al., 2005), e a mistura contendo ambas origens & considerada para
avaliacdo de parametros em regulamentacfes brasileira e europeia
(BRASIL, 2000; EUROPEAN COMISSION, 2001). Méis monoflorais,
também chamados de uniflorais, sdo originarios de uma Unica espécie de
planta e no Brasil, sdo produzidos principalmente por abelhas da espécie
Apis Mellifera ou por ASF (Meliponinae), mantendo suas caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais, sendo muito apreciadas para 0 comércio e
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sua origem determinada facilmente pelo reconhecimento de gréos de
polen dominantes. Méis heteroflorais, também denominados pluriflorais
ou silvestres, sdo produzidos a partir de diversas espécies de plantas,
podendo ser produzidos pelas espécies de abelhas citadas anteriormente,
apresentando propriedades variadas conforme a espécie de abelhas
envolvida, florada e fatores climéticos. No Brasil, hd ainda outro
produto denominado mel de cana, extrafloral, elaborado pelas abelhas a
partir da seiva de cana-de-aclcar ap6s a colheita (BARTH, 2004;
BRASIL, 2000).

1.1.2.1 Mel de melato

O mel de melato ¢é definido como alimento obtido principalmente
de secrecOes de partes vivas de plantas ou de excre¢Bes de insetos
sugadores de plantas que se encontram sobre estas. Estes insetos
perfuram partes da planta, alimentam-se da seiva e excretam 0 excesso
de goticulas de melato que sao recolhidos pelas abelhas (BRASIL, 2000;
CODEX, 2001; EUROPEAN COMISSION, 2002).

Méis de melato apresentam sabor e odor forte caracteristico, cor
mais escura quando comparado aos méis florais (variando do castanho
claro ou esverdeado a uma tonalidade negra, dependentemente de sua
maturagdo e melato utilizado), maior condutividade elétrica
(possivelmente devido & maior concentracdo de compostos minerais)
(LACHMAN et al., 2007), menor teor de monossacarideos (glicose e
frutose), possivel razdo pelo qual usualmente ndo cristaliza, além de
maior teor de oligossacarideos (principalmente melezitose ou erlose, que
apresentaram potencial atividade prebidtica em populagdes de
bifidobactérias e lactobacilos no intestino humano), maior teor de
cinzas, maior pH e maior teor de nitrogénio (CAMPQOS et al., 2003;
SANZ et al., 2005, SIMOVA et al., 2012). Em especial, mel de melato
de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) apresenta maior pH (como
pode ser observado na Tabela 2) e pode apresentar sabor &cido ou
amargo (FREITAS, 2011).

Na Tabela 2 ¢é apresentada a comparacdo do teor médio de alguns
dos parametros de identidade e qualidade de mel floral e mel de melato,
onde pode-se observar a diferenca, principalmente com relagdo ao pH,
acucares redutores, sacarose e residuo mineral fixo.
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Tabela 2 Comparacéo entre teores médios de alguns parametros de identidade e
qualidade de mel de melato e mel floral.

Determinacdes Mel de melato Mel floral
Umidade (%) 16,0194 16,8220,8
x|
pH 39a6,9 35a5,3

Acidez (mEq kg'l) 8,90 a 48,8 15,5a41,8
*AcUcares redutores (%) 40,6 a 67,2 654a77,1
Frutose (%) 36,0a44,1 359a42,1
Glicose 243a34,3 29,2a38,7
Prolina (mg kg™) 664 a 1689 310 a 1057
*Condutividade elétrica (mS cm™) 0,83 22,09 0,20 20,80
Cor (mm Pfund) 71,0 a 150 39,0 a 150
5-HMF (mg kg%) <LDaZ284 0,702 26,0
*RMF (%) 0,02 a 6,47 0,06 20,39

Atividade diastésica

(unidades Gothe) 4,70a25,8 8,90a35,9
Legenda: *Parametros que podem discriminar entre méis de melato e floral; LD
- Limite de detecgdo; 5-HMF- 5-hidroximetilfurfural; RMF - Residuo mineral
fixo. Fonte: Adaptada de Campos et al. (2003), Fechner et al. (2016),
Manzanares et al. (2011), Rybak-Chmielewska et al. (2013) e Paixao (1990).

A partir dos dados relacionados na Tabela 2 podem ser
observadas faixas maiores de resultados obtidos para os parametros de
pH, condutividade elétrica e residuo mineral fixo (RMF) e menores
valores para agUcares redutores em méis de melato quando comparados
aos méis florais. E possivel verificar também que, de um modo geral, 0s
méis relacionados apresentam-se de acordo com os limites estabelecidos
pelos respectivos érgdos regulamentadores apresentados na Tabela 1,
com excecdo dos valores abaixo do limite estabelecido para agucares
redutores (40,6% - Paixdo, 1990) e atividade diastasica (4,70 °Gothe -
Manzanares et al., 2011), e acima para cinzas (RMF: 6,70% - Campos et
al., 2003), para alguns méis de melato.

Méis de melato estdo sendo valorizados por consumidores e
indUstrias alimenticias devido ao seu sabor forte diferenciado quando
comparado aos méis florais (JERKOVIC et al., 2010). Em algumas
regibes, especialmente da Europa central e oriental, o mel de melato é
popularmente mais valorizado em funcdo de seu possivel maior efeito
benéfico para saide em relacdo ao mel floral, evidenciado por estudos
recentes, onde este apresentou maiores atividade antioxidante e
antiomicrobiana (ESCRICHE et al., 2014; SIMOVA et al.,, 2012).
Devido ao crescimento do mercado de mel de melato, em alguns paises
da Europa é exigida a diferenciacdo deste para atender a demanda ao
consumidor, que pode ser realizada geralmente por meio de sua
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composicdo quimica especifica, como por exemplo agucares, minerais
ou volateis, mas had uma maior complexidade quando busca-se a
diferenciacdo entre méis de melato (SIMOVA et al.,, 2012). Logo,
classes de compostos especificos que caracterizem este tipo de mel
podem ser uma alternativa, uma vez que a analise melissopalinolégica®,
por vezes, pode ndo ser possivel de ser realizada (JERKOVIC et al.,
2010).

1.1.3 Compostos de menores concentracfes em méis florais e de
melato

Além dos métodos utilizados para avaliagdo de pardmetros de
identidade e qualidade em méis recomendados pela legislacdo vigente,
uma abordagem tradicional para identificacdo de origem geografica e
botanica de mel é dada por analises melissopalinoldgicas e sensoriais.
Outros métodos analiticos quantitativos (incluindo analises fisico-
quimicas) (CHEN et al., 2012; CHUDZINSKA; BARALKIEWICZ,
2010; TIWARI et al., 2013) e técnicas como cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (GC/MS, do inglés gas
chromatography-mass spectrometry), cromatografia a liquido acoplada
a espectrometria de massas (LC/MS, do inglés liquid chromatography-
mass spectrometry), ressonancia magnética nuclear (NMR, do inglés
nuclear magnetic resonance), espectroscopia de infravermelho (IR, do
inglés infrared spectroscopy), cromatografia iénica (IC, do inglés ion-
chromatography), espectroscopia de infravermelho proximo (NIR, do
inglés near-infrared spectroscopy), espectroscopia de emissdo atbmica
(AES, do inglés atomic emission spectroscopy), espectroscopia de
emissdo atbmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES, do
inglés inductively coupled plasma-atomic emission spectroscopy),
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES, do inglés inductively coupled plasma-optical emission
spectrometry) também tém sido utilizadas para idenificacdo de origem
geogréfica e botanica em méis (ALIFERIS et al., 2010, BOFFO et al.,
2012; CHEN et al., 2012; CONSONNI; CAGLIANI; COGLIATI, 2013;
SILVA etal., 2013; TIWARI et al., 2013).

Uma vez que os compostos da menor fracdo da composicao total
do mel apresentam classes de compostos responsaveis por possiveis
propriedades nutricionais, sensoriais e de discriminacdo, como por

! Estudo da morfologia do grao de pélen em amostras de mel.
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exemplo, minerais, enzimas e subtancias fitoquimicas (ESCUREDO et
al., 2013; GIROLAMO; D'AMATO; RIGHETTI, 2012; PATZOLD;
BRUCKNER, 2006), estas classes de compostos especificos tém sido
utilizadas para elucidagdo destas propriedades. Aminoacidos livres
como arginina, triptofano, cistina, fenilalanina, serina, lisina e metionina
tém sido incluidos como marcadores quimicos (ANKLAM, 1998;
NOZAL et al., 2004) ou na discriminacéo de origem botanica (PIRINI et
al., 1992; SILICI; KARAMAN, 2014) e geografica (COMETTO et al.,
2003); as propriedades antioxidantes de compostos fendlicos, como
acidos fendlicos e flavonoides, tém demonstrado efetividade na reducéo
de riscos de doencas cardiacas e autoimunes, cancer e processos
inflamatdrios (HABIB et al., 2014; ISLA et al., 2011) e na prevencéo de
reacOes de oxidagdo deteriorativa em alimentos como escurecimento
enzimatico em frutas e vegetais e oxidacdo lipidica em carnes
(LACHMAN et al., 2010), além de auxiliarem como marcadores de
origem botanica (GASIC et al., 2014; SERGIEL; POHL; BIESAGA,
2014); minerais, como potassio, calcio, ferro, magnésio, sodio, zinco e
cobre, tém sido comumente utilizados para discriminacdo de origem
botanica e geografica (ESCUREDO et al., 2013; MONIRUZZAMAN et
al. 2014; POHL et al, 2012; RIZELIO et al., 2012; SILVA et al., 2016);
e tem sido demonstrado que proteinas do metabolismo de carboidratos
(o-glucosidase, B-glucosidase, amilase e glucose oxidase) e da geleia
real contribuem substancialmente em atividades biol6gicas
antioxidantes e em fungfes de regeneracdo de figado, citoprotetora e
imunorregulatéria, e atividade antimicrobiana (BILIKOVA; SIMUTH,
2010; GOMEZ-CARAVACA et al., 2006; KWAKMAN e al., 2010;
MEDA et al., 2005; ROSSANO et al., 2012).

1.2 BRACATINGA (Mimosa scabrella Bentham)

A bracatinga é uma das poucas espécies tipicamente arboreas do
género Mimosa e pouco exigente quanto as condi¢des quimicas de solo.
Sua arvore de forma perenifélia pode atingir de 4 a 18 m de altura e de
20 a 30 cm de didmetro na altura do peito (DAP), podendo alcancar até
50 cm ou mais na idade adulta (Figuras 2(a) e 2(b)). O florescimento da
bracatinga ocorre a partir do terceiro ano de vida até a senescéncia da
arvore e, suas flores sdo amarelas, pequenas, agrupadas em capitulos
pedunculados, axilares ou terminais, em racemos curtos, onde somente
10% das flores formam frutos (Figuras 2(c) e 2(d)) (BRASIL, 2011;
CARVALHO, 2002).
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Assim como outras espécies arbdreas pioneiras, a bracatinga
apresenta um ciclo de vida relativamente curto, cerca de 20 a 25 anos
(BAGGIO, 1994). Nativa de climas frios, a area de ocorréncia natural de
bracatinga estende-se desde a latitude de 21°30° S (MG) até 29°50° S
(RS) e sua variacdo de altitude pode variar de 350 m (SC) a 2000 m
(SC). Na América Central, chegou a ser introduzida em altitudes de até
2500 m (CARVALHO, 2002).

A bracatinga é uma espécie florestal de mdltiplo uso, tipica do
ecossistema Floresta Ombrofila Mista, associado ao bioma Mata
Atlantica. Na regido noroeste do planalto catarinense, em assentamentos
de reforma agraria, quase a metade da renda financeira das familias
assentadas (49%, em média) é proveniente do manejo de bracatingais
(formacdes florestais em que a bracatinga é a espécie predominante)
para producdo de madeira, por exemplo (EMBRAPA, 2016;
STEENBOCK et al., 2011).

Em relacdo as demais espécies arbdreas de ocorréncia natural
neste tipo de floresta, a bracatinga apresenta floragéo precoce. Em SC, o
florescimento da espécie ocorre entre junho e outubro, dependentemente
da regido (BRASIL, 2011). O florescimento nesta época, associada a
elevada densidade populacional em que a espécie ocorre, é de grande
importancia para o fornecimento de recursos tréficos e sobrevivéncia
das populagdes de insetos polinizadores. A poliniza¢do de bracatinga €é
promovida especialmente por Trigona sp., Apis mellifera e Melipona sp.
(Hymenoptera), porém, ja foi identificada uma grande diversidade de
abelhas visitando flores de Mimosa scabrella, totalizando quarenta e
quatro espécies e quatro familias, sendo Apidae a que apresentou 0s
visitantes mais abundantes e fiéis, e Halictidae a que apresentou maior
diversidade de espécies (STEENBOCK; REIS, 2013). Além de polen e
néctar, também é citada a intensa visitacdo de A. mellifera ao caule de
arvores de bracatinga, que realiza a coleta de excrecfes de col6nias de
cochonilhas que ali se estabelecem, onde, avaliando a produtividade
destas excre¢fes em bracatingais com 437 plantas/ha, identificou-se, em
média, 8.300 cochonilhas/arvore, 64,5 mL de secrecdo/cochonilha/dia,
0,54 L de secregBes/arvore/dia, 235 L/ha/dia e 70.478 L de
secrecOes/ha/periodo (10 meses), caracterizando a importancia destas
excrecGes como recursos troficos para as populac@es naturais de insetos
(BRASIL, 2011).

A bracatinga é uma espécie muito versatil utilizada para diversos
fins, como por exemplo: o tronco pode ser utilizado para producdo de
lenha e artefatos de madeira; galhos e folhas para alimentacdo animal,
sementes para projetos de recuperagdo de areas degradadas e como fonte
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de galactomananas®; com florescimento precoce, apresenta elevada
aptiddo apicola (BRASIL, 2011); também podendo ser obtido mel de
melato, produzido por abelhas que coletam as excrecGes agucaradas de
cochonilhas (Tachardiella sp.) as quais se aproveitam da seiva
elaborada de bracatingais (MOREIRA et al., 2011).

Dentre as principais pragas, poucos insetos podem ser
considerados pragas de bracatinga, que, porém, ndo constituem
limitacGes sérias, dentre estes estdo Ceroplastes confluens: cochonilha-
de-cera; Tachardiella sp.: cochonilha; Hylesia sp.: mariposa; Oncideres
impluviata: serrador-dos-galhos (BRASIL, 2002).

Tradicionalmente a cada dois anos em SC, periodo em que
corresponde ao ciclo de vida da cochonilha, a bracatinga (Mimosa
scabrella Bentham) é infestada por cochonilhas (Tachardiella sp.),
produzindo melato de janeiro a junho, que coletado pelas abelhas
meliferas, produzem o mel de melato de bracatinga (MMB), de cor mais
escura, como pode ser observado na Figura 3.

Figura 3: Coleta de melato para produgdo de mel de melato de
bracatinga.

e

Fonte: Mariléia Corréa da Silva (Arquiv pessoal)

Além da bracatinga, ha também producdo de melato a partir do
Eucalyptus sp., Inga excelsum, Schizolobium excelsum, Cecropia
pachystachya, Ricinus communis, Acacia mangium e Quercus
rotundifolia. Como regides produtoras de mel de melato em SC podem
ser citadas Planalto Sul, Bom Retiro, Urubici, Vale do Rio Canoas,
Lages, Painel, Bocaina do Sul, S&o Joaquim, Santa Terezinha e Alto
Vale do ltajai (FREITAS, 2011; MAZUCHOWSKI; RECH,;
TORESAN, 2014).

2 Polissacarideos neutros constituidos por unidades de f-D-manose e a-D-galactose.



1.3 COCHONILHA (Tachardiella sp.)

A cochonilha do género Tachardiella, que possivelmente infesta
a bracatinga, esta classificado na classe de Insetos, ordem Homoptera,
subordem Sternorrhyncha, superfamilia Coccoidea e familia Kerriidae,
onde estes Ultimos se caracterizam pela producdo de laca (incrustacéo
resinosa) (BEN-DOV, 2006; BUZZI, 2010; KONDO; GULLAN, 2011,
LIMA, 1942).

Muitos estudos mencionam os aspectos benéficos de cochonilhas
(Coccoidea), particularmente da familia Kerriidae, como produtores de
laca, porém pouco é mencionado sobre seu melato, muito utilizado pelas
abelhas para producdo de mel em todo mundo. O primeiro registro da
relacdo entre melato de Coccoidea e abelhas foi em 1826 por Dalman
(diretor do Museu de Histéria Natural de Estocolmo), onde foi
identificada a coleta de melato de Coccus hemicryphus em "Norway
spruce” (Picea abies) por abelhas meliferas (KUNKEL, 1997). Kunkel
(1997) relatou a ocorréncia de Xylococcus spp. em Mimosa Scabrella e
Inga no Brasil e Colémbia. Os insetos da superfamilia Coccoidea, séo
conhecidos como coccideos, cochonilhas ou escamas, onde ha mais
6000 espécies catalogadas (BUZZI, 2010).

As cochonilhas constituem um dos principais grupos de insetos-
praga em diversos sistemas de producdo, podendo infestar plantas
silvestres e cultivadas. Os insetos sugadores comumente exibem
adaptacfes morfologicas e fisioldgicas associadas com seu modo
particular de alimentacdo, em tecidos especificos, assim, a maioria
apresenta especificidade para espécies hospedeiras (CORREA et al.,
2011). A interagdo parasitaria de um Coccoidea com a planta é
dependente da qualidade da seiva desta que estd relacionada com a
guantidade de nitrogénio, podendo o0 aumento de compostos
nitrogenados alterar consideravelmente a qualidade de melato,
aumentando em até seis vezes a quantidade de carboidratos e até quatro
vezes a quantidade de aminodacidos livres, estimulando o crescimento da
populacdo de insetos (KUNKEL, 1997).

As cochonilhas alimentam-se da seiva das plantas, picando-as €
aspirando o liquido, fixando a proteina e expelindo o que ndo é
absorvido pelo seu organismo, resultando no melato, constituido
principalmente de dextrina, sacarose e agucares elementares (PAIXAO,
1990).

Na Figura 4 séo ilustrados os esquemas de (a) coleta de floema
pela cochonilha e (b) cémara filtro do sistema digestivo de um
Homdptero, o qual apresenta uma disposicao singular.
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Figura 4: (a) Esquema de coleta de floema pela cochonilha; (b) esquema de cAmara
filtro do sistema digestivo de um Homoptero.

(@) (b)

Floema

Cortex

Melato

Parénquima

(a) Fonte: Chamorro, Nates-Parra e Kondo (2013); (b) Legenda: 1. Es6fago, 2.
Mesenteron, 3. Mesenteron (2% porgdo), 4 e 5 . Mesenteron (3% porcéo), 6.
Proctodacum; 7. Camara Filtro, 8. Ponto de embocadura dos tubos de Malpigui, 9.
Valvula cardiaca, 10. Reto. Fonte: Lima (1942).

A succdo de alimentos do inseto sugador se d& através da
passagem da seiva da planta pelo aparelho bucal através da faringe e
contracdo de musculos dilatadores para o tubo digestivo, que consiste de
uma camara filtro, representada por duas partes, levemente afastadas e
unidas por uma bainha de tecido conjuntivo. A parte liquida da seiva
aspirada passa imediatamente da porcdo anterior do tubo digestivo para
a porgdo terminal (através das paredes epiteliais em contato com a
camara filtro), sendo expelida pelo anus pouco tempo depois de
ingerida, restando somente um suco alimenticio concentrado em
condi¢Bes de facil absorcdo. Assim, explica-se o fato destes insetos
excretarem liquido acgucarado, por vezes, em grande quantidade (LIMA,
1942).

Abelhas sdo frequentemente associadas a cochonilhas em uma
relagdo de mutualismo, porém estudos sobre estas intera¢cdes nao sdo
comuns, embora em algumas regifes da Europa, as associacfes entre
abelhas e cochonilhas sejam importantes na producdo de mel. Abelhas
meliferas do género Apis sdo consideradas importantes polinizadoras de
culturas agricolas em todo o mundo e sdo muito conhecidas pela
exploracdo do melato em diversas espécies de plantas (KONRAD et al.,
2009). Para que as abelhas possam fazer uso de melato, é necessario que
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haja uma grande extensdo da espécie de planta disponivel em épocas e
regibes especificas (KUNKEL, 1997).
1.4 ABELHAS

Abelhas, descendentes das vespas, sdo seres que vivem
coletivamente em grandes sociedades buscando a sobrevivéncia da
prépria espécie, em perfeita harmonia com a natureza, a qual
proporciona as abelhas produtos vegetais como pélen, néctar, resinas ou
oOleos, em troca da perpetuacdo da espécie vegetal através da polinizacao
(FILHO et al., 2007; WISE, 1974). Dentre as abelhas produtoras de mel,
a espécie mais difundida é Apis mellifera (familia Apidae, género Apis),
um dos insetos polinizadores mais antigos e de grande importancia em
todo o mundo, devido a sua antiga domesticacdo (ALVES et al., 2005;
CARVALHO et al., 2005).

As abelhas apresentam exoesqueleto que fornece protecéo para os
6rgdos internos e contra a perda de agua, além de sustentacdo muscular,
e € constituido de cabeca, térax e abdome. Na Figura 5 pode ser
observada a anatomia interna da abelha.

Figura 5: Anatomia interna da abelha.

Aorta dorsal Ostio

Intestino

. posterior
Glandula

Hipofaringeana

Cérebro =g Reto

Glandula de
veneno

Vesicula
de veneno

salivar

Ganglio
nervoso

Glandula
salivar

Intestino médio

Cordio nervoso
central Proventriculo

Fonte: Adaptado de EMBRAPA (2002).

No processo alimentar da abelha, a ingestéo é realizada pela boca,
segue pelo estfago através do térax até alcancar o papo (também
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conhecido por estdmago do mel, falso estémago, vesicula melifera,
vesicula nectarifera). O papo é um depdsito de alimento, para onde este
é transportado e transformado em mel, para apds ser depositado nos
favos ou liberado pelo proventriculo para o ventriculo onde ocorre a
digestdo deste alimento e assimilacdo pelo intestino delgado, terminando
na ampola retal que representa o final do tubo alimentar da abelha. Para
nutricdo do organismo das abelhas sdo necessarios carboidratos,
proteinas, gorduras, minerais, vitaminas e agua para diluicdo e preparo
do alimento; estes podem ser encontrados naturalmente no néctar,
melato, pélen e dgua (WIESE, 1974).

1.4.1 Melato

Melato é um vocabulo que, em biologia, refere-se as secre¢des de
partes vivas de plantas ou de excrecdes de insetos sugadores que se
alimentam do floema de plantas. O melato, que pode ser uma importante
fonte de carboidratos em ecossistemas agricolas em ocasifes de pouca
disponibilidade de néctares por algumas culturas ou por periodos
reduzidos, é procurado e coletado pelas abelhas meliferas como fonte de
carboidratos alternativa, passando pelos mesmos processos enzimaticos
para produgdo do mel e, o produto final, entretanto, é diferenciado em
suas propriedades fisico-quimicas, constituindo o mel de melato
(CAMPOS et al., 2003; KONRAD, et al., 2009).

Em certas regifes de SC a existéncia desta secre¢do é bastante
acentuada em bracatingas (Figura 6), podendo proporcionar boa
producdo de mel se floradas ndo houverem nas proximidades (WIESE,
1974).

Figura 6: Exsudato de cochonilha (melato) em bracatingas coletado pelas abelhas
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O melato constitui uma substancia viscosa, com uma
concentragcdo variada de carboidratos, dextrina e em menores
concentracBes, aminoacidos, proteinas, minerais, &cidos, vitaminas,
além de algas e fungos. Estas substancias ndo sdo especificas de sua
origem, dificultando a determinacdo da origem boténica do melato, em
funcdo da inexisténcia de podlen especifico, ndo sendo possivel a
realizacdo da anélise palinolégica® (JERKOVIC, et al., 2010; MANYI-
LOH; NDIP; CLARKE, 2011; PAIXAO, 1990).

1.5 APICULTURA CATARINENSE

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatitica
(IBGE), em 2015 o Brasil produziu 37,8 mil toneladas de mel, com
reducdo de 1,7% em relacdo ao ano de 2014.

A distribuicdo da producdo regional do mel no Brasil em 2015
esta ilustrada na Figura 7.

Figura 7: Distribuicdo da producéo regional de mel (%) no Brasil em 2015.
25

Legenda:  ®SuL ™ Nordeste " Sudeste W Centro-Oeste ® Norte

Fonte: IBGE (2015).

De acordo com a Figura 7, em 2015, a regido Sul do Brasil foi a
maior produtora de mel, com 37,3% da distribuicdo percentual regional,
seguida por 32,6% no Nordeste, 23,4% no Sudeste, 4,2% no Centro-
Oeste e 2,5% na regido Norte, apresentando queda na producdo nas
regides Sul, Norte e Centro-Oeste, quando comparado ao ano de 2014.

8 Estudo da morfologia do grao de p6len.
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A regido Sul apresentou a maior queda de producéo, cerca de 14,2%,
sendo o0 excesso de chuvas e 0 uso de agrotéxicos em lavouras seriam as
principais causas citadas para esta reducdo. O estado do Parana foi o
maior produtor nacional de mel (6,29 mil toneladas) e Santa Catarina,
gue ocupava a terceira posi¢cdo em 2014, registrou queda de 40% na
producdo, passando a ocupar a sétima posi¢do no ranking da producéo
nacional (IBGE, 2015).

De acordo com a Associacdo Brasileira de Exportadores de Mel
(ABEMEL), em 2014 o Brasil posicionou-se na oitava posi¢do entre os
Paises exportadores de mel (setor liderado pela China, Argentina e Nova
Zelandia), obtendo um faturamento para o setor apicola de
aproximadamente R$ 283 milhdes. E dependentemente da exportacéo, o
consumo de mel apresentou queda de 47,6% com relacdo ao ano de
2013, que de acordo com SEBRAE (2014), o principal motivo da
diminuicdo de consumo pelos brasileiros deve-se ao pre¢co do mel no
Pais ser mais alto que aquele utilizado para exportagdo. Em 2016, o
Brasil apresentou um incremento de 8,9% com relacéo a 2015 (24,2 mil
toneladas). O principal pais importador de mel brasileiro foi os EUA
(81,5% do volume exportado), com os estados de Sdo Paulo e Santa
Catarina como 0s maiores exportadores (51,3%).

A apicultura é uma das cadeias produtivas mais importantes do
estado de Santa Catarina, que j& ocupou a 3? posi¢do entre os estados
produtores de mel no Brasil em 2014 e primeiro lugar de producéo/km?,
totalizando cerca de 350 a 450 mil colmeias distribuidas entre 30 mil
apicultores, reunidos entre 60 associagdes ligadas & Federacdo das
Associacdes de Apicultores de Santa Catarina (Faasc) (SAR, 2014;
SEBRAE, 2014). Estudos j& sugeriram Santa Catarina como o estado
brasileiro com a maior diversidade floral e de mel, com 200 tipos do
produto e as flores de eucalipto, vassouras, bracatinga, uva-do-Japéo,
laranjeira sdo as mais comuns para a producdo do mel floral. Além
disso, com a prética da polinizagdo, as abelhas garantem um aumento na
producdo agricola equivalente a mais de US$ 100 milhdes anuais ao
estado (FREITAS, 2011).

Ademais, desde 1979, o mel de Santa Catarina recebe destaque
com prémios de "melhor mel do mundo™: municipio de Séo Joaquim em
Atenas, 1979 (Anexos A e B) pelo mel floral de "canudo de pito"
(Escallonia bifida Link & Otto) e a empresa Prodapys do municipio de
Ararangud na Austrdlia em 2007 (Anexo C) e na Ucrénia em 2013
(Anexo D), destacando Santa Catarina e atraindo interesses na
comercializa¢do de seu mel (SEBRAE, 2014).
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DETERMINACAO DE AMINOACIDOS LIVRES NA
DISCRIMINACAO GEOGRAFICA DE MEL DE MELATO DE
BRACATINGA (Mimosa scabrella Bentham) DO PLANALTO
SERRANO DE SANTA CATARINA

RESUMO

Méis de melato estdo crescentemente sendo valorizados por
consumidores e industrias alimenticias, especialmente, mel de melato de
bracatinga (MMB), produzido no estado de Santa Catarina (SC), obtido
a partir do exsudato de cochonilhas (Tachardiella sp.) que infestam a
espécie botanica bracatinga (Mimosa scabrella Bentham). O aumento do
interesse por méis de melato em alguns paises europeus requer sua
diferenciagdo entre outros tipos de méis e entre méis de melato como
resposta ao mercado consumidor. A autenticacdo é um importante
aspecto de controle de qualidade e sua relagcdo com a garantia de origem
em termos de fonte e identificacdo geografica necessita ser determinada.
O objetivo deste estudo foi discriminar o MMB de cinco regides da
mesorregido do planalto serrano de SC, a partir da determinacdo de
aminoacidos livres (AAL) por GC-MS associada as ferramentas
guimiométricas de analises de agrupamento (CA) e de componentes
principais (PCA), bem como elucidar a contribuicdo de AAL de
cochonilhas (Tachardiella sp.) e de abelhas (Apis mellifera) ao MMB.
Os resultados obtidos variaram de 133 a 490 e de 56,7 a 333 mg kg™
para serina (Ser), de < LQ a 168 e de 303 a 1067 mg kg™ para prolina
(Pro), de < LQ a 653 e de 66 a 1072 mg kg™ para asparagina (Asn), de <
LQ a 348 e de 81,7 a 453 mg kg™ para acido aspartico (Asp), e de 27,5 a
1216 e de 111 a 1447 mg kg™ para 4cido glutamico (Glu), em melato de
cochonilhas (M) e MMB, respectivamente. As concentra¢fes obtidas
neste estudo apresentaram-se maiores quando comparadas aos outros
estudos envolvendo méis de melato e florais, que pode estar relacionado
a espécie botanica M. scabrella B. Os resultados demonstraram também
que, dentre os AAL analisados, Pro é fornecida exclusivamente pela
abelha e, a partir da quantificagdo de AAL, este tipo de mel pdde ser
discriminado de acordo com sua origem geografica utilizando as
ferramentas estatisticas multivariadas CA e PCA, evidenciando uma
estratégia analitica para autenticacdo deste mel.

Palavras-chave: Mel de melato de bracatinga. Mimosa scabrella
Bentham. Amino4cidos livres. GC-MS. Discriminagdo geografica.
Quimiometria.
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1 INTRODUCAO

Em méis, os aminoacidos livres podem originar de diferentes
fontes como néctar, abelhas e pélen (COMETTO; FAYE; NARANJO,
2003) ou estar principalmente relacionados a presenca de pélen no mel
(PINHEIRO et al., 2015), podendo apresentar concentracfes totais entre
0,05 e 0,2%, com cerca de 70 e 15% de prolina e fenilalanina,
respectivamente, do total destes aminodcidos; sendo prolina relatada
como amino&cido oriundo da espécie de abelha envolvida (PIRINI et al.,
1992).

O perfil de aminoacidos tem sido incluido como marcador
qguimico quando relacionado as outras determinacGes de composicdo
(NOZAL et al., 2004) ou sendo utilizado para discriminacdo de origem
botanica (PIRINI et al., 1992; SILICI; KARAMAN, 2014) e geogréafica
(COMETTO; FAYE; NARANJO, 2003).

Pirini et. al. (1992) avaliaram méis da regido de Bologna, na
Italia, e relataram que mel de castanha e lima podem apresentar maior
concentracdo de prolina quando comparado a outros aminoacidos, cerca
de 0,06 e 0,04%, respectivamente; as concentracGes de asparagina e
acido aspartico podem discriminar entre méis de acacia e alecrim; méis
de acédcia e lima podem ser diferenciados pelo seu teor de lisina; a
presenca de triptofano e cistina podem caracterizar o0 mel de acécia e
metionina pode ser utilizado na distingdo entre méis de acécia e
castanha.

Aminoéacidos livres também tém sido quantificados em méis de
melato, tais como: acido aspartico, serina, glicina, lisina, cisteina, acido
glutdmico, treonina, alanina, prolina, valina, metionina, tirosina,
histidina, arginina, fenilalanina, hidroxiprolina, leucina, isoleucina,
glutamina, cistina, asparagina, ornitina, triptofano, 4cido a-
aminoadipico, acido o e f-aminobutirico e trans 4-hidroxiprolina, com
com lisina (167 mg kg') e prolina (207 mg kg™) em maiores
concentracdes em méis de melato de Pinus spp. da Turquia (SILICI;
KARAMAN, 2014): prolina (263 mg kg™) e leucina (85,5 mg kg™) em
maiores concentragbes em espécies ndo definidas da Poldnia
(JANISZEWSKA et al., 2012); fenilalanina (3002 mg kg™), prolina
(946 mg kg™), leucina (877 mg kg™), tirosina (664 mg kg™) e isoleucina
(597 mg kg™*) como amino&cidos majoritarios em espécies néo definidas
da Turquia (KIVRAK et al., 2015).

Méis de melato estdo crescentemente sendo valorizados por
consumidores e industrias alimenticias em todo o mundo, devido
principalmente, ao sabor forte caracteristico que diferem de méis florais.
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Assim, este aumento no interesse por méis de melato em paises
europeus requer sua diferenciacdo entre estes e outros tipos de méis
(florais) como uma resposta ao mercado consumidor (JERKOVIC et al.,
2010; SIMOVA et al., 2012). A discriminacdo entre méis de melato e
florais se torna dificil uma vez que ha diferentes fontes visitadas pelas
abelhas para producdo destes dois tipos de méis, e sua composicao pode
depender, além da fonte de origem (melato ou floral), de condigdes
climaticas e de solo, estocagem e de técnicas de processamento
(ESCUREDO et al., 2013; JANISZEWSKA et al., 2012; MANYI-LOH
et al., 2011). Embora alguns estudos sugiram que méis de melato
possam ser distinguidos de méis florais por sua cor mais escura, maiores
condutividades elétrica, pH, acidez, cinzas, substancias nitrogenadas e
concentracBes de di- e trissacarideos, e menores concentragdes de
monossacarideos, bem como através de analise melissopalinolégica
(BOGDANOV; RUOFF; ODDO, 2004; CASTRO-VASQUEZ et al.,
2006; SIMOVA et al., 2012), a discriminacdo geogréafica de méis é uma
abordagem de especial interesse para fins de monitoramento deste
produto. Nesta proposta, usualmente sdo selecionados parametros
especificos ou marcadores quimicos, como compostos organicos
volateis (YANG et al, 2012), razdo isotdpica multielementar
(SCHELLENBERG et al., 2010), composi¢do mineral (RIZELIO et al.,
2012), carboidratos (CONSONNI; CAGLIANI; COGLIATI, 2013),
analises melissopalinoldgicas (CORVUCCI et al., 2015), bem como
perfil e concentragbes de aminodcidos (PATZOLD; BRUCKNER,
2006).

De uma forma geral, as avalia¢cbes envolvendo discriminacdo
geografica sdo associadas a abordagens quimiométricas, objetivando
encontrar parametros que evidenciem especificidades de diferentes tipos
de méis.

Embora os aminoacidos possam originar de diferentes fontes,
como néctar, abelha melifera e pdlen (COMETTO; FAYE; NARANJO,
2003), ou estarem principalmente relacionados a presenca de pdlen em
méis (PINHEIRO et al., 2015), em mel de melato de bracatinga (MMB),
estes podem originar do floema da espécie Mimosa scabrella Bentham
que serve de alimento para as cochonilhas, pois esta espécie pertence a
familia Leguminosae, uma espécie com capacidade de fixar nitrogénio e
gue pode conter até 0,4% de substancias nitrogenadas como proteinas,
aminoacidos e amidas (CAMARGO-RICALDE et al, 2010;
MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN, 2014), sugerindo um maior
numero de aminodcidos livres (AAL) e/ou maiores concentracdes destes
em MMB, mesmo ap6s o processamento de cochonilhas.
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Uma vez que perfis e razdes de aminoacidos podem caracterizar
regides especificas, a determinacdo destes tem sido utilizada para
discriminagdo de origens botanica e geografica de méis. Dentre as
técnicas cromatograficas utilizadas destaca-se a cromatografia a gas
(GC, do inglés gas chromatography), cromatografia a liquido (LC, do
inglés liquid chromatography) e o espectrémetro de massas (MS) tem
sido reportado como o mais sensivel e seletivo dentre os detectores
utilizados, além de permitir a elucidacdo estrutural dos compostos
analisados (KIVRAK, 2015; NOZAL et al, 2004; PATZOLD;
BRUCKNER, 2006).

Com relacdo aos méetodos baseados em GC para determinacgéo de
amino4cidos, todos requerem a etapa de derivatizacdo para producédo de
adutos volateis e baseiam-se, principalmente, em reagfes rapidas em
solucdo aquosa em que os aminodcidos reagem com solucdo de
cloroformiato de etila, cloroformiato de metila ou N-metil-N-terc-
butildimetilsilil-trifluoracetamida (NOZAL et al., 2004).

Com base no exposto, este estudo foi realizado para determinar
aminodcidos livres (AAL) por GC-MS, pela primeira vez em mel de
melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) (MMB) e melato de
cochonilhas (Tachardiella sp.) (M), objetivando propor uma
discriminagdo geogréfica entre méis de melato de mesma espécie e
mesorregido utilizando quimiometria, bem como elucidar a contribuicéo
destes AAL de cochonilhas (Tachardiella sp.) e de abelhas (Apis
mellifera) ao MMB.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 IDENTIFICACAO BOTANICA DA ESPECIE Mimosa scabrella
Bentham.

Com a colaboracdo e suporte técnico do Eng® Agrénomo Saulo
Luis Poffo da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de
Santa Catarina (EPAGRI), foram selecionados para este estudo
produtores de MMB com apiarios proximos aos bracatingais dos
municipios de interesse. Objetivando garantir a autenticidade do MMB,
a identificacdo botanica da espécie Mimosa scabrella Bentham foi
confirmada pelo Prof. Dr. Daniel de Barcellos Falkenberg por
comparacdo com amostra depositada no Herbario FLOR do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa Catarina
sob numero de identificacdo FLOR 8578. As amostras foram coletadas
em seus habitats naturais e a identificacdo foi realizada utilizando a
metodologia taxondmica tradicional (STUESSY, 2009).

2.2 AMOSTRAGEM

As amostras utilizadas neste trabalho corresponderam a cinco
municipios do Planalto Serrano do estado de Santa Catarina,
identificadas utilizando os acrébnimos apresentados no Quadro 1. No
periodo de fevereiro a junho de 2014, 21 amostras de favos de MMB
foram coletadas de trés colmeias selecionadas aleatoriamente de cada
apiario. Em duas regides, foi possivel coletar um total de 9 amostras de
melato de cochonilhas (M) em bracatingais com localizagdo préxima
aos apiarios utilizados nas coletas de MMB.

As amostras de M foram coletadas de forma manual diretamente
da gota excretada através do anus do afideo em microtubos de
polipropileno de 1 mL e transportadas sob refrigeracdo. As amostras de
MMB foram transportadas sob refrigeracdo (5 * 2 °C), drenadas em
funil de vidro, homogeneizadas com bastdo de vidro, centrifugadas a
2000 rpm por 10 min (Fanem, 280R, S&o Paulo, Brasil) em laboratério e
ambas (amostras de MMB e M) foram entdo armazenadas sob
congelamento (-18 £ 2 °C), até 0 momento das analises.



68

Quadro 1: Amostragem de mel de melato de bracatinga (MMB) e melato de cochonilha

(M).
Amostragem de MMB
Municioi Coordenadas NUmero de Identificacéo do
unicipio o A
Geograficas amostras apiario
Bocaina do A.'“(tj“fj“’: 88m BSL; BS2; BS3; BS4;
sul (BS) Latlt_u e: 27° 44' 32 5 BS5
Longitude: 49° 56' 25" '
Bom Retiro Altitude: 870 m
(BR) Latitude: 27° 48' 29" 3 BR1; BR2; BR3.
Longitude: 49° 32' 1"
Altitude: 930 m . . .
Lages (LG) Latitude:27° 49' 0" 4 LGL; tgi LG3;
Longitude: 50° 19' 35" '
Altitude: 1087 m
Urubici (UB) Latitude: 28° 1' 39" 3 UB1; UB2; UB3.
Longitude: 49° 36' 45"
Altitude: 1342 m . . . .
Urupema (UP)  Latitude: 28° 17' 38" 6 UPL; BEE ldgg' UP4;
Longitude: 49° 55' 54" ' '
Amostragem de M
s Coordenadas NUmero de Identificacdo do
Municipio o A
Geograficas amostras apiario
Bocaina do Altitude: 858 m
sul (BS) Latitude: 27° 44' 32" 3 BS3; BS4; BS5
Longitude: 49° 56' 25"
Altitude: 1342 m . . . .
Urupema (UP)  Latitude: 28° 17' 38" 6 UPL; UP2; UPS; UP4;

Longitude: 49° 55' 54"

UP5; UP6.
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A Figura 8 ilustra a localizacdo de amostragem no Planalto
Serrano de Santa Catarina.

Figura 8: Municipios de amostragem do Planalto Serrano de Santa Catarina.
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2.3 MATERIAL

Os padrbes analiticos com concentragdo de 200 nmol mL™
(alanina (Ala), sarcosina (Sar), glicina (Gly), acido a-aminobutirico
(Aba), valina (Val), acido p-aminoisobutirico (B-AiB), norvalina (Pardo
Interno, PI), leucina (Leu), allo-Isoleucina (alle), isoleucina (lle),
treonina (Thr), serina (Ser), prolina (Pro), asparagina (Asn), tioprolina
(Tpr), acido aspartico (Asp), metionina (Met), hidroxiprolina (Hyp),
acido glutdmico (Glu), fenilalanina (Phe), acido a-aminoadipico (Aaa),
acido a-aminopimélico (Apa), glutamina (GlIn), ornitina (Orn), glicina-
prolina (Gpr), lisina (Lys), histidina (His), hidroxilisina (Hly), tirosina
(Tyr), prolina-hidroxiprolina (Php), triptofano (Trp), cistationina (Cth),
cistina (Cys)), reagentes e coluna cromatografica Zebron ZB-AAA GC
foram fornecidos pelo Kit utilizado neste estudo EZ: faast GC-MS for
free amino acid analysis (Phenomenex, Torrance, CA, E.U.A.). Agua
ultrapura foi obtida através do sistema Milli-Q Simplicity® UV
(Millipore Corporation, Saverne, Alsace, Franca).

2.4 METODOS
2.4.1 Derivatizacao

A derivatizacdo de aminoacidos foi realizada em solugBes
aguosas de amostras em concentragdes na faixa de 20 a 100 mg mL™,

assegurando que a concentracdo de cada aminoacido presente na solucédo
permanecesse na faixa de trabalho da curva de calibracéo.
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O procedimento de tratamento de amostra foi realizado de acordo
com as recomendacgbes do fabricante, cujos diagramas simplificados da
reacdo e procedimento de derivatizacdo utilizados pelo Kit EZ: faast
GC-MS for free amino acid analysis sdo apresentados nas Figuras 9 (a)
e (b), respectivamente.

Figura 9: Diagrama simplificado da reacdo (a) e do procedimento (b) de
derivatizagdo utilizado pelo Kit EZ: faast GC-MS for free amino acid analysis.

@
(o]
i Cli_0 R OR’
e N T cat. ——— +2HCI+ CO
" —_— g - 2
OH OR \[r
o
(b)
Drenagem.
homogeneizagio e —>» Diluigio da amostra em agua
centnfugagio.
Percolar solugio

100 uL ameostra + 100 pL PI

lentamente através da - N .
(Norvalina) em frasco de vidro.

ponteira adsorvente.

v

Remogido de proteinas com 200 pL de meio de ehngio para
200 ul desolugio de  —»  ejetarparticulas adsoventes da
lavagem. ponteira para frasco de vidro.

Agitacio em Vortex de 3 a

8spor2x (intervalo de 1| €—— 30 pL dereagente derivatizante.

v

Extragio e subsequente
evaporagdo branda sob  — 3
nitrogénio.

Diluigdo do residuo com 100 uL
de reagente especifico.

|

Injegiode 1.5 ul em
cromatografo 3 gas.

Fonte: Manual do usuério Kit EZ: faast GC-MS for free amino acid analysis.
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O software Agilent G1701EA GC/MSD Chemstation (Santa
Clara, CA, E.U.A)) foi utilizado para aquisicdo e processamento de
dados, utilizando area de picos obtidos a partir do cromatograma de ions
totais (TIC, do inglés total ion chromatogram).

2.4.2 CondicGes cromatograficas

As analises foram desenvolvidas em um cromatégrafo a gas
modelo 7890 acoplado a um espectrdmetro de massas modelo 5975C
(Agilent Technology, Palo Alto, CA, E.U.A.. As condigdes
cromatogréficas utilizadas foram de acordo com as recomendacfes do
fabricante (Kit:faast GC-MS for free amino acid analysis), consistindo
de fluxo de gas de arraste (He, 99,999% de pureza, Air Liquid Brasil
Ltda, Florianépolis, Brasil) constante de 1,1 mL min™; programacéo de
temperatura de forno com gradiente iniciando em 110 °C, com aumento
de 30 °C min™ até a temperatura final de 320 °C; temperatura da entrada
de amostra (inlet) de 250 °C e inje¢do de 1,5 pL em uma razdo de split
de 1:15; temperaturas do MS de 240 °C para fonte de ionizacéo, 180 °C
para o analisador de massas quadrupolo e 310 °C para a linha de
transferéncia. O modo scan, operado na faixa de 45-450 m/z com taxa de
amostragem de 3,5 scans s™ foi utilizado para aquisicdo de dados a fim
de identificar possiveis compostos caracteristicos nas diferentes regides
durante analise.

2.4.3 Sistemas de controle e garantia de qualidade

Neste estudo, os parametros linearidade, efeito de matriz,
precisdo, exatiddo, limites de deteccdo e quantificacdo e incerteza de
medicdo foram avaliados (EURACHEM, 2014; EURACHEM/CITAC,
2012; EUROPEAN COMMISSION, 2002), juntamente com o
pardmetro de conformidade do sistema (do inglés system suitability).

2.4.3.1 Conformidade do sistema (System suitability)

O sistema cromatografico foi avaliado por meio do desvio padréo
relativo (DPR) obtido para dez inje¢Bes consecutivas de uma solucéo de
padrdo analitico de AAL e PI. A repetibilidade foi calculada para os
parametros de area de pico corrigida, calculada como areagnaiito)/areaer
e tempo de retencéo corrigido, calculado como treanaiito)/treeiy-
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2.4.3.2 Linearidade e efeito de matriz

As curvas de calibracdo, na faixa linear de 50 a 200 nmol mL™,
foram preparadas em cinco niveis equidistantes, de diferentes solucGes
estoque, em triplicatas independentes no dia da analise e realizadas
injecOes aleatorias. A linearidade foi avaliada a partir do método dos
minimos quadrados ordinarios (MMQO) com verificacdo das premissas
de normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e homoscedasticidade (teste de
Bartlett) de residuos (BURKE, 2001; SHAPIRO; WILK, 1965). O efeito
de matriz foi avaliado através do método de adicdo padrdo, em funcéo
da indisponibilidade de amostra branco, e os coeficientes angulares
foram comparados pelo teste-t com avaliacdo prévia da homogeneidade
das variancias pelo teste F de Snedecor (SNEDECOR; COCHRAN,
1989).

2.4.3.3 Precisdo e exatidao

A repetibilidade (preciséo intra-day) foi determinada através da
analise de triplicatas independentes da mistura de padrbes de AAL, nos
niveis de concentragdo de 50 e 100 nmol mL™, preparadas em mesmo
dia, e a exatiddo foi determinada por meio da recuperacdo aparente de
amostras fortificadas, em triplicatas independentes, nos dois niveis de
concentracdo citados anteriormente. Os resultados foram expressos
como DPR (%) (EURACHEM, 2014).

2.4.3.4 Limites de deteccdo e quantificacdo

O limite de quantificacdo (LQ) foi definido como a concentracao
mais baixa o qual o método pode operar com precisdo aceitavel
(sinal/ruido > 10). O limite de deteccdo (LD) foi considerado como a
concentracdo mais baixa o qual o método pode detectar em todas as
replicas, mas ndo quantificar (sinal/ruido > 3). Estes limites foram
estabelecidos baseados nos resultados de média e desvio padrdo obtidos
de triplicatas independentes destas concentracdes (EURACHEM, 2014).

2.4.3.5 Incerteza de medicao

A incerteza expandida (U) foi estimada de acordo com o
procedimento apresentado por Konieczka e Namiesnik (2010) e
EURACHEM/CITAC (2012). A equacdo final (Equacdo 1)
desenvolvida abrangeu as fontes de incerteza padrdo relativa de
concentragdo de padrdes (Urgstandy), calibragéo (Urccar), Precisdo (Urgep) €
exatiddo (Ur(acc)), considerando um fator de cobertura (k) de 2 (intervalo
de confianga de aproximadamente 95%).



73

U= k\/(ur(stand))2 + (ur(z:al))2 + (ur(rep))2 + (ur(acc))z (1)

2.4.4 Avaliacao Ecoescala Analitica

O método analitico utilizado foi avaliado através da ferramenta
semi-quantitativa Eco-escala Analitica (do inglés, Analytical Eco-Scale)
proposta por Galuszka et al. (2012), o qual sugere que uma analise ideal,
conforme os principios da quimica analitica verde (GAC, do inglés
green analytical chemistry), receba uma pontuacdo de 100. Entdo,
penalidades de pontos especificos sdo atribuidos para cada pardmetro
analitico de acordo com o grau da concentracdo de reagentes, risco,
consumo de energia e geracao de residuos, reduzindo o valor de 100 e
distanciando o método de uma andlise adequada. O resultado da
pontuacdo classifica 0 método para aplicacdo em GAC de acordo com a
escala: > 75 (excelente), > 50 (aceitavel) e < 50 (inadequada).

2.4.5 Andlise estatistica

O pacote estatistico Statsoft Statistica® (Ultimate Academic)
licenciado pela Superintendéncia de Governanga Eletrénica e
Tecnologia da Informacdo e Comunicagéo (SeTIC) - UFSC foi utilizado
para analises estatisticas. A analise de distribuicdo de normalidade dos
dados obtidos foi realizada a partir do teste de Shapiro-Wilk
(SHAPIRO; WILK, 1965) e, nos casos de evidéncia de ndo normalidade
de distribuicéo, o teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi utilizado para
identificar diferencas entre dois grupos independentes e o teste de
Wilcoxon foi utilizado para comparar duas variaveis (AAL presentes em
MMB e M) (BURKE, 2001). Para a analise apenas das amostras de
MMB, foram utilizadas as duplicatas de preparo dos AAL analisados
(n=42) e, nos casos de evidéncia de ndo normalidade de distribui¢do dos
dados, o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, utilizado para
comparagdo de pelo menos trés grupos, foi aplicado para identificar
diferencas estatisticamente significativas entre as regifes; as ferramentas
estatisticas multivariadas de analise de agrupamentos (CA, do inglés
cluster analysis) e analise de componentes principais (PCA, do inglés
principal component analysis) foram utilizadas para verificar a
tendéncia no conjunto de dados objetivando  discriminar
geograficamente as regifes analisadas. Diferencas entre os valores
meédios obtidos em um intervalo de confianga de 95% (p < 0,05) foram



74

considerados estatisticamente diferentes e 0s resultados expressos como
média * incerteza expandida (U).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 REACAO DE DERIVATIZAGAO E IDENTIFICAGAO DE AAL

O procedimento de derivatizacdo consistiu em clean-up, seguido
de extracdo em fase sélida, com derivatizacdo em fase organica e
reagente cloroformiato de alquila (que reage com 0s grupamentos
aminas e carboxilas, produzindo derivativos estaveis a temperatura
ambiente), para posterior extracdo liquido-liquido. As condicGes
cromatogréaficas e parametros recomendados pelo Kit EZ:faast GC-MS
for free amino acid analysis permitiu a identificacdo de 32 AAL, com
boa resolugdo, como pode ser observado na Figura 10.

Figura 10: TIC obtido pelo GC-MS para mistura de 32 aminodcidos livres (100
nmol mL™) e PI (Norvalina 200 nmol mL™?).
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Legenda - 1: Ala; 2: Sar; 3: Gly; 4: ABA; 5: Val; 6: B-AiB; PI: Norvalina; 7: Leu; 8:
alle; 9: lle; 10: Thr; 11: Ser; 12: Pro; 13: Asn; 14: Tpr; 15: Asp; 16: Met; 17: Hyp;
18: Glu; 19: Phe; 20: Aaa; 21: Apa; 22: Gln; 23: Orn; 24: Gpr; 25: Lys; 26: His; 27:
Hly; 28: Tyr; 29: Php; 30: Trp; 31: Cth; 32: Cys. Condigdes cromatogréficas -
injecdo:1,5 pL; split 1:15 a 250 °C; gas de arraste: hélio com vazdo de 1,1 mL mint;
gradiente de temperatura: 110 °C, com aumento de 30 °C min? até 320 °C;
condicBes MS - temperaturas de fonte, MS e linha de transferéncia: 240, 180 e 310
°C, respectivamente; faixa de scan: 45 a 450 m/z; taxa de amostragem: 3,5 scans s,
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A aplicacdo do método demonstrou a presenca predominante dos
AAL Ser, Pro, Asn, Asp e Glu nas amostras de MMB e M, como pode
ser observado na Figura 11(a) e (b). Portanto, a verificagdo da
performance analitica com relacdo aos parametros de validacdo para a

guantificacdo proposta foi realizada somente para estes analitos.

Figura 11: TIC obtido pelo GC-MS para amostras de (a) mel de melato de

bracatinga e (b) melato de cochonilhas.
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Legenda - PI: Norvalina 200 nmol mL%: 11: Ser; 12: Pro; 13: Asn; 15: Asp; 18: Glu;

NI: Néo identificado.
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A comparagdo do espectro de massa do composto ndo
identificado (NI) com os compostos referéncia da biblioteca NIST/2011
apresentou probabilidade de até 73% de identificacdo para 0 composto
Metil-Leucina, porém, por indisponibilidade de padrdo analitico para
procedimento de derivatizacdo e possivel confirmacdo, este composto
ndo foi utilizado na avaliagdo do presente estudo.

3.2 SISTEMAS DE CONTROLE E GARANTIA DE QUALIDADE

A avaliacdo dos pardmetros de validagdo de um método analitico
assegura medi¢des analiticas confiaveis, sendo parte integrante de
sistemas de controle e garantia de qualidade (QA/QC, do inglés quality
assurance and quality control sistems), e a estimativa da incerteza de
medigdo é uma ferramenta que favorece ainda mais a confiabilidade dos
resultados (KONIECZKA; NAMIESNIK, 2010). Uma vez que alguns
pardmetros de validacdo do método proposto pelo Kit EZ:faast GC-MS
for free amino acid analysis foram avaliados para matriz mel por Nozal
et al. (2004), neste trabalho foram avaliados os parametros de lineridade,
efeito de matriz, precisdo, exatiddo, limites de detecgdo e quantificacdo,
incerteza de medicdo e conformidade do sistema.

A Tabela 3 ilustra os resultados obtidos para a avaliacdo do
desempenho analitico do método.

Tabela 3: Avaliagdo do desempenho analitico de aminoacidos livres por GC-
MS.

Parametros Ser Pro Asn Asp Glu
Linearidade 50 a 200 50 a 200 50 a 200 50 a 200 50 a 200
(nmol mL™)

R? 0,9935 0,9944 0,9910 0,9939 0,9931
LD (nmol mL?) 11,5 6,45 115 115 14,8
LQ (nmol mL™) 385 215 38,4 38,4 49,3
Precisdo instrumental

Area  do  pico

corrigida (DPR, %) 2,16 1,62 2,30 2,07 2,12
Tempo de retengdo

corrigido (DPR, 96) 0,01 0,02 0,02 <0,01 0,01
Precisdo Intraday

(DPR, %) <5,98 <1,88 <4,03 <243 <1,70
Exatidéo (%) 101 a 104 96,5a96,9 86,3 a95,6 80,6 a 82,0 82,5a85,1
U (%) 18,3 10,8 17,8 14,7 238

Legenda: R? - coeficiente de determinagdo; LD - limite de deteccdo; LQ - limite de
quantificacdo; U - incerteza expandida.

A curva de calibracdo apresentou linearidade na faixa avaliada de
acordo com resultados obtidos para R* (> 0,99), testes de normalidade (p



78

> 0,05 pelo teste de Shapiro-Wilk) e homoscedasticidade (p > 0,05 pelo
teste de Bartlett) para todos os analitos, indicando que o uso do método
dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) foi aplicado
adequadamente. O DPR para a precisdo instrumental foi < 2,30% para
area do pico e < 0,02% para o tempo de retencdo, demonstrando que 0
sistema instrumental estava adequado para o uso. O DPR para a precisao
intra-day apresentou valores < 5,98%, que estd em concordancia com o
critério de aceitabilidade de 10% e a exatiddo variou de 80,6 a 104%,
que estd de acordo com o critério de aceitabilidade de 80 a 110%
(EUROPEAN COMMISSION, 2002). N&o foi identificado efeito de
matriz na faixa avaliada, uma vez que a falta de ajuste (p > 0,05) néo foi
observada quando a inclinacdo média (a) da equacgdo de regressao linear
da curva aquosa foi comparada com a inclinacdo média (a) da curva em
matriz mel por aplicacdo do teste t, uma vez que as variancias foram
consideradas homogéneas quando comparadas pelo teste F (p > 0,05).

Os valores observados para incerteza expandida do método foram
18,3, 10,8, 17,8, 14,7 e 23,8% para Ser, Pro, Asn, Asp e Glu,
respectivamente, e a avaliacdo da exatiddo foi a maior fonte de
incerteza, demonstrando concordancia com trabalhos que determinaram
a incerteza expandida em procedimentos contendo extracdo em fase
solida e extragdo liquido-liquido previamente a andlise em GC-MS em
matrizes complexas, apresentado resultados de até 24,3% (ABREU et
al., 2006; STEPAN et al., 2004).

3.3 AVALIACAO ECOESCALA ANALITICA

Embora o método proposto utilize reacdo de derivatizacdo, etapa
gue deve ser evitada de acordo com GAC, o procedimento utilizado
neste estudo é rapido (aproximadamente 15 min por amostra) e 0s
reagentes sdo manipulados por um periodo curto de tempo e em
pequenos volumes (na ordem de pL), permitindo que o uso de uma
capela de exaustdo efetiva e equipamentos de prote¢do individual
(comumente encontrados em laboratdrios de quimica) mantenham o
operador em seguranga. De acordo com a abordagem de Galuszka et al.
(2013), o método proposto atende a alguns requisitos de GAC tais como
minima quantidade de amostra, medicdes in situ, método automatizado,
minima geracdo de residuo (850 uL, aproximadamente), método multi-
analito (32 amino4cidos) e minimo consumo de energia (15 min,
incluindo preparo de amostra e analise em GC-MS), evidenciando
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analise aceitavel de acordo com a ferramenta Ecoescala Analitica, com
pontuacdo final de 51 (> 50).

3.4 ANALISE DE AMOSTRAS

3.4.1 Mel de melato de bracatinga (MMB) e melato de cochonilhas
(M)

Alguns autores tém avaliado somente a concentragdo de AAL
totais em melatos de cochonilhas em suas espécies hospedeiras, tais
como Fischer et al. (2002) que analisou melato da espécie Metopeurum
fuscoviride em Tanacetum vulgare da Alemanha; Dhami et al. (2011)
em melato de Ultracoelostoma spp. em Nothofagus spp., melato de
Coelostomidia wairoensis em Kunzea ericoides e melato de
Coelostomidia zealandica em Myoporum laetum e Pittosporum
crassifolium da Nova Zelandia; e somente um estudo quantificou os
AAL individualmente em melato de Tuberculatos quercicola em
Quercus dentata do Japdo (YAO; AKIMOTO, 2002). A falta de estudos
na matriz melato de cochonilhas pode dever-se a dificuldade de coleta
deste material (volume na ordem de pL) podendo ainda estar localizados
nas extremidades mais altas das plantas, como ocorre por exemplo, na
espécie M. scabrella B., hospedeira de cochonilhas produtoras de
melato, objeto de estudo do presente trabalho. Para este estudo foi
possivel coletar M de bracatingais préximos aos apiarios utilizados na
coleta de MMB das regides de BS e UP.

Os resultados da determinagdo de AAL em amostras MMB e M
destas duas regides da mesorregido do planalto serrano de SC estdo
ilustrados na Tabela 4.
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Os resultados de AAL predominantes variaram de 144 a 331 mg
kg™ em MMB e de 133 a 490 mg kg™ em M para Ser; de 303 a 600 mg
kg™ em MMB e de < LQ a 168 mg kg™ em M para Pro; de 215 a 628
mg kg™* em MMB e de < LQ a 653 mg kg™ em M para Asn; de 138 a
403 mg kg™ em MMB e de < LQ a 348 mg kg™ em M para Asp; e de
491 a 911 mg kg™ em MMB e de 27,5 a 1216 mg kg™ em M para Glu.
Devido a falta de estudos com relagdo as concentragdes de AAL em M,
principalmente melato de cochonilhas utilizados para producdo de mel,
pode-se verificar que os AAL identificados em M estdo em
concordancia com aqueles comumente encontrados em melatos de
outras espécies (DHAMI et al., 2011). Acido aspartico, serina,
asparagina, glutamina, glicina e fenilalanina foram os aminodacidos
encontrados em melato de Metopeurum fuscoviride com asparagina e
glutamina como aminoécidos predominantes (FISCHER et al., 2002);
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, &cido glutamico e
tirosina foram detectados nas espécies analisadas por Dhami et al.
(2011), com prolina como o aminoacido mais abundante. As
concentracBes de AAL encontrados no presente estudo foram maiores
guando comparadas ao estudo de Yao e Akimoto (2002), que obteve
concentracg@es de, aproximadamente, 51, 37, 12 e 3,0 mg kg™ para Ser,
Pro, Asp e Glu, respectivamente, em melato de Tuberculatos quercicola
em Quercus dentata.

3.4.1.1 Estatistica aplicada ao mel de melato de bracatinga (MMB) e
melato de cochonilhas (M)

Até o presente momento ndo ha estudos de comparacdo entre a
composicdo de AAL em melatos de cochonilhas e o mel de melato
obtido a partir desta matéria prima, a fim de identificar a origem destes
constituintes presentes no mel. Neste trabalho foi possivel verificar a
contribuicdo de AAL de cochonilhas (Tachardiella sp.) e abelhas Apis
mellifera ao produto final MMB.

A normalidade dos dados obtidos foi verificada por meio do teste
de Shapiro-Wilk (p > 0,05) e pode-se observar na Tabela 4 que Pro em
M e Asp em MMB néo apresentaram distribuicdo de dados normal,
entdo o teste ndo paramétrico Mann-Whitney, utilizado para comparar
grupos independentes, foi utilizado para detectar possiveis diferencas
entre as duas origens geogréaficas e observou-se que somente Asp em
MMB apresentou diferenga significativa estatisticamente (p < 0,05),
indicando que a regido onde o MMB ¢é produzido influencia na
concentracdo deste AAL. Com relagdo a origem geogréafica do M, ndo
foram constatadas diferengas significativas entre as concentracGes
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médias dos AAL predominantes. A partir do teste ndo paramétrico de
Wilcoxon, que compara grupos dependentes, foi possivel comparar os
AAL de MMB e M, com o objetivo de investigar a contribuicdo destes
pela abelha ao mel, e pode ser verificado na Tabela 4 que somente Pro
apresentou diferenca significativa (p < 0,05) quando comparadas as
concentragdes médias obtidas em MMB e M, enquanto ndo foram
observadas diferencas significativas para Ser, Asn, Asp e Glu (p > 0,05).
Logo, por meio da andlise realizada, pode-se sugerir que a contribuicao
efetiva das abelhas, nas regides e apiarios analisados, foi Pro,
demonstrando resultados significativamente maiores em MMB quando
comparados ao M, Ser, Asn, Asp e Glu podem ser fornecidos e/ou
consumidos pelas abelhas apds o processamento das cochonilhas.

3.4.2 Mel de melato de bracatinga (MMB)

O aumento da demanda por méis de melato em alguns paises
europeus requer sua diferenciacdo de outros tipos de méis, e entre eles
como uma resposta ao mercado consumidor. Além disso, devido a
contaminagdo entre méis, a autenticacdo ¢ um importante aspecto de
controle de qualidade e sua relacdo com a garantia de origem, em termos
de fonte e identificacdo geogréfica, necessita ser determinada (SIMOVA
etal., 2012).

Os resultados para a determinagdo de AAL em amostras de MMB
de cinco municipiios do Planalto Serrano de SC estdo registrados na
Tabela 5.
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Tabela 5: Concentracdo média (mg kg + U) de aminoacidos livres em mel de melato
de bracatinga.

Regido Ser Pro Asn Asp Glu
BS1 320+58 569 + 61 529 + 94 408 + 60 1339 + 319
BS2 333 +61 489 + 53 1072 + 190 453 + 66 1447 + 344
BS3 178 + 32 466 + 50 215+38 296 + 43 788 +187
BS4 236 +43 303 +33 244 + 43 330+48 868 + 207
BS5 286 + 52 492 + 53 550 + 97 403 + 59 886 + 211
Média 271° 464° 52280 378" 1065°
UP1 33160 506 + 55 611 + 108 176 + 26 849 + 202
upP2 159 + 29 574 + 62 281 +50 150 +22 491 #117
uP3 144 + 26 435 + 47 346 + 61 181 +26 911 + 217
UP4 315+ 58 600 + 65 510 + 90 148 + 22 719+171
UP5 312 + 57 447 + 48 447 £79 137420 806 + 192
UP6 282 + 52 476 + 51 628 + 111 193 +28 797 190
Média 257%P 506> 471° 164%° 762%°
LG1 140 + 26 862 + 93 243+ 43 203 +30 546 + 2,87
LG2 162 + 30 674+ 73 276 + 49 280 + 41 595 + 5,80
LG3 165 + 30 592 + 64 211 +37 340 +50 880 + 7,27
LG4 175+ 32 584 + 63 190 + 34 33950 657 +12,1
Média 160%° 678%° 230%° 290%° 670 + 148*°
BR1 89,8 + 16 778 + 84 104 + 18 142 +21 296 + 70
BR2 56,7 + 10 1067 £115 66,0 + 12 81,7+12 111 + 26
BR3 80,7 15 929 + 100 122 +21 157 +23 181 +43
Média 75,7 924° 97,2 1272 196°

Legenda: Ser (serina); Pro (prolina); Asn (asparagina); Asp (&cido aspartico); Glu (&cido
glutdmico); BS (Bocaina do Sul); UP (Urupema); LG (Lages); BR (Bom Retiro); UB
(Urubici); 1 a 6: diferentes apiarios; *"Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa entre as regides de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (K-W) (p < 0,05).
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Tabela 5: Concentracdo média (mg kg™ + U) de aminoacidos livres em mel de melato de
bracatinga (Conclusdo).

Regido Ser Pro Asn Asp Glu
UB1 191435 420 + 45 308 + 54 172+ 25 798 + 190
UB2 193 +35 511 +55 283 +50 171+ 25 583 + 139
UB3 209 + 38 335+36 336 +59 234 + 34 651 + 155
Média 198*° 422° 3097° 193*° 677%°
°p S-W 0,21 0,03 0,01 0,05 0,20

°p K-W 0,03 0,01 0,01 <0,01 0,02

Legenda: Ser (serina); Pro (prolina); Asn (asparagina); Asp (&cido aspartico); Glu (&cido
glutamico); UB (Urubici); 1 a 3: diferentes apiarios; *’resultados médios com letras
diferentes em mesma coluna indicam diferenca significativa entre as regides de acordo
com o teste de Kruskal-Wallis (K-W) (p < 0,05).°valor de p (nivel de significancia de
5%); S-W (teste de normalidade de Shapiro-Wilk).

Os resultados encontrados em MMB nas regides amostradas
variaram de 56,7 a 333 mq kg™ para Ser, de 303 a 1067 mg kg™ para
Pro, de 66,0 a 1072 mg kg™ para Asn, de 81,7 a 453 mg kg™ para Asp e
de 111 a 1447 mg kg™ para Glu. Os valores obtidos neste estudo para 0s
AAL em MMB, em média, foram maiores do que os resultados
observados por outros autores em méis florais e de melato (Tabela 6).
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Embora poucos estudos tenham quantificado AAL em méis, os
resultados apresentados na Tabela 6 estdo em concordancia com a
hipotese de maiores concentrages de AAL na espécie M. scabrella B.

3.4.2.1 Quimiometria aplicada as amostras de mel de melato de
bracatinga (MMB)

Até o momento, a determinacdo de aminoacidos tem sido
utilizada somente para discriminacdo entre méis de melato e florais
(IGLESIAS et al., 2004; SILICI; KARAMAN, 2014), ndo havendo
registros de determinacdo de AAL para discriminacdo entre méis de
melato.

A partir dos resultados obtidos na Tabela 5, os resultados de AAL
gue nado apresentaram distribuicdo normal por meio do teste de Shapiro-
Wilk (p < 0,05) foram Pro e Asn, entdo, o teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis foi utilizado para verificar diferencas significativas entre
as regides analisadas. Observou-se que, a um nivel de significancia de
5%, Ser, Asp e Glu apresentaram diferenca significativa entre as regides
de BR e BS, Pro entre as regides de BR e UB e Asn entre as regifes de
BR e UP (p < 0,05).

A Tabela 7 ilustra os resultados obtidos a partir da analise de
matriz de correlacdo das variaveis de MMB (AAL) utilizando software
StatSoft Statistica”™

Tabela 7: Correlages obtidas em analise de matriz de correlacéo.
Varidveis  Ser Pro Asn Asp Glu
Ser 1,00 -0,61* 0,72* 0,56* 0,78*

Pro 1,00 -0,45* -0,31* -0,66*
Asn 1,00 030 0,73*
Asp 1,00 0,65*
Glu 1,00

*Correlagdes significativas a um nivel de significancia de 5% (p < 0,05) n=42.

A partir da avaliagio da Tabela 7 podem ser observadas
correlagdes significativas a um nivel de significancia de 5% entre Ser,
Pro, Asn, Asp e Glu. Entdo estas variaveis foram selecionadas para PCA
para buscar discriminar amostras de MMB de acordo com as regides
analisadas do planalto serrano de SC, bem como identificar as variaveis
responsaveis pelos agrupamentos.
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A técnica de CA (Complete linkage, euclidean distances) foi
utilizada para examinar a tendéncia no conjunto de dados a fim de
investigar possiveis agrupamentos de amostras de MMB do Planalto
Serrano de Santa Catarina. A partir da quantificacdo de AAL
predominantes, foi possivel avaliar a similaridade entre os municipios
analisados e pode ser observado na Figura 12(a) seis agrupamentos
principais que representam os municipios de BS, UB, LG, UP (dois
agrupamentos) e BR.

Figura 12: (a) Dendograma para municipios do Planalto Serrano de Santa Catarina
resultante de CA dos dados correspondentes as concentragdes de aminoacidos livres
(AAL) em mel de melato de bracatinga (MMB). (b) Pesos resultantes de PCA para
AAL de MMB. (c) Escores resultantes de PCA para regides do planalto serrano de
SC correspondentes as concentracdes de AAL.
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A Figura 12(b) ilustra o grafico de pesos das principais PCs para
as variaveis (AAL) dos MMB analisados e pode ser observado que PC1
explica a maior parte da variabilidade dos dados com 67,1% para Ser,
Pro, Asn e Glu enquanto que para PC2, 14,8% é explicada pela variavel
Asp, e ambas PCs apresentaram valores proximo a 1 (devida a
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proximidade ao circulo unitario). Estes valores sdo considerados
adequados, uma vez que se obteve uma variancia total explicada > 70%
(CHUDZINSKA; BARALKIEWICZ, 2010; KAISER et al., 1960;
RIZELIO et al., 2012); confiabilidade esta justificada pela soma das
duas primeiras PCs explicarem 82% da variancia total dos dados
obtidos, bem como a garantia de origem geografica das amostras
analisadas que, segundo Fechner et al. (2016), pode validar o modelo de
classificacdo quimiométrico proposto. Além disso, a Figura 12(b)
demonstra a distribuicdo das variaveis que melhor representam PC1 com
relagdo a PC2, permitindo a identificacdo das variaveis responsaveis
pelos agrupamentos dos municipios nos respectivos quadrantes na
Figura 12(c), podendo-se sugerir que as correlagBes entre Asn, Glu e Ser
sdo responsaveis pelo agrupamento na regido de BS, Asn pelo
agrupamento nas regides de UP e UB e um comportamento diferenciado
de Pro foi responsavel pelo agrupamento das regides de LG e BR, uma
vez que a concentracdo média obtida nas variaveis analisadas apresentou
maiores concentracdes de Asp e Glu em BS, maiores concentracfes de
Pro em BR e maiores concentragdes de Asn e Ser na regides de BS e
UP, bem como menores concentragGes em quadrantes opostos. A Figura
12(c) representa o grafico de distribuicdo das amostras de MMB de
acordo com seus escores e demonstra que estas amostras podem diferir
de acordo com sua origem geografica nos municipios de BS, LG, BR,
UB e UP.

A Figura 13 ilustra os escores resultantes de PCA para amostras
de MMB (Figura 12(c)) e o mapa geografico dos municipios do Planalto
Serrano de Santa Catarina utilizados neste estudo (Figura 8).
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Figura 13: Escores resultantes de PCA para amostras de mel de melato de bracatinga
e mapa geografico dos municipios do Planalto Serrano de Santa Catarina.

UP4-B
o

BS: BOCAINA DO SUL

PC 2: 14,85%
°
&

2
2
=
>
8
55
55
4
.

UP: URUPEMA

1
|
|
i

- -4 2 [ 2 4 6
PC 1: 67.10%

De acordo com as coordenadas geograficas apresentadas no
Quadro 1, através da quantificacdo dos AAL Asp, Glu e Pro foi possivel
discriminar entre dois municipios muito préximos (BS e BR); e a
quantificacdo de Asn e Ser permitiu a discriminagao entre 0s municipios
de UP e UB, que apresentam maiores altitudes com relagdo as demais
localizagBes. No entanto, algumas amostras de MMB apresentaram
concentracBes similares, provavelmente devido & proximidade entre
estes municipios (Figura 13). Assim, a distribuicdo das amostras
apresentou discriminacdo similar ao mapa de localizacdo geografica dos
municipios analisados do Planalto Serrano de Santa Catarina,
particularmente com relagdo & orientacdo geografica norte e sul, como é
demonstrado na Figura 13: municipios de BS, LG e BR encontram-se
nos quadrantes superiores do grafico de escores (orientacdo norte do
mapa de localizagdo geogréfica) enquanto os municipios de UP e UB
encontram-se nos quadrantes inferiores do grafico (orientacdo sul do
mapa).






o1
4 CONCLUSAO

Neste estudo, pela primeira vez, AAL foram determinados em
MMB (Mimosa scabrella Bentham) e M (Tachardiella sp.).

Quando comparados os resultados obtidos de AAL em MMB e
M, com excegdo de Pro, que eventualmente ndo foi observada em M,
Ser, Asn, Asp e Glu foram encontrados em ambos grupos amostrais
diferindo somente na concentracdo destes. Logo, somente Pro diferiu
significativamente, podendo-se sugerir que a efetiva contribuicdo da
abelha nos municipios e apiarios analisados foi Pro.

A partir da determinacdo de AAL em MMB de cinco municipios
do Planalto Serrano de Santa Cantarina, foram observadas maiores
concentragcBes dos aminoacidos analisados quando comparados aos
resultados obtidos por outros estudos em méis de melato e florais. As
técnicas de CA e PCA apresentaram eficiéncia na discriminacdo destas
amostras de méis de acordo com sua origem geografica previamente
conhecida, além de ser possivel a identificacdo dos principais AAL
responsaveis pelos agrupamentos das amostras nestes municipios. Além
disso, a classificagdo obtida pela PCA forneceu uma discriminacéo
similar ao mapa de localizagdo geografica dos municipios do Planalto
Serrano de Santa Catarina.

Estes resultados demonstraram que AAL predominantes podem
ser considerados uma estratégia analitica para autenticacdo destes méis
com relacdo a identificacdo geografica.
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COMPARACAO DE PROTEOMA PARA DISCRIMINACAO
ENTRE MEIS FLORAL E DE MELATO DE MESMA ESPECIE
BOTANICA (Mimosa scabrella Bentham) UTILIZANDO ANALISE
DE COMPONENTES PRINCIPAIS

RESUMO

Devido a crescente valorizacdo e apreciacdo de meis de melato em
paises europeus, e também as recorrentes misturas existentes entre os
tipos de méis, a autenticacdo é um importante aspecto de controle de
qualidade, fazendo-se necessario determinar sua relacdo com a garantia
em termos de fonte (melato ou floral) a fim de discriminar estes tipos de
méis como uma resposta ao mercado consumidor. Pertencente a
composi¢cdo minoritaria do mel, além da importancia de seus efeitos
fisiolégicos, as proteinas podem diferir de acordo com a fonte de
producdo de mel e sua qualidade tem sido relacionada as funcgdes
fisiolégicas de seus compostos especificos, especialmente, proteinas de
originarias de néctar, polen, exsudacdo de cochonilhas e secrecdes de
glandulas cefalicas de abelhas. Neste contexto, os objetivos deste estudo
foram realizar a extracdo de proteinas de méis floral e de melato de
mesma espécie botanica Mimosa scabrella Bentham e discriminar estes
méis através da comparacdo do perfil de proteoma obtido por
eletroforese em gel bidimensional utilizando analise de componentes
principais (PCA). Tubos de ultrafiltragdo e pré-concentracdo foram
utilizados para remocdo de interferentes como pdlen e carboidratos,
previamente a extracdo proteica, e os resultados da andlise de
comparacgdo de géis dos dois tipos de méis demonstrou um maior valor
médio de spots proteicos em mel de melato de bracatinga (160) quando
comparado ao mel floral de bracatinga (84), evidenciando uma diferenga
em média de 76 spots entre os dois tipos de méis e 45 spots proteicos
comuns quando correlacionados automaticamente pelo software. O
perfil de proteoma associado a PCA mostrou-se eficiente para a
discriminacdo entre estes dois tipos de méis de mesma espécie botanica
guando utilizados percentagem de volume de spots proteicos comuns,
destacando-se como uma ferramenta usual para discriminacdo entre
tipos de mel, mesmo ndo realizando identificacdo de proteinas
especificas.

Palavras-chave: Proteinas. Mel floral de bracatinga. Mel de melato de
bracatinga. Mimosa scabrella Bentham. 2DE. Anélise de componentes
principais.
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1 INTRODUCAO

A composicgdo proteica do mel tem sido pouco investigada, mas
sabe-se que a concentracdo de nitrogénio é de aproximadamente 0,04 a
0,79% em média e que somente de 40 a 65% do nitrogénio total é
correspondente a nitrogénio proteico, enquanto que O restante €
atribuido aos aminoécidos livres (BILIKOVA; SIMUTH, 2010;
GIROLAMO; D'AMATO; RIGHETTI, 2012).

A autenticidade de mel pode ser avaliada através de suas
propriedades que podem ser definidas por analises instrumentais, fisicas
e quimicas, e sua valorizacdo tem sido relacionada as funcGes
fisiol6gicas de compostos especificos. Dentre estes, encontram-se as
proteinas originarias de néctar, pélen e, especialmente, de secrecdes de
glandulas de abelhas meliferas, tais como as enzimas relacionadas ao
metabolismo de carboidratos (a-glucosidase, p-glucosidase, amilase e
glucose oxidase) e proteinas da geleia real (RJ, do inglés Royal Jelly)
(BILIKOVA; SIMUTH, 2010). Estudos tém demonstrado que proteinas
destes grupos apresentaram atividades bioldgicas antioxidantes e
bactericidas, normalmente atribuidas aos compostos fenolicos
(KWAKMAN et al.,, 2010, MEDA et al., 2005), e especificamente,
proteinas RJ demonstraram acdo na regeneracdo de figado, citoprotetora
sobre hepatdcitos, fun¢do imunorregulatéria in vitro e in vivo e fonte de
aminoéacidos essenciais (ROSSANO et al., 2012).

Em mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham),
além das fontes j& citadas anteriormente (néctar, pélen, secrecGes de
glandulas de abelhas meliferas), as proteinas também podem originar do
floema da espécie Mimosa scabrella Bentham que alimenta a
cochonilha. Esta espécie pertence a familia Leguminosae, com
capacidade de fixar nitrogénio, podendo conter até 0,4% de substancias
nitrogenadas (proteinas, aminoacidos e amidas), sendo comumente
utilizada para aumentar a fertilidade do solo (CAMARGO-RICALDE et
al.,, 2010; MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN, 2014). Além disso,
uma investigacdo protedmica em exsudatos de cochonilhas
(Acyrthosiphon pisum) apresentou mais de 140 spots em andlise de
eletroforese bidimensional (2DE, do inglés two dimensional gel
electrophoresis), e apds isolamento, evidenciou uma ampla diversidade
proteica (SABRI et al., 2013). Portanto, pode-se sugerir um maior
nlimero de proteinas e/ou maiores concentragfes destas em mel de
melato de bracatinga (MMB) quando comparado aos outros méis de
melato e, consequentemente, em méis florais, mesmo apds o
processamento da cochonilha, e esta diferenca pode ser utilizada para
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discriminagcdo entre méis de melato e florais, inclusive de mesma
espécie botanica.

A protedbmica é definida como andlise em larga escala de
proteinas em um sistema biolégico em um determinado momento de
tempo, e inclui ndo somente a estrutura e funcdo de uma proteina, mas
também o estudo das modificacBes das proteinas, suas interagdes,
localizagdo intracelular e a quantificacdo de sua abundancia. O perfil
global de proteinas em Ciéncias dos Alimentos oferece mdltiplas
aplicacGes, tais como controle de qualidade e seguranca alimentar,
avaliacdo de processamento de alimentos e aspectos nutricionais e
identificagdo de novos ingredientes alimentares com efeitos benéficos a
salde humana (CIFUENTES, 2007). Uma abordagem protedmica em
investigacdo de produtos meliferos pode ser realizada através da analise
de proteinas como compostos bioativos, podendo-se fazer uso de
técnicas como eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE do inglés, polyacrylalide gel
electrophoresis-sodium  dodecyl sulfate), eletroforese em gel
bidimensional (2DE, do inglés two-dimensional gel electrophoresis) e
espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometry); ou ainda,
uma abordagem através da analise de atividade bioldgica de proteinas
em nivel de proteoma, como identificacdo e determinacgdo de alteracfes
em expressdo proteica, informacdo sobre a presenca de isoformas,
modifica¢Bes translacionais e interagdes proteicas (MEDA et al., 2005;
JAMNIK; RASPOR; JAVORNIK, 2012).

A técnica para anélise protedmica mais comumente utilizada é a
2DE para determinacdo de massas molares (MM) relativas das proteinas
presentes em uma amostra. Esta consiste na separacdo de proteinas com
base em seu ponto isoelétrico (pl) e MM. Na primeira etapa (primeira
dimensdo), chamada de focalizacdo isoelétrica (IEF, do inglés isoeletric
focusing), a amostra, ap6s extraida e purificada, € submetida a migracao
eletroforética em fita de gel contendo um gradiente de pH até alcancar o
pH onde sua carga liquida seja zero (pl); na segunda etapa (segunda
dimensdo), a tira resultante da primeira dimensdo é submetida a
eletroforese tradicional (SDS-PAGE) para separacdo das proteinas pelas
MM. Apb6s a separagdo das proteinas, a composicdo pode ser
identificada qualitativamente e quantitativamente através da
espectrometria de massas (MORAES et al., 2013). Alguns estudos tém
reportado sobre o uso da técnica de SDS-PAGE (BARONI et al., 2002;
BILIKOVA; SIMUTH, 2010; BRUDZYNSKI et al., 2013; NISBET et
al., 2009; WANG et al., 2009; WON et al., 2008; YADZIR et al., 2011)
e de 2DE (GIROLAMO; D'AMATO; RIGHETTI, 2012; HAYASHI et
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al., 2011; ROSSANO et al., 2012) para separacdo de proteinas em
amostras de mel. Ramon-Sierra, Ruiz-Ruiz e Ortiz-Vazquez (2015)
discriminaram, utilizando SDS-PAGE, méis de abelhas sem ferrdo e de
abelhas Apis mellifera.

Uma vez que tem sido relatado que méis de melato apresentam
maior teor de substancias nitrogenadas (BOGDANOV; RUOFF;
ODDO, 2004; SIMOVA et al., 2012), pode-se sugerir que a alta
especificidade e/ou concentracBes variadas de proteinas em meis possam
discriminar tipos de méis (florais e de melato) de mesma espécie,
incluindo de abelha, utilizando percentagem de volume de spots
proteicos (Vol %) originarios de 2DE, ndo havendo relatos da utilizacdo
desta técnica para esta discriminagéo.

Um protocolo de extracdo proteica varia de acordo com a amostra
a ser investigada e a preparacao consiste, primeiramente, em uma etapa
de lise celular (podendo-se fazer uso de inibidores de proteases para
impedir a degradacdo das proteinas) realizada através de ciclos de
congelamento/descongelamento  em N, liquido, sonicacdo e/ou
maceragdo. Em seguida é utilizada uma solucdo de extracdo contendo
agentes caotropicos (como ureia e tioureia que desfazem interages ndo
covalentes como as ligagdes de hidrogénio), detergentes ndo iénicos ou
zwiteridnicos como 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-
propanosulfonato) (CHAPS, do inglés 3-[(3-
cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate) e TRITON
X100 (do inglés 4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenyl-polyethylene
glycol) que auxiliam na solubilizacio das proteinas, agentes redutores
(como 1,4-ditiotreitol (DTT) ou B-mercaptoetanol, que rompem as
ligagdes dissulfeto intra e intercadeias) e tampdo com anfdlitos
carreadores que auxiliam na solubilizagdo de proteinas, bem como
manter a condutividade mais estavel ao longo do gradiente de pH
(MORAES et al., 2013).

Embora a combinagdo de alguns pardmetros fisico-quimicos
estejam sendo propostos para a discriminacdo de méis florais e de
melato, incluindo residuo mineral fixo, cor, pH, perfil de carboidratos,
prolina e analise melissopalinolégica (BOGDANOV; RUOFF; ODDO,
2004; CONTI et al., 2007; MANZANARES et al., 2011; SANZ et al.,
2005), ha especial interesse por métodos analiticos especificos para esta
discriminagdo ja citados na literatura, tais como espectroscopia de
ressondncia  magnética  nuclear (SIMOVA et al, 2012),
melissopalinologia e espectroscopia Raman (CORVUCCI et al., 2015);
e determinacdo de aminoéacidos livres por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS, do inglés liquid
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chromatography-mass spectrometry) ou detector de arranjo de diodos
(DAD), (COMETTO et al., 2003; SILICI; KARAMAN, 2014); e a
analise de componentes principais (PCA, do inglés Principal component
analysis) é a ferramenta estatistica comumente utilizada para anélise
multivariada de dados nestas amostras. Apesar de ndo haver relatos do
emprego de 2DE em discriminacdo de méis, esta técnica é amplamente
utilizada em analises protedmicas.

Neste contexto, este estudo objetivou discriminar, pela primeira
vez, méis floral e de melato de mesma espécie botanica Mimosa.
scabrella Bentham utilizando comparacdo de proteoma obtido por 2DE
utilizando PCA.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAGEM

As amostras de mel de melato de bracatinga (MMB) e mel floral
de bracatinga (MFB) foram coletadas de apiarios dos municipios de
Urupema (UP) e Urubici (UB), respectivamente, do Planalto Serrano do
estado de Santa Catarina, totalizando trés amostras de MMB (trés favos
coletados de trés colmeias selecionadas aleatoriamente, no periodo de
abril a junho de 2014) e trés amostras comerciais de MFB. As amostras
foram transportadas sob refrigeracdo (5 + 2 °C) e os favos de MMB
foram drenados em funil de vidro e homogeneizados em laboratério. As
amostras (MMB e MFB) foram centrifugados a 2000 rpm por 10 min
(Fanem, 280R, Séao Paulo, Brasil) para posterior congelamento (-18 + 2
°C) até o momento da analise.

2.2 REAGENTES

Os reagentes 4acido tricloroacético (TCA, do inglés
trichloroacetic acid), DTT, ureia, tioureia, CHAPS, Tris-(hidroximetil)-
aminometano (Tris)-HCI, SDS, glicina, N,N-metilenobisacrilamida,
PSA (Persulfato de amdnia) e Temed (Tetrametiletilenodiamina) de
pureza > 98%, agarose e glicerol para biologia molecular foram obtidos
de Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, E.U.A.); Coomassie Brilliant
Blue G-250 de Bio-Rad (Hercules, CA, E.U.A.); agua ultrapura foi
obtida através do sistema Milli-Q Simplicity® UV (Millipore
Corporation, Saverne, Alsace, Franca).

2.3 ANALISE DE POLEN

A analise de polen foi realizada pelo Centro de Pesquisa em
Palinologia do Instituto Botanico do Departamento do Meio Ambiente
do estado de Sdo Paulo para confirmacdo da especificacdo de mel
monofloral da espécie Mimosa scabrella Bentham do produto comercial
MFB utilizado neste estudo. As amostras foram processadas sem
aplicacdo de acetdlise, de acordo com European Standard Protocol
(MAURIZIO; LOUVEAUX, 1965) para estudos palinolégicos, o qual
10 g de amostra de mel foram dissolvidas em 20 mL de &gua destilada
(MAURIZIO; LOUVEAUX, 1965; VON DER OSHE et al., 2004) e o
sedimento ressuspenso em glicerol:dgua (1:1) para posterior montagem
e observacdo em ldmina de microscopio 6tico (Olympus BX50, com
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ampliacdo de lente de 400 a 1000 vezes). A identificacdo dos grdos de
polen foi realizada com base em dados da literatura (BARTH, 1989;
ROUBIK; MORENO, 1991) e graos de pdlen referéncia previamente
identificados pertencentes ao Centro de Pesquisa em Palinologia do
Instituto Botanico do Departamento do Meio Ambiente do estado de
S&o Paulo. Os gréos de pélen foram identificados utilizando o termo
"tipo polinico" que significa que o polen pertence a uma Unica espécie
de planta, bem como a um grupo de espécies ou apresentam morfologia
polinica similar. Em cada amostra, o resultado foi analisado em termos
de tipo de pdélen dominante, considerando representacdes superiores e
inferiores de cada pdlen e contribuicdes de néctar das plantas
(nectariferas, poliniferas e anemdfilas) (BARTH, 1970a, b, c, d, e, 1989,
1990). A determinagdo da origem boténica foi baseada nas frequéncias
de tipos polinicos de espécies nectariferas e a determinagcdo da origem
geografica foi baseada no espectro do pélen, que deve ser conforme a
flora de uma determinada regido e/ou de acordo com espectro de pélen
referéncia ou descricdo na literatura. As imagens foram avaliadas
através do software ImageProplus®.

2.4 EXTRACAO DE PROTEINA PARA ELETROFORESE EM GEL
BIDIMENSIONAL (2DE)

A proteina total foi extraida de um pool de trés amostras de MMB
(coletado de trés colmeias selecionadas aleatoriamente) e um pool de
trés amostras de MFB (produto comercial) e realizada triplicata de
extracdo, obtendo-se trés extratos de cada tipo de mel. As aliquotas em
triplicatas de 2,5 g de pools de MMB e MFB foram diluidas em 2,5 mL
de &gua ultra-purificada e transferidas para um tubo de ultra-filtracdo de
15 mL com uma membrana de limite de massa molar nominal (NMWL,
do inglés Nominal Molecular Weight Limit) de 10 kDa (Amicon Ultra-
15 Centrifugal Filter Unit, Millipore Corporation, U.S.A.) para
purificacdo (principalmente remocdo de acUcares e pdlen) e pré-
concentracdo por centrifugacdo a 4 °C e 5000 x g (Eppendorf, modelo
5810 R, Hamburgo, Alemanha) até volume de interesse (750 uL,
aproximadamente). As proteinas foram precipitadas overnight com
solucdo de TCA 12%/DTT 0,12% em acetona e centrifugadas a 4 °C e
20000 x g, os pellets de proteinas secos foram ressuspendidos em 300
uL de uma solugdo contendo ureia 7 mol L™, tioureia 2 mol L™, CHAPS
0,3 g L, solucdo tampéo IPG (do inglés Immobilized pH gradient) 0,2
mL L? pH 4-7 e DTT 0,15 g L™ como descrito previamente por
Valentim-Neto et al. (2016). As concentragfes proteicas foram
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determinadas através do 2D Quant Kit (GE Healthcare, Uppsala,
Suécia). Os procedimentos de extracdo proteica e de separacdo 2DE
foram realizados em paralelo para as amostras MMB e MFB.

2.5 ELETROFORESE EM GEL BIDIMENSIONAL (2DE) EM MEL
DE MELATO DE BRACATINGA (MMB) E MEL FLORAL DE
BRACATINGA (MFB)

Os extratos proteicos em triplicata das amostras de MMB e MFB
foram analisados por eletroforese em gel bidimensional (2DE). Trés géis
foram produzidos por amostra totalizando seis géis. A focalizagdo
isoelétrica (IEF, do inglés Isoelectric Focusing) foi realizada utilizando
a tira desidratada de poliacrilamida (strips) com gradiente de pH
imobilizado (IPG) de 13 cm na faixa linear entre 3-10 (GE Healthcare,
Uppsala, Suécia). Os strips foram reidratados por 18 h com uma solugéo
contendo 250 pg de proteina total solGvel diluida em solucdo de
reidratacdo contendo solucéo tampdo IPG 0,2 mL L™ pH 3-10 em um
volume total de 250 pL.

Apos reidratacdo, os strips com gradiente linear de pH na faixa
entre 3-10, contendo as amostras, foram submetidos a IEF (primeira
dimensdo) em sistema Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare, Uppsala,
Suécia). Sobre cada extremidade do strip foi colocado papel pre-cut
eletrode wick (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) hidratado em 150 pL de
agua e sobre estes os eletrodos de acordo com recomendacdes do
fabricante. A programag&o para migragao das moléculas sob acéo de um
campo elétrico em gel de poliacrilamida e pH na faixa linear entre 3-10
até alcancar seu ponto isoelétrico foi de 50 V até 25 V h, de 500 V até
500 V h, gradiente de voltagem de 1000 V até 750 V h, gradiente de
voltagem de 4000 V até 2500 V h, gradiente de voltagem de 8000 V até
15000 V h a um limite de 50 mA por strip. Ap6s IEF, strips foram
mantidos sob -80 °C por pelo menos 18 h para entdo as proteinas nos
IPG strips sofrerem reducdo com uma solucéo de DTT 10 mg mL™ em 5
mL de tampéo de equilibrio (ureia 6 mol L™, Tris-HCI 50 mmol L™ pH
8,8, glicerol 3 mL L™, SDS 0,2 g L™ e azul de bromofenol 2,5 mg L™),
preservando o estado totalmente reduzido de proteinas ndo alquiladas)
seguido por alquilacdo (de grupos tidis impedindo sua re-oxidacéo
durante a eletroforese) com iodoacetamida 25 mg mL™ em mesma
solucdo tampado citada anteriormente.

A eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE, segunda dimensao) foi realizada em sistema SE-600 Ruby (GE
Healthcare, Uppsala, Suécia) com refrigeracdo. Os géis de
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poliacrilamida 12,5% (contendo 0,27% N,N-metilenobisacrilamida,
Tris-HCI 375 mmol L™, SDS 0,1%, PSA 0,06% e Temed 0,06%) foram
polimerizados com etiqueta numerada para identificagdo e strips e
marcadores de massa molecular foram aplicados sobre os géis e selados
com solucéo de agarose (agarose 0,5%, Tris-HCI 25 mmol L, glicina
192 mmol L™ e SDS 0,1%). A eletroforese foi realizada em gradiente de
amperagem de 15 mA por gel por 25 min seguida de 30 mA por gel por
4 h e a temperatura foi mantida em 10 °C utilizando um circulador
termoestatico Multi Temp Il thermostatic circulator (GE Healthcare,
Uppsala, Suécia). Ao término da eletroforese, a fixacdo e a coloragéo
dos spots de proteinas foi de acordo com Ferrari et al. (2014) que utiliza
Coomassie Brilliant Blue G-250 0,01 g L™.

2.6 DIGITALIZACAO DE IMAGENS E ANALISE DE DADOS

Os géis das amostras de MMB e MFB foram digitalizados pelo
Image Scanner System Il (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) e a analise
de pl, MM, intensidade, area e volume dos spots foi realizada através do
software ImageMaster Platinum, versdo 7.0 (GE Healthcare, Uppsala,
Suécia). Os volumes de spots relativos (Vol %) foram comparados e
analisados entre os seis géis dos dois tipos de mel (MMB e MFB) e os
spots comuns aos seis géis foram selecionados e seu Vol % analisado
através de PCA utilizando o pacote estatistico Statsoft Statistica®
(Ultimate Academic) licenciado pela Superintendéncia de Governancga
Eletronica e Tecnologia da Informacéo e Comunicagdo (SeTIC) - UFSC.
Diferencas entre os Vol % obtidos em um intervalo de confianca de 95%
(p < 0,05) foram considerados significantes estatisticamente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, dois tipos de mel (MMB e MFB) de mesma espécie
botanica M. scabrella B. foram submetidos a comparacdo de perfil
protebmico comparativo.

A andlise melissopalinolégica foi realizada na amostra comercial
de MFB a fim de confirmar a especificacdo de "mel monofloral de
bracatinga". O principal tipo de pdlen encontrado neste tipo de mel foi
92% de origem botéanica M. scabrella de propriedade nectarifica, como
pode ser observado na microfotografia do tipo polinico caracteristico da
espécie Mimosa scabrella Bentham (Figura 14), confirmando sua
origem botanica e fitogeografica (87%) como Floresta Ombrofila do Sul
do Brasil, estando de acordo com a especificacdo de rotulagem do
produto.

Figura 14: Microfotografia do tipo polinico da espécie Mimosa scabrella Bentham.
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Com relacdo a dificuldade de extracdo e concentracdo de
proteinas em amostras de meéis, diferentes procedimentos tém sido
utilizados através de protocolos especificos envolvendo solubiliza¢do
em agua ou solucdo tampdo, centrifugacdo, dialise overnight (para
remogdo de aclUcares e pdlen) e secagem (HAYASHI et al., 2011;
RAMON-SIERRA,; RUIZ-RUIZ; ORTIZ-VAZQUEZ, 2015;
ROSSANO et al., 2012), ultrafiltracdo (WANG et al., 2009; WON et al.,
2008), ou utilizando esferas de captura Proteominer™ (GIROLAMO;
D'AMATO; RIGHETTI, 2012). No entanto estes procedimentos podem
demandar maior tempo, alto custo ou requerer maior quantidade de
amostra (25 a 200 g). Devido a alta viscosidade de MMB causada pela
presenga de carboidratos (OUCHEMOUKH et al., 2010), especialmente
maiores concentracdes de oligossacarideos caracteristico deste tipo de
mel quando comparado ao mel floral (SIMOVA et al., 2012), houve



112

uma dificuldade para a extragdo proteica, logo, tubos de ultrafiltragdo
(NMWL de 10 kDa) foram utilizados para remog&o destes interferentes,
tais como polen e carboidratos, bem como realizar a pré-concentracao
de proteinas. Os tubos de ultrafiltragdo apresentaram eficiéncia na
remogdo destes interferentes previamente a extracdo de proteinas nas
amostras de méis floral e de melato através de simples diluicdo da
amostra em é&gua ultrapurificada e centrifugacdo a 4 °C e 5000 x g até
volume de pré-concentracao de aproximadamente 750 pL e utilizagdo de
menor massa de amostra de mel (2,5 g).

Cada tipo de mel (MMB e MFB) foi submetido a triplicata de
preparo e a proteina sollvel total extraida apresentou valores médios de
0,42 e 0,16 mg g™ para MMB e MFB, respectivamente, entdo os seis
extratos foram preparados e, um gel 2DE foi realizado para cada extrato,
obtendo-se os perfis eletroforéticos com spots proteicos exclusivos e
comuns de 10 a 250 kDa apresentados na Figura 15, 0s quais os trés geéis
de extratos de proteinas do MMB e os trés géis de MFB foram
comparados.

Figura 15: Mapas representativos de perfil proteico de mel floral de bracatinga
(MFB) e mel de melato de bracatinga (MMB). Primeira dimensdo: 250 pg de
proteinas em tampao IPG foram adicionados aos strips com gradiente linear de pH 3
a 10; segunda dimenséo: géis SDS-PAGE 12,5% e coloracdo com Coomassie
Brilliant Blue G-250.
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A analise protedmica foi realizada por meio da avaliacdo dos seis
géis utilizando o software ImageMaster e um valor médio de 122 + 43
spots proteicos foram detectados em todos os géis, variando de 65 a 168
spots totais como pode ser observado na Tabela 8.
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Tabela 8: NUumero de spots totais, spots comuns (%), coeficientes angulares (a) e
coeficientes de correlacdo (r) de graficos de dispersdo de mapas 2DE dos dois tipos
de méis (MMB e MFB) de mesma espécie Mimosa scabrella Bentham.

Géis Spots totais  Spots comuns (%6) a r

MFB1 94 62 0,25 0,52
MFB2 93 60 0,58 0,62
MFB3 65 71 0,37 0,61
MMB1 158 97 0,96 0,92
MMB2 153 93 0,84 0,92
MMB3 (ref.) 168 91 - -

O reduzido numero de trabalhos que objetivou a obtencdo do
perfil de proteoma em amostras de méis utilizando 2DE, comumente
selecionou e isolou os spots proteicos para identificacdo de proteinas,
ndo relatando o ndmero total de spots observados nas amostras para
comparagdo com o presente estudo (GIROLAMO; D'AMATO,;
RIGHETTI, 2012; HAYASHI et al., 2011; ROSSANO et al., 2012).

O valor médio de spots proteicos para os trés géis de mesmo tipo
de mel variou de 84 + 16 spots para MFB a 160 + 7,6 spots para MMB,
apresentando DPR menores do que 14% (Tabela 9).

Tabela 9: NUmero de spots médios, desvio padrdo (DP), spots comuns e desvio
padrdo relativo (DPR) de mapas 2DE dos dois tipos de méis (MMB e MFB) de
mesma espécie Mimosa scabrella Bentham.

Tipo de mel Spots totais médios DP  Spots comuns (%0) DPR (%)

MFB 84 16 54 14
MMB 160 7,6 28 12

A variabilidade entre os seis géis foi analisada através de graficos
de dispersdo de spots comuns e, a0 comparar 0s géis 2DE dos dois tipos
de mel (MMB e MFB) utilizando MMB3 como gel referéncia (por
apresentar maior nimero de spots totais), os coeficientes angulares (a)
variaram de 0,25 a 0,96 e os coeficientes de correlagéo (r) variaram de
0,52 a 0.92 (Tabela 8), apresentando valores de a e r com alta
variabilidade, no entanto, pode ser observado valores de a e r proximos
a 1 quando correlacionadas as triplicatas apenas de géis de MMB (de
0,84 a 0,96 para a e 0,92 para r) e menores valores quando
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correlacionadas triplicatas dos géis MFB (de 0,25 a 0,58 para a e de
0,52 a 0,62 para r), evidenciando diferencas na percentagem de volume
dos spots comuns entre MMB e MFB.

Com o objetivo de validar a andlise protedbmica comparativa e
verificar a variabilidade experimental de géis ou de extratos proteicos
(CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2013), a repetibilidade de spots
detectados foi avaliada por comparacdo dos graficos de dispersdo para
spots comuns entre as trés replicas de preparo para cada tipo de mel. Os
coeficientes angulares dos graficos de dispersdo variaram de 0,66 a 1,85
e de 0,84 a 0,96 para MFB e MMB, respectivamente, e 0s coeficientes
de correlagdo variaram de 0,55 a 0,82 e de 0,88 a 0,92 para MFB e
MBB, respectivamente (Tabela 10).

Tabela 10: Coeficientes angulares (a) e coeficientes de correlacdo (r) dos gréaficos
de dispersdo dos mapas 2DE para comparacao entre replicatas de preparo dos dois
tipos de méis (MMB e MFB) de mesma espécie Mimosa scabrella Bentham.

Tipo de mel Comparacdo a r
MFB1 x MFB2 1,85 0,73
MFB MFB1 x MFB3 1,41 0,55

MFB2 x MFB3 066 082
MMB1xMMB2 087 0,88
MMB MMB1xMMB3 096 0,92
MMB2 x MMB3 0,84 0,92

A variabilidade observada neste estudo entre o0s spots de
replicatas de géis dos dois diferentes tipos de méis foi considerada
aceitavel, uma vez que a alta concentracdo de carboidratos e baixa
concentracdo proteica podem dificultar o procedimento de extracdo e,
até o momento, ndo ha registros de avaliagcdo de repetibilidade de spots
detectados em amostras de méis por 2DE, sendo este o primeiro estudo
gue avalia a variabilidade experimental de géis ou de extratos proteicos
em amostras de mel.

Quando comparados os trés géis de MMB e os trés géis de MFB,
estes apresentaram 45 spots comuns correlacionados automaticamente
pelo software, correspondendo a 54 e 28% do nimero de spots proteicos
totais detectados em MFB e MMB, respectivamente (Tabela 9). A partir
destes resultados pode-se observar similaridades entre os 2 tipos de mel
através dos spots proteicos comuns, mas também pode ser observado o
pequeno percentual de spots comuns quando comparado ao nimero de
spots totais em MMB. O nimero de spots encontrado em MMB (160)
foi maior que aquele encontrado em MFB (84), diferindo em 76 spots
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proteicos que pode ser de especial interesse com relagdo a discriminacéo
entre tipos de mel, além de apresentar uma diferenca significativa no
Vol % dos spots correlacionados (p < 0,05) em 19 dos 45 spots comuns.

A anélise de componentes principais foi realizada utilizando Vol
% de spots comuns, a fim de discriminar amostras de MFB e MMB, e 0
grafico de escores resultante pode ser observado na Figura 16.

Figura 16: Escores resultante de PCA para mel de melato de bracatinga (MMB) e
mel floral de bracatinga (MFB) correspondentes aos 45 spots comuns (Vol %).
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A partir da avaliagdo da Figura 16 pode ser observado o
distanciamento da replicata MFB3 quando comparado aos demais géis
de méis florais de bracatinga (MFB1 e MFB2) devido ao menor Vol %
de spots comuns obtidos neste gel, que pode sugerir certa variabilidade
experimental de preparo de gel ou de extrato proteico nesta replicata.
Apesar do comportamento diferenciado da replicata MFB3, PC1 e PC2
explicaram 70% da variabilidade total dos dados e, neste caso, PCA
discriminou entre os géis de MFB e MMB, demonstrando que estas
amostras puderam diferir de acordo com o tipo de mel de mesma espécie
botanica Mimosa scabrela Bentham.
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4 CONCLUSAO

Neste estudo, 0 uso de técnica de ultrafiltracdo foi eficiente na
eliminacdo de interferentes como pdlen e carboidratos, bem como
proporcionou a possibilidade de pré-concentragdo por meio de
centrifugacdo, sendo de especial interesse em casos quando ha pouca
disponibilidade de amostra e baixa concentracdo de proteinas para o
procedimento de extracéo.

Mel de melato de bracatinga apresentou um valor médio de spots
proteicos de 160 e 84 foi o valor obtido para MFB, evidenciando uma
diferenca, em média, de 76 spots proteicos entre os dois tipos de méis,
com 45 spots comuns quando correlacionados automaticamente pelo
software. A partir do volume percentual de spots comuns da comparacao
do perfil protedbmico (45), foi possivel discriminar MMB e MFB de
mesma espécie botanica Mimosa scabrella Bentham por meio da PCA,
demonstrando ser uma ferramenta eficiente para discriminacdo entre
tipos de mel, mesmo ndo se realizando identificacdo de proteinas
especificas. Ademais, 0 maior nimero de spots proteicos em MMB (76),
guando comparado ao MFB, pode ser um diferencial deste tipo de mel,
tendo em vista a importancia de proteinas como compostos bioativos.
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COMPOSTOS FENOLICOS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E
MINERAIS EM MEL DE MELATO DE BRACATINGA (Mimosa
scabrella Bentham) DO PLANALTO SERRANO DE SC:
CARACTERISTICAS POTENCIAIS DE ALIMENTO
FUNCIONAL

RESUMO

A busca por uma alimentacdo saudavel e as diversas a¢des funcionais ja
evidenciadas cientificamente, favoreceram nos Gltimos anos, a
valorizacdo e o consumo de mel. Este apresenta em sua composicéo,
além de altos teores de frutose e glicose, menores concentracfes de
compostos de especial interesse com funcdes bioldgicas e propriedades
antioxidantes, que podem conferir caracteristicas benéficas potenciais de
propriedades funcionais. Em especial, méis de melato tém apresentado
crescente valorizagdo por suas propriedades sensoriais, fisico-quimicas e
maiores capacidades antioxidantes in vitro quando comparado aos méis
florais, apresentando relevancia econdmica e produtiva no mercado
internacional dos méis da regido do sul do Brasil, especialmente do
estado de Santa Catarina. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi
avaliar parametros que possam evidenciar caractristicas potenciais de
alimento funcional do mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella
Bentham) (MMB) relacionadas as propriedades antioxidantes a partir da
determinacdo da capacidade antioxidante in vitro pelos mecanismos de
captura de radical livre (DPPH) e reducdo férrica (FRAP), compostos
fendlicos e minerais. Os resultados obtidos foram del6,5 a 43,4 mg
EAA 100 g'l para DPPH, de 523 a 1004 umol FeSO,.7H,0 100 g'l para
FRAP e de 84,4 a 197 mg EAG 100 g™ para compostos fenélicos totais.
Quando comparado a outros méis de melato, o MMB apresentou
concordancia com resultados obtidos por outros autores para as
determinacBes de capacidade antioxidante DPPH e FRAP, e maiores
resultados com relacdo aos compostos fendlicos totais, sugerindo a
contribuicdo de agentes ndo fendlicos envolvidos no processo de acédo
antioxidante. Ademais, apresentou maior nimero e diversidade de
compostos fendlicos, com maiores concentragdes de quercetina e 4cidos
benzoico, cafeico, clorogénico, fertlico, cumérico e siringico,
compostos majoritérios diferenciados (com valores em pg 100g™ de
46,7 a 1520 para &cido benzoico, de 96,7 a 228 para &cido 3,4-
dihidroxibenzoico e de 75,7 a 830 para &cido salicilico) e compostos
ainda nio reportados em méis de melato (com valores em pg 100g™ de
< LD a 13,9 para coniferaldeido, de 1,91 a 91,2 para hesperidina, de
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4,16 a 15,9 para isoramnetina, e de < LQ a 19,5 para pinobanksina). Os
macroelementos majoritarios observados em MMB foram K (de 2323 a
6332 mg kg™), Ca®* (de 4,80 a 140 mg kg™) e Mg?" (de 40,4 a 80,7 mg
kg™), com maiores concentracBes destes e menores concentracdes de
Na" (de 2,42 a 13,3 mg kg™) quando comparado a outros méis de
melato. Por meio da andlise de matriz de correlacdo de Pearson entre as
determinacdes realizadas (TPC, DPPH, FRAP, compostos fendlicos e
minerais), foi possivel observar potencial influéncia sinergética dos
macroelementos na acgdo antioxidante através dos mecanismos
analisados. Devido as ag¢Bes funcionais ja evidenciadas do mel
relacionadas as classes de compostos antioxidantes e potencial
sinergismo constituintes da menor fracdo da composi¢do melifera, o
MMB demonstrou caracteristicas benéficas potenciais de propriedades
funcionais, podendo-se inferir acerca do uso deste produto com alegacéo
de propriedade funcional para individuos sem restri¢des com relagdo a
ingestdo de carboidratos.

Palavras-chave: Mel de melato de bracatinga. Mimosa scabrella
Bentham. Capacidade antioxidante. Fendlicos. Minerais. Alimento
funcional.
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1 INTRODUCAO

O conceito de alimentos funcionais foi introduzido no Japdo em
meados de 1980 com o objetivo de reducdo de gastos com salde
publica, tornando-se o Pais pioneiro no desenvolvimento de processos
de regulamentacdo especifica para estes alimentos, 0s quais
acompanham um selo de aprovacdo do Ministério da Salde e Bem-estar
japonés, sendo este principio adotado mundialmente, porém, com
denominacgdes e critérios de aprovacdo variando conforme o pais
(STRINGHETA et al., 2007). A comissdo europeia tem sua
regulamentacdo conduzida pela Agéncia Europeia de Seguranca
Alimentar (EFSA, do inglés European Food Safety Authority) por meio
da Regulamentacdo de Nutricdo e Declaracdes de Salde (NHCR, do
inglés Nutrittion and Health Claims Regulation) e a agéncia
regulamentadora de alimentos e medicamentos, FDA (do inglés Food
and Drug Adminstration) tem sua regulamentacdo baseada na Lei
Federal de Alimentos, Medicamentos e Cosméticos dos Estados Unidos
(FD&C Act, do inglés Federal Food, Drug, and Cosmeetic Act), o qual,
até o momento ndo apresenta definicdo legal para o termo "alimentos
funcionais™ ou "nutracéuticos” (WONG; LAI; CHAN, 2015).

De modo geral, conceitua-se alimento funcional como aquele
gue, em virtude dos componentes fisiologicamente ativos, fornecem
beneficios a salde, além de nutricdo béasica, consumidos em dietas
convencionais, demonstrando capacidade de regular fungdes corporais
de forma a auxiliar na protecdo contra doencas crbnicas, evidenciado
através de comprovacdo cientifica (BRASIL, 1999; EUROPEAN
COMMISSION, 2006; WILDMAN, 2007; WONG,; LAI; CHAN, 2015).
Na auséncia de uma definicdo legal, os produtos alimentares com
beneficios para a salde podem ser regulamentados como alimentos
convencionais, suplementos alimentares, alimento para uso dietético
especial, alimento-medicamento ou droga e baseado no uso a que se
pretende dar ao produto e na descricdo de rétulos ou ingredientes deste
(NOONAN; NOONAN, 2004; WONG; LAI; CHAN, 2015).

A Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria) ndo define
o termo "alimento funcional”, mas em termos de "alegacdo de
propriedade funcional”, relativa ao papel metabdlico ou fisiologico que
0 nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento,
manutencdo e outras fungdes normais do organismo humano, e
"alegacdo de propriedade de saude", que afirma, sugere ou implica a
existéncia de relacdo entre o alimento ou ingrediente com doenca ou
condicdo relacionada a salde. A regulamentacéo é realizada por meio da
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Resolucdo n° 18 de 30 de abril de 1999, que apresenta as diretrizes
basicas para analise e comprovacdo de propriedades funcionais e ou de
salde alegadas em rotulagem de alimentos para sua utilizagdo, bem
como por meio da Resolugdo n° 19 de 30 de abril de 1999, que apresenta
0s procedimentos para registro de alimento com alegacdo de
propriedades funcionais e ou de salde em sua rotulagem.

De acordo com Anvisa (BRASIL, 1999a), as diretrizes para a
utilizacdo da alegagdo de propriedades funcionais ou de saude dos
alimentos ou ingredientes sdo:

i) poder, além de fungdes nutricionais basicas,
quando se tratar de nutriente, produzir efeitos
metabdlicos e/ou fisioldgicos efou efeitos
benéficos a salde, devendo ser seguro para
consumo sem supervisdo medica; i) sdo
permitidas alegacdes de fungdo e/ou contelido
para nutrientes e ndo nutrientes, podendo ser
aceitas aquelas que descrevem o papel fisiolégico
do nutriente ou ndo nutriente no crescimento,
desenvolvimento e fungBes normais do
organismo, mediante demonstracdo de eficacia e,
para nutrientes com fungbBes plenamente
reconhecidas pela comunidade cientifica, ndo serad
necessaria a demonstracéo da eficécia ou analise
da mesma para alegacdo funcional na rotulagem;
iii) no caso de uma nova propriedade funcional,
h& a necessidade de comprovacdo cientifica da
alegacdo de propriedades funcionais e/ou de salde
e da seguranga de uso, segundo as Diretrizes
Basicas para Avaliagdo de Risco e Seguranga dos
Alimentos; iv) as alegagdes podem fazer
referéncias & manutencéo geral da saude, ao papel
fisiolégico dos nutrientes e ndo nutrientes e a
reducdo de risco de doengas, mas ndo séo
permitidas alegacdes de saude que facam
referéncia a cura ou prevencéo de doencas.

A comprovacdo de alegacdo de propriedades funcionais e/ou de
salde de alimentos e/ou de ingredientes, deve ser conduzida com base
em: "i) consumo previsto ou recomendado pelo fabricante; ii) finalidade,
condicdes de uso e valor nutricional, quando for o caso; iii) evidéncias
cientificas" (BRASIL, 1999b). E as evidéncias cientificas aplicaveis a
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comprovacdo de alegacdo de propriedade funcional e/ou de saude,
conforme o caso, deve contemplar:

i) ensaios bioquimicos; ii) ensaios nutricionais
e/ou fisiolégicos e/ou toxicolégicos em animais de
experimentacdo; iii) estudos epidemioldgicos; iv)
ensaios clinicos; v) evidéncias abrangentes da
literatura cientifica, organismos internacionais de
salde e legislag&o internacionalmente reconhecida
sobre as propriedades e caracteristicas do produto;
vi) comprovacdo de uso tradicional, observado na
populagdo, sem associagdo de danos a salde
(BRASIL, 1999b).

O mel tem sido utilizado, desde a antiguidade, como alimento e
adocante tradicional (ESCUREDO et al.,, 2013) e em aplicacdes
medicinais, mas somente nos Uultimos anos, devido a busca por
alimentos benéficos a salde, houve um aumento do consumo de mel,
intensificando pesquisas com relacdo as suas propriedades funcionais
(IURLINA et al., 2009; ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2016) e
medicinais, apresentando-se como uma opcdo para tratamento de
doencas na medicina alternativa denominada Apiterapia (BOGDANOV
et al., 2008). Importantes acGes do mel tém sido evidenciadas, tais como
agente antimicrobiano de acordo com testes in vitro e in vivo para
disturbios de pele (MAJTAN et al., 2013; McLOONE; WARNOCK;
FYFE 2016); agente antioxidante (LACHMAN et al., 2010) e
antimicrobiano em bactérias gram-positivas (BUENO-COSTA et al.,
2016) e bactérias gram-negativas (LIU et al., 2013), agente antioxidante
na inibicdo de dano oxidativo em eritrdcitos (BLASA ET AL., 2007)
agente antitumoral (NOOR et al., 2014), anti-inflamatorio em células de
carcinoma de colon humano (LIU et al., 2013) e agente antiviral para
virus Influenza (WATANABE et al., 2014) conforme testes in vitro;
adequacOes em perfis glicémicos e lipidicos séricos em modelo
experimental de diabetes (ARABMOAZZEN et al., 2015), indugdo a
espermatogénese (37% de aumento), mel de melato apresentou atividade
antitlcera (MAYER et al., 2014) e mel monofloral da espécie Mimosa
scabrella apresentou atividade anti-inflamatoria de pele (BORSATO et
al., 2014), com resultados evidenciados em testes in vivo.

Al-Waili (2003) avaliou o consumo de mel por 2 semanas (dieta
regular complementada com 1,2 g de mel por kg de peso corporal) entre
homens e mulheres de 20 a 45 anos e foi evidenciado em exame
sanguineo o aumento na concentracdo de agentes oxidantes (acido
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ascorbico: 47%; B-caroteno: 3%; &cido Urico: 12% e glutationa redutase:
7%), ferro sérico (20%), mondcitos (50%), cobre sérico (33%), reducédo
de acuUcar (5%) com discretas elevacdes em linfdcitos, eosindfilos,
zinco, magnésio, hemoglobina e hematécrito.

O estudo de revisdo de Erejuwa, Sulaiman e Wahab (2012) cita o
mel como "novo antioxidante" para tratamento de doengas cronicas
comumente associadas ao estresse oxidativo ou associado as terapias
convencionais, detalhando estudos in vivo envolvendo trato
gastrointestinal, figado, pancreas, rim, 6rgdos reprodutivos e plasma ou
soro, destacando o sinergismo entre 0 mel e medicamentos utilizados
para tratamento em ratos diabéticos.

A composi¢cdo nutricional de méis florais e de melato
compreende, em média, de 80% de carboidratos, 17% de agua, 0,2 a
0,9% de minerais, 0,3 a 0,6% de aminoéacidos e proteinas e de 0,5 a
1,1% de &cidos organicos com valores de pH entre 3,9 e 5,2 (AJIBOLA,;
CHAMUNORWA; ERLWANGER, 2012). A importancia nutricional
do mel ndo esta relacionada diretamente com os niveis de ingestdo diaria
recomendada (IDR), mas sim aos efeitos fisiolégicos multiplos de sua
composicdo (BOGDANOQV et al., 2008).

Além de uma solucdo supersaturada de carboidratos (Al et al.,
2009), o qual representa uma fonte de energia para o corpo humano, o
monossacarideo de maior concentracdo em méis de melato é a frutose,
gue tém apresentado correlacdo significativa negativa com indice
glicémico (IG), ou seja, quanto maior a concentracdo de frutose menor
serd 0 IG (BOGDANOV et al 2008). O mel é constituido também de
classes de compostos em menores concentracfes de especial interesse
com propriedades antioxidantes como compostos fenélicos (ISLA et al.,
2011; SERAGLIO et al., 2016), enzimas (MEDA et al.,, 2005),
carotenoides (Al et al., 2009), produtos da reacdo de Maillard
(TURKMEN et al.,, 2006); aminoacidos e proteinas (GOMEZ-
CARAVACA et al, 2006). Estudos tém avaliado acerca da
variabilidade e diversidade de compostos antioxidantes em méis e da
possivel combinacdo ou contribuicdo sinérgica destes na capacidade
antioxidante total (BLASA et al., 2007; ESCUREDO et al., 2013) e,
além das classes de compostos citadas anteriormente, h& diferentes
concentracdes e tipos de minerais, com importantes funcdes bioldgicas
(ESCUREDO et al., 2013), podendo também exercer influéncia neste
pardmetro (GHELDOF; WANG; ENGESETH, 2002). Bogdanov et al.
(2008) e Ajibola, Chamunorwa e Erlwanger (2012) citam diversos
efeitos nutricionais e beneficios & saude relacionados & ingestéo de mel
nas 4areas de salde bucal, gastroenterologia, cardiovascular,
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oftalmologia, nutricdo infantil e de atletas, se consumido em doses
elevadas (50 a 80 g) por individuos normais. O alto perfil nutricional de
mel originario da diversidade de nutrientes (mesmo que em pequenas
guantidades) incentiva seu uso como alimento a ser inserido em dietas
convencionais (AJIBOLA; CHAMUNORWA; ERLWANGER, 2012).

O mel apresenta antioxidantes naturais enzimaticos e nao
enzimaticos, e sua habilidade de captura de radical (relacionada ao teor
de fendlicos totais, especialmente flavonoides, transferidos da planta no
momento da colheita), demonstra forte correlacdo com capacidade
antioxidante. Os compostos ja citados na literatura responsaveis pelo
efeito antioxidante em diferentes tipos de méis sdo flavonoides, acidos
fenolicos, acido ascorbico, proteinas, aminoacidos carotenoides, acidos
organicos e produtos da reacdo de Maillard (ESCRICHE et al., 2014;
ESCUREDO, et al., 2013; GASIC et al., 2014; HABIB et al., 2014;
JERKOVIC et al., 2009; LACHMAN et al., 2010; TURKMEN et al.,
2006), demonstrando efetividade na reducdo de riscos de doencas
cardiacas e autoimunes, cancer e processos anti-inflamatérios (HABIB
et al., 2014), prevenindo reacGes de oxidagdo deteriorativa em
alimentos, tais como escurecimento enzimatico em frutas e vegetais e
oxidacdo lipidica em carnes (LACHMAN et al., 2010).

Em algumas regides, especialmente na Europa central e oriental,
0 mel de melato é popularmente mais valorizado em funcdo de sua
maior atividade antioxidante e bactericida quando comparado ao mel
floral (ESCRICHE, et al.; 2014; SIMOVA et al., 2012). Em especial, a
capacidade antioxidante in vitro de méis de melato comumente tem
apresentado maiores resultados com relacdo aos méis florais, além de
correlag@es significativas com determinacdes de fendlicos e flavonoides
totais, prolina e minerais (AL et al., 2016; CHIS et al., 2016;
ESCUREDO et al., 2013; ESCRICHE et al., 2014).

Seraglio et al. (2016) aplicaram um método desenvolvido e
validado para determinacdo de compostos fendlicos em MMB e
revelaram uma grande diversidade de compostos fendlicos, sendo
detectados e quantificados até 20 compostos em pools de amostras do
Planalto Serrano de Santa Catarina e, 4&cidos benzoico, 3,4-
dihidroxibenzoico e salicilico foram o0s compostos com maior
concentracdo. Compostos fendlicos também tém sido investigados em
méis de melato de diversas origens de acordo com o Quadro 2.
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Quadro 2: Compostos fendlicos encontrados em méis de melato.

Autores Origem Compostos Compostos predominantes
Acidos galico, protocatecuico, i
Can et al p-hidroxibenzoico, cafeico, Acido 3,4-dihidroxibenzoico (74460 +
(2015) " Turquia  siringico, p-cumarico e 10540 pg 100 g) e rutina (53862 +
’ feralico, epicatequina, rutina e 12420 ug 100 g).
apigenina.
Daher e Galanglr?a,_qnsma_ . Pinocembrina (675 a 685 pg 100 g™),
Franga  2-metoxicrisina, pinocembrina, - 1
Gulacar e . L e S crisina (199 a471 ug 100g™) e
e ltalia acido ferulico, acido salicilico . o 1
(2008). e trimetilfenol 4cido salicilico (203 a 349 pg 100 g™).
Acidos cafeico e p-cumarico,
Escriche et naringenina, pinocembrina, <. - 1
al. (2014). Espanha crisina, galangina, quercetina, Acido p-cumarico (31400 ug 100 ¢).
canferol e miricetina.
Acidos protocatecuico, cafeico, )
Haroun et siringico, p-cumarico e Acido 3,4-dihidroxibenzoico (164 a 599
Turquia  ferdlico, quercetina, luteolina, uq 100 g) e 4cido cafeico (256 pg 100
al. (2012). S . . >
apigenina, pinocembrina, ).
crisina e acacetina.
Silici, Acid Ali | o
Sarioglu e ) cidos  galico, ~ clorogénico, ) .
Karaman Turquia  cumarico, fertlico e cafeico, Catequina (119 pg 100 g™).
(2013). catequina e epicatequina.
Socha et al. .. g(r:llj(ljliso %éeillflgi(():’o ps'i(r:]l;r;igcoe' A?idos p-cumérico (534 + 30,8 ug 100
(2011). clorogénico. g™) e galico (136 + 4,30 pug 100 g).
Tuberoso et - - s 1.
al. (2011). Croécia - Acido salicilico (1380 pg 100 g™).

A cromatografia a liquido (LC, do inglés liquid chromatography)

é considerada a técnica de separacdo ideal para a determinacdo de
compostos fendlicos em diferentes amostras e, acoplada a detectores
como arranjo de diodos (DAD, do inglés diode array detector) e/ou
espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometer) possibilita
a identificacdo e quantificacdo de diversos compostos em diferentes
concentracBes (KECKES et al., 2013). A caracterizacdo de compostos
fendlicos em diferentes tipos e origens de mel pode ser realizada pela
técnica de LC-DAD (KUS et al., 2014; RODIL et al., 2010), porém,
devido a complexidade da matriz, interferentes podem afetar a
sensibilidade e seletividade do método (RODIL et al., 2010; SERGIEL;
POHL; BIESAGA, 2014), entdo LC-MS (GASIC et al., 2014; KECKES
et al., 2013; PASINI et al, 2013) e LC-MS/MS(BIESAGA;
PYRZYNSKA, 2013; SERGIEL; POHL; BIESAGA, 2014) estdo sendo
frequentemente utilizadas para a deteccdo de compostos fendlicos,
baseadas em massas molares exatas e fragmentacdo padrdo, fornecendo
alta seletividade e sensibilidade.
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A atividade antioxidante in vitro de méis tém sido avaliada
principalmente utilizando as determinacBes de DPPH (captura de
radicais  2,2-difenil-1-picrilhidrazil, do inglés 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), FRAP (capacidade antioxidante/redutora férrica, do
inglés ferric reducing/antioxidant power), ABTS (captura do radical
2,2-Azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico), do inglés 2,2-
Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), CUPRAC
(capacidade antioxidante/redutora de Cu®, do inglés cupric
reducing/antioxidant capacity) e TPC (compostos fendlicos totais, do
inglés total phenolic compounds), sendo TPC, DPPH e FRAP as
determinacBes mais comumente utilizadas (AL et al., 2009; CAN et al.,
2015; CHIS et al., 2016; ESCUREDO et al., 2013; KUCUC et al., 2007,
LACHMAN et al., 2010; TUBEROSO et al., 2011; WILCZYNSKA,
2010). Em funcédo da possivel superestimagdo da concentracdo de TPC
devido a contribuicdo de agentes ndo fendlicos presentes no sistema
redutor do reagente Folin-Ciocalteu (tais como agucares e aminoacidos)
(SHAHIDI; ZHONG, 2015), esta determinacdo é considerada como um
marcador de avaliacdo de capacidade antioxidante total (CAN et al.,
2015; EVERETTE et al., 2010).

Assim como os compostos fendlicos, os minerais (macro e
microelementos) também apresentam influéncia na manutengdo do
balanco oxidativo intracelular (ESCUREDO et al., 2013), sendo também
essenciais em diversas funcBes biolégicas como manter reacdes
fisiolégicas normais, indugdo do metabolismo energético e de diversas
enzimas, auxiliando em sistemas circulatérios e como catalisadores de
diversas reacdes bioquimicas (ALQARNI et al., 2014; CHUDZINSKA;
BARALKIEWICZ, 2011; DOLINSKY, 2009; SILVA et al., 2016). As
propriedades nutricionais e medicinais dos méis também estdo, dentre
outras, vinculadas aos minerais presentes, podendo variar de acordo com
0 tipo e origem do mel (dependentemente da capacidade de absorcéo da
planta) e principalmente da matéria prima utilizada (néctar ou melato) e
polen (MADEJCZYK; BARALKIEWICZ, 2008), que estdo
relacionados a composicédo de solo e condicdes climaticas (ESCUREDO
et al., 2013; MONIRUZZAMAN et al. 2014; POHL et al, 2012; SILVA
etal., 2016).

Estudos tém demonstrado que as concentracGes de minerais em
méis podem variar de 200 a 10.000 mg kg™ e potéssio tem sido o
elemento de maior concentragdo, compreendendo cerca de um terco da
concentracdo total de minerais (ALQARNI et al., 2014; CHUA et al.,
2012; GREMBECKA,; SZEFER, 2013; POHL et al., 2012). A presenca
de elementos essenciais como célcio, potéssio, sodio e magnésio e
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outros elementos como ferro, cobre, manganés e zinco em méis pode
conferir valor nutricional a este alimento, podendo ser considerado uma
importante fonte complementar (POHL et al., 2012; FERMO et al.,
2013) para individuos sem restricdes com relacdo a ingestdo de
carboidratos (DUARTE, 2006).

Méis de melato normalmente apresentam maiores concentragfes
de minerais quando comparados aos méis florais, resultando em maior
condutividade elétrica, sendo esta reportada como importante marcador
para estes tipos de méis (LACHMAN et al., 2007).

Madejczyk e Baralkiewicz (2008) encontraram em méis de
melato da Poldnia, concentragbes vinte vezes maior de potassio e trés
vezes maior de magnésio quando comparados a méis florais, e de um
modo geral, potassio também tem apresentado maiores valores médios
em méis de melato (de 148 a 3640 mg kg™) em paises como Anatolia,
Poldnia, India, Albania, Itdlia, Nova Zelandia e Malasia; e apesar de
certa variabilidade em alguns paises (Albania, Italia, Polénia e Nova
Zelandia), também sdo encontrados maiores valores de calcio (de ndo
detectado a 123 mg kg™), sédio (de 8,51 a 12393 mg kg™), magnésio (de
1,48 a 89,5 mg kg™), manganés (de 0,23 a 14,1 mg kg™), cobre (de néo
detectado a 0,46 mg kg™), zinco (de 2,35 a 18,1 mg kg™) e aluminio (de
515 a 36,3 mg kg') (CHUA et al, 2012; CHUDZINSKA;
BARALKIEWICZ, 2010; BONTEMPO et al., 2015; FERMO et al.,
2013; GREMBECKA; SZEFER, 2013; KAYGUSUZ et al., 2016;
MADEJCZYK; BARALKIEWICZ, 2008; NAYIK et al., 2016;
SERGIEL; POHL, 2010; VANHANEN, EMMERTZ; SAVAGE, 2011);
evidenciando assim, a maior concentracdo de minerais em méis de
melato quando comparados a méis florais de diversas origens.

Para a determinagdo de minerais em mel, as espectrometrias de
massas e atdmica (ICP-MS, do inglés inductively coupled plasma - mass
spectrometer e ICP-OES do inglés inductively coupled plasma - optical
emission spectrometry) sdo normalmente escolhidas pela maior
sensibilidade e exatiddo (BETTAR et al., 2015; BONTEMPO et al,;
2015; CHUDZINSKA; BARALKIEWICZ, 2010; 2011; GASIC et al.,
2015; KAYGUSUZ et al., 2016), no entanto, quando aplicadas em
andlises de rotina podem se tornar de alto custo operacional. Assim, para
a determinacdo de minerais majoritarios presentes no mel pode se fazer
uso de técnicas como espectrometria de absorcdo e emissdo atdmica
(FAAS, do inglés flame atomic absorption spectrometry; FAES, do
inglés flame atomic emission spectrometry; GFAAS, do inglés graphite
furnace atomic absorption spectroscopy) (ALQARNI et al., 2012;
BARONI et al, 2009; GREMBEKA; SZEFER, 2013;
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MONIRUZZAMAN et al., 2014; NAYIK et al., 2016; POHL et al.,
2009) que especificamente, em matrizes complexas como mel (em
funcdo de sua alta concentragdo de carboidratos), requerem
decomposicdo organica com &cidos purificados e aquecimento em
frascos abertos ou fechados, dependentemente do elemento a ser
analisado (POHL et al., 2012) uma vez que estes podem estar
complexados com diferentes classes de compostos (SERGIEL; POHL,
2010); também podem ser utilizadas as técnicas de cromatografia idnica
(FERMO et al., 2013; PASQUINI et al., 2014). ou eletroforese capilar
de zona (CZE, do inglés capillary zone electrophoresis) (FRANCHINI
et al. 2007; RIZELIO et al., 2012; SUAREZ-LUQUE et al., 2005), o
gual o preparo de amostra pode ser realizado através de simples
diluicdo. Rizelio et al (2012) demonstraram ndo haver diferencas
significativas entre os resultados obtidos por CZE utilizando simples
diluicdo no preparo de amostra quando comparado com os resultados
obtidos por ICP-MS, para as mesmas amostras, utilizando digestéo
acida, evidenciando que os macroelementos analisados encontravam-se
livres na amostra.

Publicacdes sobre as propriedades de méis brasileiros sao
limitadas, especialmente acerca dos principios ativos que corroboram
para efeitos benéficos a saude e prevencdo de doencas como as classes
de compostos antioxidantes, que remetem & aplicagdo do mel como
alimento funcional (DUARTE, 2006) mediante as diversas atividades
bioldgicas ja citadas anteriormente. Neste contexto, além da relevancia
econdmica e produtiva no mercado internacional dos méis da regido do
Sul do Brasil, especialmente, do estado de Santa Catarina e 0 mel de
melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) (MMB), o objetivo
deste estudo foi determinar compostos fendlicos por LC-ESI-MS/MS,
minerais por CE-DAD, capacidade antioxidante in vitro através dos
mecanismos de captura de radical livre (DPPH) e reducdo férrica
(FRAP) e compostos fendlicos totais em MMB, a fim de evidenciar
caracteristicas benéficas potenciais de propriedades funcionais deste
produto.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAGEM

As amostras de MMB utilizadas neste trabalho corresponderam a
cinco municipios do Planalto Serrano do estado de Santa Catarina,
identificadas utilizando os acrdénimos apresentados no Quadro 3. Os
locais de coleta podem ser observados na Figura 8 do capitulo 2 deste
trabalho. No periodo de fevereiro a junho de 2014, 21 amostras de favos
de MMB foram coletados de trés colmeias selecionadas aleatoriamente
de cada apiario. As amostras foram transportadas sob refrigeracéo (5 + 2
°C), drenadas em funil de vidro, homogeneizadas com bastéo de vidro,
centrifugadas a 2000 rpm por 10 min (Fanem, 280R, Séo Paulo, Brasil)
em laborat6rio entdo armazenadas sob congelamento (-18 + 2 °C) até o
momento das analises.

Quadro 3: Informagdes relacionadas a amostragem de mel de melato de bracatinga

Amostragem de mel de melato de bracatinga

Municipio Coordenadas NUmero de ldentificagdo do
P Geogréficas amostras apiario
Bocaina do Alde B - BSL; BS2; BS3; BS4:
sul (BS) Latlt_u e: 27° 44' 32 5 BS5
Longitude: 49° 56' 25" '
Bom Retiro Altitude: 870 m
(BR) Latitude: 27° 48' 29" 3 BR1; BR2; BR3.

Longitude: 49° 32' 1"

Altitude: 930 m
Lages (LG) Latitude:27° 49' 0" 4
Longitude: 50° 19' 35"

LG1; LG2; LGS3;
LGA4.

Altitude: 1087 m
Urubici (UB) Latitude: 28° 1' 39" 3 UB1; UB2; UB3.
Longitude: 49° 36' 45"

Altitude: 1342 m
Urupema (UP) Latitude: 28° 17' 38" 6
Longitude: 49° 55' 54"

UP1; UP2; UP3; UP4;
UP5; UP6.
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2.2 METODOS
2.2.1 Instrumentacao e parametros analiticos

2.2.1.1 Capacidade antioxidante in vitro pelo método DPPH e FRAP

A determinacéo da atividade antioxidante in vitro pelo método de
DPPH foi realizada de acordo com Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995) com adaptacdes de Kim et al. (2002), o qual o volume de 2,9 mL
de DPPH 0,1 mmol L™ em metanol 80% (v/v) foi adicionado a 100 pL
de amostra diluida adequadamente, permanecendo em repouso e em
auséncia de luz por 30 min, para posterior leitura da absorbancia antes
da adicdo das amostras e apds 30 min a 515 nm, utilizando um
espectrofotdmetro UV-Vis (Spectro Vision SB 1810-60 S, Beijing,
China). A capacidade das amostras em capturar os radicais DPPH foi
descrita em percentual de captura de radicais (% RSA, do inglés radical
scavenging activity), de acordo com a Equacdo 2, e os resultados
expressos em mg EAA 100 g* de amostra de mel através de
interpolacdo com curva analitica de 4cido ascorbico constituida de seis
niveis de concentracdes equidistantes de 20 a 120 mg L™

% RSA = [1 - (absorbancia da amostray_so mi, / absorbancia DPPHq min) X 100]  (2)

2.2.1.2 Capacidade antioxidante in vitro pelo método FRAP

A determinagdo da capacidade antioxidante in vitro pelo método
de FRAP foi realizada de acordo com Benzie e Strain (1996), com
adaptacdes de Bertoncelj et al. (2007), o qual 400 uL de cada amostra
diluida adequadamente foi transferida para tubos de polipropileno e
adicionado 3,6 mL do reagente FRAP (tampdo acetato 0,3 mol L™, pH
3,6 ajustado com HCI, TPTZ 0,01 mol L™ em HCI 0,04 mol L™ e
cloreto férrico 0,02 mol L™, na proporcdo 10:1:1 (v/v/v)), mantido em
banho de aquecimento (Fisaton, Sdo Paulo, Brasil) a 37 + 2 °C por 10
min para posterior leitura da absorbancia a 595 nm, utilizando um
espectrofotdmetro UV-Vis (Spectro Vision SB 1810-60 S, Beijing,
China). A capacidade antioxidante foi expressa em pmol de Fe** 100 g™
de amostra de mel através da interpolagdo com curva analitica de sulfato
ferroso heptahidratado constituida de sete niveis de concentracGes
equidistantes de 20 a 300 pmol L™.

2.2.1.3 TPC pelo método de Folin-Ciocalteu
A determinacdo de TPC pelo método de Folin-Ciocalteu foi
realizado de acordo com Singleton e Rossi (1965), o qual 100 pL de
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cada amostra diluida adequadamente foi adicionado a mistura de
reagente de Folin-Ciocalteu (0,5 mL) e agua ultrapurificada (4 mL) em
baldo volumétrico de 10 mL, permanecendo em repouso por 2 minutos e
adicionados 1,5 mL de carbonato de sédio 20% (m/v) e o volume final
aferido com agua ultrapurificada para posteriormente permanecer em
repouso por 2 h em auséncia de luz e realizagdo da leitura da
absorbancia a 765 nm, utilizando um espectrofotdmetro UV-Vis
(Spectro Vision SB 1810-60 S, Beijing, China). Os resultados foram
expressos em mg EAG 100g " de amostra de mel através da
interpolacdo com curva analitica de &cido galico constituida de sete
niveis de concentracdes equidistantes de 20 a 300 mg L™

2.2.1.4 Compostos fendlicos por LC-ESI-MS/MS

A identificacdo e quantificagdo de compostos fendlicos foi
realizada de acordo com método validado por Seraglio et al. (2016), o
qual 100 pL de amostra foi diluida em 900 pL de fase moével constituida
de 98% de agua ultrapurificada e 2% de acetonitrila adicionado de acido
férmico 0,1%, para posterior injecdo em LC-ESI-MS/MS. Dilui¢Bes
posteriores foram realizadas quando necessario.

O sistema de LC-ESI-MS/MS consistiu de um espectrémetro de
massas do tipo triploquadrupolar AB SCIEX QTRAP® 5500 (Applied
Biosystems, Concord, Califérnia, E.U.A.) equipado com célula de
colisdo Qurved LINAC®, guia de fons Qjet®, fonte de ionizagdo (tipo
ESI) Turbo V™, detector AcQuRateTM e eletronica Fast eQTM,
gerador de gases PEAK Generator (PEAK SCientific Instruments,
Escécia) e bomba de infusdo Harvard Apparatus (Holliston,
Massachusetts, E.U.A.) acoplado a um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia modelo 1290 Agilent (Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemanha) equipado com bomba binaria, sistema desgaseificador,
autoamostrador com controle de temperatura e capacidade para 108
posi¢des para recipientes de 2,0 mL e forno para seis colunas analiticas.
A separacdo foi realizada em coluna de fase reversa C18 (L) Venusil
XBP (Bonna-Agela Technologies, Wilmington, Delaware, E.U.A.) com
100 mm de comprimento, 2,1 mm de didmetro interno, 3 pm de
tamanho de particula e 150 A de tamanho de poro. Para a separagio
cromatogréafica foram utilizadas as condi¢des de gradiente de fase movel
constituido de &gua ultrapura acidificada com acido férmico 0,1% (A) e
acetonitrila contendo &cido férmico 0,1% (B), conforme Quadro 4,
temperatura de 30 °C para coluna cromatogréafica, volume de injecdo de
amostra de 5 pL, abertura de valvula de descarte de 1,9 min de corrida e
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parametros operacionais otimizados em modo de monitoramento de

reacdes maltiplas (MRM), positivo ou negativo.
Quadro 4: Gradiente de fase movel para separagdo cromatografica de compostos
fendlicos.

Tempo (min)  Vazdo (uLmin?)  FMA (%) FM B (%)

0 300 98 2
4 300 98 2
7 300 80 90
14 300 10 90
15 300 10 90
17 300 98 2

A identificacdo dos compostos foi realizada de acordo com o
tempo de retencdo, ion precursor, fragmento principal (ion de
quantificacdo) e fragmento secundario (ion de confirmacdo) por
comparagdo com padrfes comerciais. A aquisi¢do e tratamento de dados
foram realizados através do software Analyst® versdo 1.6.2 (AB SCIEX
Pte. Ltd., Cingapura). As andlises foram realizadas no Servico
Laboratorial Avancado de Santa Catarina (SLAV-SC) do Laboratério
Nacional Agropecuario do Rio Gande do Sul (LANAGRO-RS) do
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA).

2.2.1.5 Minerais por CZE-DAD

A identificagdo e quantificacdo de minerais por CZE-DAD foi
realizada de acordo com o método de Rizelio et al. (2012) com
adaptacdo na extremidade de injecdo, o qual os pardmetros de
performance analitica conformidade do sistema (system suitability),
linearidade, efeito de matriz, seletividade, precisdo, exatiddo, limites de
detecgdo e quantificacdo foram verificados (EURACHEM, 2014); o
pardmetro system suitability foi avaliado através do desvio padréo
relativo (DPR) de dez injecBes consecutivas da mistura de padrdes
analiticos e PI e a repetibilidade foi avaliada pela area de pico corrigida
COMO areagnaiicy/areaer € tempo de migragéo corrigido (tmanaiito)/tmeer)-
As amostras de MMB foram diluidas de 3 a 30% (m/m) em agua
ultrapurificada de modo que todos os cations analisados permanecessem
na faixa de trabalho da curva analitica, centrifugadas a 14000 rpm
(Eppendorf, modelo 22331, Hamburgo, Alemanha) e diluidas
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juntamente com PI na propor¢do 9:1 (v/v, amostra: solugdo de Pl com
concentragdo final de 0,5 mmol L™).

Um sistema de eletroforese capilar (CE, do inglés capillary
electrophoresis) modelo 7100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
E.U.A.) equipado com DAD e controlador de temperatura foi utilizado
para esta determinagdo. A aquisicdo e tratamento de dados foram
realizados por meio do software HP ChemStation®. A separagdo foi
conduzida em um capilar de silica fundida (Polymicro Technologies,
Phoenix, AZ, E.U.A.) com dimensdes de 48,5 cm de comprimento total
(40 cm de comprimento efetivo x 75 um de diametro interno). As
condicdes de separacdo utilizadas foram de acordo com o método de
Rizelio et al. (2012), com eletrolito de corrida constituido de imidazol
30 mmol L™, 4cido acético 300 mmol L™ e 4cido latico 140 mmol L™
com pH 3,0, injecdo hidrodindmica a 50 mbar durante 3 s, tenséo de 15
kV com polaridade positiva e modo de detecgdo indireto a 215 nm.

2.2.1.6 Determinagdo de macro e microelementos por ICP-MS

Uma determinagdo semiquantitativa de macro e microelementos
por ICP-MS foi utilizada para confirmacdo dos macroelementos
observados por meio da técnica de CE-DAD. As amostras de MMB
foram previamente submetidas a digestdo acida assistida por micro-
ondas, o qual 1 g de amostra de mel foi adicionado a frascos de teflon
juntamente com 3 mL de acido nitrico 65% (v/v) e 1 mL de peroxido de
hidrogénio 30% (v/v) com programacdo de poténcia e tempo em micro-
ondas de 1 mina 250 W, 1 mina 0 W, 5 min a 250 W, 5 min a400 W e
5 min a 650 W, seguido por 5 min de ventilacdo, para posterior dilui¢do
com &gua ultrapurificada até 50 mL de volume final. SolugGes branco
foram preparadas e analisadas juntamente com as amostras.

Um sistema ICP-MS Perkin Elmer modelo NexION 300D
(Shelton, E.U.A.) equipado com sistema pneumatico foi utilizado para
esta determinacdo. Os pardmetros instrumentais foram poténcia de
radiofrequéncia de 1600 W, cones amostrador e skimmer de platina,
modo de varredura de pico sweeps/reading 20, dweel time de 50 ms,
vazao de gas principal de 18,0 L min™, gés intermediério de 1,20 L min’
! e nebulizador de 1,12 L min™. As amostras foram digeridas em um
forno de micro-ondas Mega modelo MLS 1200 (Milestone, Sorisole,
Italia). As analises foram realizadas no Laboratério de Espectrometria
Atdmica do Departamento de Quimica da UFSC.
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2.3 MATERIAL
2.3.1 Reagentes e padrdes

2.3.1.1 Capacidade antioxidante in vitro pelos métodos DPPH e FRAP

Radical DPPH, 2,4,6-tris-(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), metanol,
acido cloridrico e acido citrico foram utilizados de Sigma-Aldrich (Saint
Louis, Missouri, E.U.A.); &cido ascorbico, cloreto férrico, acetato de
sodio e sulfato ferroso heptahidratado, de pureza grau analitico, foram
utilizados de Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil); e as solugdes de
trabalho foram preparadas no momento do uso.

2.3.1.2 Método de Folin-Ciocalteu para determinagéo de TPC

O reagente Folin-Ciocalteu e carbonato de sodio foram utilizados
de Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, E.U.A.) e acido galico de
Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e as solu¢fes de trabalho foram
preparadas no momento do uso.

2.3.1.3 Compostos fendlicos por LC-ESI-MS/MS

Os padrdes apigenina, isoramnetina, pinobanksina, acido ferdlico,
acido sindpico, é&cido p-aminobenzoico, acido p-cumarico, 4-
metilumbeliferona, acido vanilico, rutina, naringina, catequina,
sinapaldeido, 4&cido cafeico, &cido clorogénico, coniferaldeido,
siringaldeido, crisina, hesperidina, &cido siringico, canferol, naringenina,
galato de epigalocatequina, epicatequina, pinocembrina, galangina e
luteolina foram utilizados de Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri,
E.U.A), éacido salicilico da Nuclear (Diadema, Sdo Paulo, Brasil),
quercetina de Fluka (Saint Gallen, Suica), &cido galico de Vetec (Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), acido benzoico de Riedel-de Haén (Seelze,
Alemanha) e é&cido 3,4-dihidroxibenzoico da Acros Organic (Geel,
Bélgica). A solugbes foram preparadas individualmente em
concentracdes de 1000 mg L™*, isoramnetina 1250 mg L' e
pinobanksina 1150 mg L™ em DMSO ou metanol e armazenadas sob
congelamento a -18 + 2 °C. As soluges de trabalho contendo a mistura
destes analitos foram preparadas em metanol e mantidas a -18 + 2 °C até
0 momento da analise.

2.3.1.4 Minerais por CZE-DAD

Os padrdes cloretos de potassio, bario (padrdo interno, Pl), sédio,
calcio, magnésio e de manganés, imidazol, acidos acético e latico e
hidréxido de sédio foram adquiridos da Sigma Aldrich (Santa Ana, CA,
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E.U.A)). As solucdes de trabalho contendo a mistura destes analitos
(100 mmol L") foram preparadas diariamente em &gua ultrapurificada
obtida de sistema Milli-Q Simplicity® UV system from Millipore
Corporation (Saverne, Alsace, Franca) e mantidas sob refrigeracdo a 5 +
2 °C até 0 momento da andlise.

2.3.1.5 Determinagdo de macro e microelementos por ICP-MS

Solugdo padrdo multielementar 10 pg L™, utilizada para
calibragdo do equipamento, foi preparada a partir de Multi-element
Calibration Standard 3 contendo prata, aluminio, arsénico, baério,
berilio, bismuto, calcio, cddmio, cobalto, cromo, césio, cobre, ferro,
galio, mercurio, indio, potassio, litio, magnésio, manganés, sodio,
niquel, chumbo, rubidio, selénio, estréncio, talio, vanadio, uranio e
zinco 10 pg mL™ (Perkin Elmer, Inc, Shelton, Ct, E.U.A.) e diluicio
realizada com &cido nitrico 1% (v/v); acido nitrico (Merck, Darmstadt,
Alemanha) foi duplamente destilado para purificacdo em aparelho de
destilacdo de quartzo sub-fervente (Kirner Analysentechnik,
Rosenheim, Alemanha) e peréxido de hidrogénio da Merck (Suprapur®,
Darmstadt, Alemanha) foram utilizados para a analise.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

O pacote estatistico Statsoft Statistica® (Ultimate Academic)
licenciado pela Superintendéncia de Governanga Eletrénica e
Tecnologia da Informacdo e Comunicacdo (SeTIC) - UFSC foi utilizado
para as anélises estatisticas e software Microsoft Excel® (Microsoft
Office, 2007) foi utilizado para elaboracdo de graficos de colunas. A
andlise de distribuicdo de normalidade dos dados obtidos foi realizada
pelo teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965) e, nos casos de
evidéncia de ndo normalidade de distribuicdo dos dados, o teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis (BURKE,2001), utilizado para comparagdo
de pelo menos trés grupos, foi aplicado para identificar diferencas
estatisticamente significativas entre as regiGes. Diferencas entre o0s
valores médios obtidos em um intervalo de confianca de 95% (p < 0,05)
foram considerados estatisticamente diferentes e os resultados expressos
como média + desvio padrdo (DP) e graficos de colunas foram
utilizados para visualizagao destes resultados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, os parametros de identidade e qualidade umidade,
acucares redutores, residuo mineral fixo (RMF), condutividade elétrica,
5-hidroximetilfurfural, atividade distésica, acidez livre, pH e cor foram
determinados visando avaliar a qualidade e autenticidade do MMB
utilizado. Os resultados, apresentados nos Apéndices A e B deste estudo
evidenciaram que o produto se encontrava de acordo com a legislacéo
vigente para mel de melato, com excecdo dos pardmetros RMF e acidez
livre, que podem estar relacionados a origem boténica e geogréafica deste
mel.

3.1 DETERMINAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELOS
METODOS DE DPPH E FRAP E DE TPC PELO METODO DE
FOLIN-CIOCALTEU

A capacidade antioxidante in vitro de MMB foi avaliada a partir
dos mecanismos de captura de radicais livres e de reducdo férrica
objetivando verificar sua correlagdo com compostos fenélicos e minerais
presentes neste mel e investigar a influéncia destas classes nas
potenciais caracteristicas funcionais deste mel. Em funcéo da possivel
superestimacdo dos resultados na determinagdo de TPC, devido a
contribuicdo de agentes redutores nao fendlicos presentes no sistema do
método de Folin-Ciocalteu (SHAHIDI; ZHONG, 2015), esta
determinacdo tem sido considerada um marcador de capacidade redutora
antioxidante em maéis, utilizada como complemento na avaliacdo da
capacidade antioxidante total (CAN et al.,, 2015; EVERETTE et al,,
2010).

Na Tabela 11 sdo apresentados os resultados obtidos para
capacidade antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP e determinacédo
de TPC.
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Tabela 11: Resultados obtidos para compostos fenélicos totais (TPC), capacidades
antioxidantes por captura de radical (DPPH) e reducdo férrica (FRAP) em
amostras de mel de melato de bracatinga.

Regido ™C DPPH FRAP j
(mg EAG 100g™) (mg EAA100g7) (umol FeSO,.7H,0 100 g™)

BS1 105 + 4,29 36,0+0,26 675 £ 9,80
BS2 108 + 6,66 34,1+1,65 732 £5,73
BS3 142 £1,97 36,8+0,35 903 £ 18,8
BS4 128 + 2,07 40,2+0,87 899 £ 7,87
BS5 135+ 7,46 34,8+ 1,57 832+£7,75
Média + DP 124 + 16,4°° 36,4 £ 2,39*" 808 + 102°°
UP1 114 +4,28 34,3+0,62 764 £16,7
upP2 132 £5,36 28,5+ 1,48 657 £ 14,4
uP3 107 + 2,36 32,6+0,51 669 + 7,90
UP4 131211 40,5+0,95 947 +6,31
UP5 167 £7,39 355+ 1,54 867 £17,9
Média + DP 130 £ 23,5*° 34,3 + 4,36 781 £ 126*°
LG1 160 £ 5,18 37,4091 861+12,8
LG2 145+ 5,78 37,3£0,17 902 £ 22,6
LG3 197 + 3,66 43,4+1,82 1005 £ 10,4
LG4 187 9,46 41,9+1,32 890 £ 26,6
Média + DP 172 £24,0° 40,0 3,10 914 £ 62,6
BR1 126 £1,70 24,8 £0,48 635 £ 7,50
BR2 84,5+ 1,14 16,6 £ 0,52 525 +11,5
BR3 86,8 + 2,46 19,7 £0,57 577 £15,1
Média + DP 99,2 + 23,6° 20,3 £ 4,13 579 £ 54,7
UBL1 164 £ 2,07 355+1,33 959 £19,1
uB2 140 + 5,89 31,7+1,08 858 14,1
Média + DP 152 £ 17,2*° 33,6 +2,70°" 909 + 71,2%°
P S-W 0,83 0,04 0,20

°p K-W 0,02 0,01 0,04

BS (Bocaina do Sul); UP (Urupema); LG (Lages); BR (Bom Retiro); UB (Urubici); 1,
2,3, 4, e 5 (diferentes apiérios); *’resultados médios com letras diferentes em mesma
coluna indicam diferenga significativa entre as regides pelo teste de Kruskal-Wallis
(K-W) (p < 0.05); “valor de p (nivel de significancia de 5%); S-W (teste de
normalidade de Shapiro-Wilk).
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De acordo com a Tabela 11 os resultados obtidos em MMB
variaram de 84,4 a 197 mg EAG 100 g para TPC, de 16,6 a 43,4 mg
EAA 100 g™ para DPPH e de 525 a 1004 pmol FeSO,.7H,O 100 g~
para FRAP. Pode-se observar ainda que os dados obtidos para a
determinacdo de DPPH ndo apresentaram distribuicdo normal através do
teste de Shapiro-Wilk (p < 0,05), logo, o teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis foi utilizado para verificacdo de diferencas significativas entre as
regides analisadas e pode ser verificado que, em um intervalo de
confianca de 95%, somente LG e BR apresentaram diferenca
significativa nas determinacbes de TPC, DPPH e FRAP (p < 0,05),
demonstrando similaridades nas demais regiGes para os resultados
obtidos. De acordo com as coordenadas geograficas apresentadas no
Quadro 3, a diferenga significativa observada entre LG e BR para estas
determinacBes pode ser atribuida & maior diferenca de longitude (maior
longitude de Lages e menor longitude de BR) dentre as regides
analisadas.

A Figura 17 representa o grafico de colunas para os resultados
obtidos (média + DP) na Tabela 11.
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Figura 17: Resultados obtidos (média + DP) de TPC (compostos fenélicos totais, mg
EAG 100 g), DPPH (capacidade antioxidante por captura de radical, mg EAA 100
g™) e FRAP (capacidade antioxidante por reducéo férrica, umol FeSO,.7H,0 100 g
1y para as regides de BS, UP, LG, BR e UB.
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Na Figura 17 podem ser visualizadas as similaridades obtidas
para faixas de resultados encontrados para as regides de BS, UP e UB,
além das diferencas obtidas para as faixas de valores observadas para as
regides de LG (mais altas) e BR (mais baixas) para estas determinacdes.

A Tabela 12 ilustra a comparacdo dos resultados obtidos neste
estudo com méis de melato de outras espécies e origens. Em funcéo da
da diversidade de unidades de expressdo de resultados para a
determinacdo de DPPH, os resultados obtidos neste estudo foram
comparados com trabalhos que utilizaram a expressao de resultados em
mg EAA 100 g™
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De acordo com a Tabela 12, os valores obtidos neste estudo
apresentaram concordancia com os valores obtidos em méis de melato
de outras espécies para a determinacdo de DPPH (LACHMAN et al.,
2010) e para FRAP (TUBEROSO et al., 2011), porém apresentou
maiores resultados para a determinacdo de TPC (Al et al., 2009; CAN et
al., 2015; ESCUREDO et al., 2013; KAYGUSUZ et al., 2016;
LACHMAN et al, 2010; LUKASIEWICZ; KOWALSKI;
MAKAREWICA, 2015; MEDA et al., 2005; MELLEN et al., 2015;
SOCHA et al., 2011; TUBEROSO et al., 2011; WILCZYNSKA, 2010).
Resultados inferiores foram encontrados quando comparados aos
resultados de Chis et al. (2016); bem como obteve-se maiores resultados
guando comparados aos méis florais destes mesmos estudos para TPC,
gue pode evidenciar a contribuicdo de agentes ndo fenolicos presentes
no sistema de redugdo do método de Folin-Ciocalteu, tais como
proteinas, aminodcidos, minerais e a possivel complexagdo destes com
compostos fenolicos (EVERETTE et al., 2010). Embora carboidratos
sejam citados como agentes ndo fenolicos que podem contribuir neste
sistema de reducdo (SHAHIDI; ZHONG, 2015), especialmente em altas
concentracdes (100 mg mL™) e na presenca de compostos fenélicos
(SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999), a
diluicdo aplicada & amostra para anélise neste estudo (1,4 mg mL™)
reduziu potencialmente a possibilidade de contribui¢do de carboidratos.

3.2 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR LC-ESI-
MS/MS

A determinacdo de compostos fendlicos presentes em amostras de
MMB foi realizada utilizando o método desenvolvido e validado por
Seraglio et al. (2016) visando elucidar a composi¢do desta classe de
compostos antioxidantes ndo enzimaticos naturais presentes em mel, o
gual tem apresentado maior atividade antioxidante quando comparado
aos méis florais (ESCRICHE et al, 2014) com forte correlacdo com
determinacBes de compostos fendlicos totais (CHIS et al., 2016;
ESCUREDO et al., 2013). Os resultados obtidos para esta determinagéo
sdo apresentados nas Tabelas 13, 14 e 15.
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Tabela 15: Concentragdo (ug 100 g*) de compostos fendlicos em mel de melato de
bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) das regides de Bom Retiro e Urubici (SC).

Composto BR3 UB1 UB2 UB3
4-metilumbeliferona <LD <LD <LD <LD
Acido 3,4- 118+9,55 102 +2,89 156 + 30,5 125+1,55
dihidroxibenzoico

Acido benzoico 606 +91,8 230 + 40,3 226 +19,9 125+16,9
Acido cafeico <LQ <LQ 84,5+7,76 71,2+226
Acido clorogénico 66,2 + 2,98 9,98 £ 0,52 17,5+3,22 19,4+1,19
Acido feralico 81,1+225 10,2+0,03 39,6+570 38,7+0,29
Acido galico 30,0+096 356+109  30,6+3,20 37,5
Acido p-aminobenzoico <LQ <LQ <LQ <LQ
Acido p-cumarico 31,2+124 369+134 489+244  857+6,08
Acido salicilico 308 £ 12,1 111 +7,47 123 +19,2 126 +1,74
Acido sinapico <LD <LD <LD <LD
Acido siringico 335+4,18 31,8 +0,58 47,3+1,28 44,4 + 3,63
Acido vanilico <LD <LD <LD <LD
Apigenina 292+0,46  3,05+0,46 <LQ <LQ
Canferol 334+1,00 6,94+0,33 125+2,00 31,5+051
Catequina <LD <LD <LD <LD
Coniferaldeido 12,4+0,35 <LQ <LQ <LD
Crisina <LD <LD <LD <LD
Epicatequina <LD <LD <LD <LD
Galangina <LD <LD <LD <LD
Galato de <LD <LD <LD <LD
epigalocatequina

Hesperidina 8,36 + 0,69 <LD 5,36 + 0,82 <LD
Isoramnetina 11,4+0,31 4,44 +0,21 8,67 +0,53 10,9+0,10
Luteolina 10,9+0,79 4,31 +0,43 715+023  9,05+0,11
Naringenina 6,19+0,27 186+0,06 644+039 554+0,08
Naringina <LD <LD <LD <LD
Pinobanksina 7,04+032 230+015 807+0,10 6,73+0,23
Pinocembrina 0,84+0,11 <LD <LD <LD
Quercetina 68,3+ 1,13 6,83+ 1,01 34,7+ 1,44 33,0+ 1,67
Sinalpaldeido <LD <LD <LD <LD
Siringaldeido 4,32+0,30 <LQ <LQ <LQ

BR (Bom Retiro); UB (Urubici); 1, 2 e 3: diferentes apiarios; LD (Limite de deteccfo, pg L™)
e LQ (Limite de quantificacdo, ug L™) de acordo com a legenda da Tabela 13.
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De acordo com as Tabelas 13, 14 e 15, os resultados de
compostos fendlicos (ug 100 g™) quantificados em MMB foram de 2,51
a 6,91 para apigenina, de 46,7 a 1520 para acido benzoico, de 10,4 a
84,5 para o acido cafeico, de 3,42 a 6,59 para crisina, de 5,98 a 13,9 para
coniferaldeido, de 17,9 a 85,7 para acido p-cumarico, de 96,7 a 228 para
acido 3,4-dihidroxibenzoico, de 16,0 a 43,6 para acido gélico, de 1,91 a
91,2 para hesperidina, de 4,16 a 15,8 para isoramnetina, de 6,94 a 35,8
para canferol, de 2,96 a 21,4 para luteolina, de 0,46 a 15,7 para
naringenina, de 1,59 a 19,5 para pinobanksina, de 0,82 a 7,40 para
pinocembrina, de 6,83 a 71,4 para quercetina, de 75,7 a 830 para acido
salicilico, de 3,92 a 7,06 para siringaldeido, e de 14,9 a 133 para &acido
siringico. Estas concentracfes para cada analito podem ser melhor
visualizadas na Figura 18 para as cinco regides analisadas (BS, UP, LG,
BR e UB).
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Na Figura 18 podem ser observadas maiores concentragdes de
acidos benzoico, salicilico e 3,4-dihidroxibenzoico nas cinco regibes
analisadas, e especificamente, acido salicilico foi o composto
majoritario na regido de BS e acido benzoico nas regides de UP, LG, BR
e UB. Seguidamente, maiores resultados de &cido galico e naringenina
foram observados na regido de BS; crisina e isoramnetina em UP; acidos
siringico e 3,4-dihidroxibenzoico e hesperidina na regido de LG; &cidos
fertlico, clorogénico e salicilico, apigenina, canferol, luteolina,
pinobanksina, quercetina, coniferaldeido e siringaldeido em BR; e
acidos p-cumarico e cafeico na regido de UB.

A Tabela 16 ilustra uma comparacao dos resultados obtidos neste
estudo para quantificacdo de compostos fendlicos com outros méis de
melato de diferentes espécies e origens.
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De acordo com a Tabela 16, quando comparado aos méis de
melato de outras origens, 0 MMB apresentou maiores concentracGes de
acido benzoico, &cido cafeico, acido clorogénico, acido ferdlico, &cido
cumarico, &cido siringico e quercetina quando comparado com 0s
estudos de Daher e Gulagar (2008); Haroun et al. (2012); Silici, Sarioglu
e Karaman (2013) e Socha et al. (2011), porém, menores concentracoes
de acido cafeico, acido clorogénico, &cido ferulico, acido galico, &cido
p-cumarico, &cido salicilico, acido sindpico, acido siringico, acido
vanilico, apigenina, catequina, crisina, epicatequina, canferol,
naringenina, pinocembrina e quercetina conforme outros estudos (CAN
et al.,, 2015; DAHER; GULACAR, 2008; ESCRICHE et al., 2014;
HAROUN et al., 2012; LACHMAN et al, 2010; SILICI; SARIOGLU;
KARAMAN, 2013; SOCHA et al., 2011; TUBEROSO et al., 2011). Os
compostos  4cidos elagico e p-hidroxibenzoico, chalcona de
pinobanksina, miricetina, siringato de metila, acacetina, 2-metoxicrisina
e 2-metoxi-vinilfenol foram os compostos encontrados em outros méis
de melato (CAN et al., 2015; DAHER; GULACAR, 2008; ESCRICHE
et al., 2014; HAROUN et al., 2012) e ndo observados neste estudo,
enquanto coniferaldeido, hesperidina, isoramnetina e pinobaksina foram
0s compostos determinados pela primeira vez neste estudo, nao
guantificados ou detectados em outras espécies e origens de méis de
melato. Apesar da espécie avaliada neste trabalho apresentar menores
concentracdes de alguns compostos fenolicos quando comparado a
diferentes espécies e origens geograficas, apresentou maiores
concentracBes em outros, além de maior numero, diversidade e
diferentes compostos majoritarios.

3.3 DETERMINAGCAO DE MINERAIS POR CZE-DAD

A determinacdo de minerais foi realizada visando elucidar acerca
desta classe de compostos presentes em amostras de MMB, uma vez que
a presenca de elementos essenciais como calcio, potassio, sédio e
magnésio pode conferir valor nutricional ao produto (POHL et al., 2012;
FERMO et al., 2013), ademais, méis de melato tém apresentado maiores
concentragbes de minerais quando comparado aos méis florais
(LACHMAN et al., 2007). Uma vez que o método de Rizelio et al.
(2012) utilizado neste estudo foi adaptado com relagéo & extremidade de
injecdo de amostra (injecdo realizada pelo inlet), alguns pardmetros da
performance analitica do método foram avaliados.
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3.3.1 Desempenho analitico e conformidade do sistema

A Tabela 17 apresenta os resultados obtidos para a avaliagdo da
performance analitica do método de Rizelio et al. (2012) adaptado.

Tabela 17: Avaliacdo da performance analitica de minerais por CZE-DAD

Parametros K* Na* Ca” Mg Mn**
Linearidade 30a150 005al50 005al50 0,05a075 0,01a0,10
(mmol L)

R? 0,9922 0,9972 0,9975 0,9956 0,9894
LD (mg LY 0,78 0,18 0,16 0,10 0,11
LQ (mg LY 2,35 0,46 0,60 0,27 4,50

Precisdo instrumental
Area do  pico

corrigida (DPR, %) 132 1,37 2,67 2,84 5,59
Ig::‘IiZ?dge(glFi)%r:’:l 55‘)0 011 0,13 0,14 0,14 0,15
Z;e,fgié;] ) Intraday < 438 <385 <358 <350 <625
depfrizs,é&)lmerday <5,94 <548 <5,56 <7,36 <7,38
Eaeri:g??gggd f}f)e <5,38 <6,9% <4,76 <427 <649
Exatidéo (%) 108 a 109 99a107 97 a 107 103 a 105 1012108

Legenda: R% coeficiente de determinacdo; LD: limite de deteccdo; LQ: limite de
quantificacéo.

Através da avaliagdo da regressdo linear foi possivel observar alto
grau de significancia (p < 0,001) enquanto a falta de ajuste ndo foi
observada (p > 0,05) e ndo foram detectados outliers ap6s a aplicacdo do
teste de Grubs (BURKE, 2001). A linearidade foi evidenciada com
resultados obtidos para coeficientes de determinacdo (R?) > 0,9894,
distribuicdo normal (p > 0,05 pelo teste de Shapiro-Wilk), variancias
homogéneas (p > 0,05 pelo teste de Bartlett) e independéncia de
residuos pelo teste de Durbin-Watson (SHAPIRO;WILK, 1965;
BURKE, 2001; SNEDECOR; COCHRAN, 1989; DURBIN; WATSON,
1950) para todos os analitos nas curvas aquosa e matriz, indicando que o
método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) foi aplicado
adequadamente. O DPR para a precisao instrumental foi < 5,59% para
area de pico corrigido e < 0,15% para tempo de migracdo, demonstrando
que o sistema instrumental estava adequado para o uso. O DPR para
precisdo intraday e interday e reprodutibilidade parcial para a area de
pico corrigida foi < 6,25, 7,38 e 6,96%, respectivamente, para 0s seis
niveis da curva de calibracdo, apresentando concordancia com o critério
de aceitabilidade de 10%. A exatiddo variou de 97,6 a 109%, aderindo
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ao critério de aceitabilidade de 80 a 110% (EUROPEAN COMISSION,
2002). Nao foram detectados efeitos de matriz na faixa de concentragcdo
avaliada, visto que falta de ajuste ndo foi evidenciado (p > 0,05) quando
comparados os coeficientes angulares das curvas de calibragdo aquosa e
matriz mediante aplicacdo de teste t, uma vez que as varidncias foram
consideradas homogéneas mediante aplicagdo do teste F (p > 0,05).

3.3.2 Confirmacdao da identificacdo de minerais por ICP-MS

Uma vez que Rizelio et al. (2012) demonstraram a concordancia
entre os resultados obtidos de cations por CE e ICP-MS para méis
florais, evidenciando que os macroelementos analisados encontravam-se
em sua forma livre na matriz mel, neste estudo a identificacdo dos
macroelementos majoritarios de MMB foi confirmada por meio da
determinacdo semiquantitativa de minerais por ICP-MS na amostra
LG2, o qual K' Ca®*, Mg®, Na" e Mn? apresentaram ordem
decrescente de  concentragdo, respectivamente,  apresentando
concordancia com os resultados observados por CE nesta amostra.

3.3.3 Anélise de amostras

Na Tabela 18 séo apresentados os resultados encontrados para a
determinacdo de macroelementos em MMB.
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Tabela 18: Concentracdo (mg kg™) de cations por CZE-DAD em mel de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham).

Regido K* Na* ca” Mg Mn*
BS1 5891 + 50,1 2,42 +0,21 905+112 536+529 <LD
BS2 6332 + 125 3,41+0,42 480+049 554+238 <LD
BS3 5831 + 10,7 5,37 +0,03 28,49+0,08 542+181 <LD
BS4 5400 + 110 4,37 +0,68 209+267 536+199 <LD
BS5 5159 + 96,7 8,44 +0,28 347+309 509+272 <LD
Média + DP 5723 +456° 4,80 +2,31° 19,6 +12,6*° 535+166*° <LD
UP1 4814 + 144 13,3+0,87 193+1,66 491+242 <LD
UP2 3789+ 17,4 9,98 +1,19 264+277 404+251 <LD
uP3 4532 + 38,2 8,68 + 0,40 202+115 47,4+267 <LD
UP4 5253 + 29,0 12,1+0,67 380+070 49,0+044 <LD
UP5 5236 + 16,0 8,62 + 0,99 242+126 523+122 <LD
Média + DP 4725 +604*° 10,5 +2,00° 256+751* 476+444° <LD
LG1 4958 + 85,3 4,69 + 0,62 46,7+104 571+356 <LD
LG2 4632 + 102 8,78 +0,62 125+1,74  80,7+515 <LD
LG3 6048 + 11,6 7,18 +0,83 433+334 648+385 <LD
LG4 4972 +41,7 7,79+1,05 416+235 496+374 <LD
Média + DP 5153+ 617*°  711+1,74*®  64,1+405* 63,0+133* <LD
BR1 3529 + 28,0 9,03 +0,08 995+457 60,1+428 <LD
BR2 2324 + 69,2 9,87 +0,85 140+£595 60,0+300 <LD
BR3 3401 * 165 8,71+0,07 97,9+477 564+260 <LD
Média + DP 3085 +662° 9,20 + 0,60*° 112+236° 588+208" <LD
uB1l 5249 + 98,6 8,13 +0,35 624+158 533+189 <LD
uB2 4582 + 255 5,09 + 0,55 29,7+240 433+199 <LD
UB3 6072+ 114 2,89+ 0,16 954+104 558+459 <LD
Média + DP 5301 + 746*° 5,37 + 2,63%° 157+12,7° 50,8+659*" <LD
°p valor S-W 0,16 0,54 <0,01 0,02 -

°p valor K-W 0,03 0,01 0,01 0,01 -

Legenda: BS (Bocaina do Sul); UP (Urupema); LG (Lages); BR (Bom Retiro); UB (Urubici);
1,2, 3, 4 e 5 (diferentes apiarios); *resultados médios com letras diferentes em mesma coluna
indicam diferenca significativa entre as regides pelo teste de Kruskal-Wallis (K-W) (p < 0.05);
“valor de p (nivel de significancia de 5%); S-W (teste de normalidade de Shapiro-Wilk).

De acordo com a Tabela 18 os resultados obtidos para os cations
analisados variaram de 2324 a 6332 mg kg™ para K*, 2,42 a 13,3 mg kg’
! para Na*, 4,80 a 140 mg kg'l para Ca** e de 40,4 a 80,7 mg kg™ para
Mg®*, demonstrando K*, Ca** e Mg”* como componentes majoritarios
de um modo geral. Como pode ser observado ainda, através do teste de
Shapiro-Wilk, os resultados obtidos para Ca** e Mg®* néo apresentaram
distribuicdo normal (p < 0,05), logo, o teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis foi utilizado para verificacdo de diferenca significativa entre as
regides analisadas e constatou-se que, ao nivel de significancia de 5%,
K*, Na*, Ca®* e Mg ** apresentaram diferenca significativa entre as
regidbes de BS e BR, BS e UP, UB e BR e entre UP e BR,
respectivamente.
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Na Figura 19 sdo apresentados os graficos de colunas (a) para a
determinacdo de K*, e (b) para Na*, Ca** e Mg*" para cada regio.
Figura 19: Resultados obtidos para cations (média + DP) para as regides de BS, LG,
BR e UB de K" (a), Na*, Ca?* e Mg?" (b).
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Em funcdo das altas concentragdes observadas para K*, este foi
apresentado separadamente dos demais.

A partir da analise da Figura 19(a) foi possivel verificar a menor
faixa de concentracdo obtida para a regido de BR responsavel pela
diferenciacdo da regido de BS. E através da Figura 19(b) foi possivel
visualizar amplas faixas de concentracdes observadas para Ca®,
especialmente a maior concentracdo observada na regido de BR, quando
comparado com as faixas obtidas para as concentraces de Na* e Mg?*.

A Tabela 19 apresenta os resultados de cations observados por
outros autores em méis de melato de outras espécie e origens.
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De acordo com a Tabela 19, os valores obtidos neste estudo foram

maiores para K*, Ca?* e Mg”" e menores para Na* quando comparados aos
resultados encontrados em méis de melato de outras espécies (CHUA et al.,
2012; CHUDZINSKA; BARALKIEWICZ, 2010; FERMO et al., 2013;
GREMBECKA,; SZEFER, 2013; MADEJCZYK; BARALKIEWICZ, 2008;
SERGIEL; POHL, 2010). Além disso, de modo geral, apresentou maiores
resultados para K*, Ca*" e Mg?* e menores resultados para Na* com relagéo
aos valores obtidos para méis florais nestes mesmos estudos. Estes
resultados estdo em concordancia com estudos prévios que demonstraram
que méis de melato normalmente apresentam maiores concentracfes de
minerais quando comparado aos méis florais (LACHMAN et al., 2007;
MADEJCZYK e BARALKIEWICZ, 2008; CHUA et al., 2012), e
especialmente neste caso, MMB apresentaram maiores concentracles de
macroelementos analisados quando comparados aos demais méis de melato.

3.4 MATRIZ DE CORRELAGCAO DE PEARSON

A Tabela 20 apresenta os valores de correlacdo (r) obtidos entre as
avaliacOes de capacidade antioxidante (DPPH e FRAP), TCP, compostos
fendlicos e minerais, com objetivo de investigar a possibilidade de
contribuicdo das classes de compostos analisadas neste estudo na
capacidade antioxidante in vitro de MMB, o qual uma correlagéo positiva
significativa, a um nivel de significancia de 5%, evidencia uma possivel
contribuicdo da classe avaliada na capacidade antioxidante deste tipo de
mel. A Tabela foi elaborada a partir das concentracGes obtidas para cada
apiario utilizado no presente estudo e, para as determinagdes de
macroelementos e compostos fendlicos, foi utilizado o somatdrio das
concentraces obtidas individualmente destas determinagBes para cada
apiario.
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Tabela 20: Valores de correlagdes (r) obtidos entre as determinacdes de compostos fendlicos (ug
100 g*), minerais (mg kg*), TCP (mg GAE 100g™?), DPPH (mg AAE 100g™) e FRAP (umol
FeSO,.7H,0 100g™).

TPC DPPH FRAP Compostos e rais
fendlicos
TPC 1 - - - -
DPPH *0,71 1 - - -
FRAP *0.81 *0,87 1 - -
Corpostos 0,10 0,29 0,14 1 -
endlicos
Minerais 0,46 *0,84 *0,69 0,47 1

*CorrelacGes significativas a um nivel de significancia de 5% (p < 0,05) n=18.

A partir da avaliacdo dos resultados apresentados na Tabela 20,
embora isoladamente os métodos de capacidade antioxidante ndo possam
refletir todas as fontes radicalares ou antioxidantes constituintes de um
sistema, as determinagdes utilizadas neste estudo (DPPH e FRAP)
demonstraram correlacdo positiva significativa (0,87), além disto, podem
ser verificadas correlages positivas significativas de TPC com DPPH e
FRAP (0,71 e 0,81, respectivamente), indicando que as classes de
compostos envolvidas na transferéncia de elétrons ao reagente Folin-
Ciocalteu em meio alcalino podem contribuir na capacidade antioxidante
pelos mecanismos avaliados, apresentando concordancia com resultados
obtidos por outros autores para esta correlagdo em méis de melato (Al et al.,
2016; CAN et al., 2015; CHIS et al., 2016; ESCUREDO et al., 2013). No
entanto, ndo houve correlagdo significativa entre a soma dos compostos
fendlicos determinados individualmente com TPC, DPPH e FRAP (0,10, -
0,29 e -0,14, respectivamente), sugerindo que a influéncia destes compostos
ndo se encontra correlacionada individualmente aos mecanismos
antioxidantes utilizados. Estudos que envolvem avaliagdo de compostos
fendlicos individualmente em méis de melato tém correlacionado
capacidades antioxidantes aos compostos fenodlicos totais ou parametros
fisico-quimicos (CAN et al., 2015; ESCRICHE et al., 2014; SOCHA et al.,
2011) ou entre os proprios compostos fendlicos avaliados individualmente
(SILICI; SARIOGLU; KARAMAN, 2013). Socha et al. (2010)
encontraram correlagdo significativa entre concentracdo total de acidos
fendlicos quantificados individualmente e determinagBes antioxidantes,
porém, a correlacdo envolveu seis amostras de méis florais e apenas uma
amostra de mel de melato.

Quando complexados aos compostos fendlicos, 0os minerais podem
apresentar consideravel sinergismo na capacidade antioxidante, uma vez
gue muitos metais podem comportar-se como doadores de elétrons, tendo
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suas cargas facilmente estabilizadas por estruturas fenélicas (ESCUREDO
et al.,, 2013; SANT'ANA et al., 2012). Neste estudo foram observadas
correlagBes positivas significativas de minerais com DPPH e FRAP (0,84 e
0,69, respectivamente), sugerindo que 0s macroelementos determinados
podem influenciar sinergicamente na capacidade antioxidante através destes
mecanismos. Este resultado apresenta concordancia com alguns estudos em
méis de melato que demonstraram correlagdo significativa entre
mecanismos de capacidade antioxidante e minerais (ESCUREDO et al.
2013; KAYGUSUZ et al, 2016). Porém, pode ser observada uma
correlagdo negativa significativa entre as determinagfes de compostos
fendlicos determinados individualmente e minerais, indicando
comportamento  inversamente  proporcional (enquanto uma  das
determinagGes aumenta a outra diminui), podendo-se sugerir possivel
interacdo entre estas classes de compostos. Destaca-se ainda que a matriz de
correlacdo também foi realizada utilizando as concentracGes obtidas de
compostos fenélicos e minerais individualmente, o qual também evidenciou
correlacdo negativa significativa entre os analitos destas classes.

Tendo em vista os macroelementos K, Ca e Mg e a diversidade de
compostos fenolicos encontrados em MMB, quando comparado com outros
méis de melato, é possivel prever acerca do potencial sinergismo destes
macroelementos influenciando diretamente nas capacidades antioxidante in
vitro avaliadas (DPPH e FRAP); esses fatores, aliados as diversas acdes
funcionais avaliadas in vivo de méis, incluindo mel de melato, citadas neste
estudo, pode-se sugerir a insercdo de mel, em especial, MMB, em dietas
convencionais com alegacdo de propriedade funcional, uma vez que este
apresenta compostos fisiologicamente ativos que fornecem beneficios a
salde. A Tabela 21 apresenta a faixa de concentracdo de carboidratos,
minerais e compostos fendlicos determinados em MMB, obtidos nas
regides avaliadas (consultar Secdo 2.1), as recomendacdes da ingestdo
dietética de referéncia (DRI, do inglés Dietary reference intakes) de acordo
com o Instituto de Medicina da Academia Nacional de Ciéncias dos E.U.A.
(IOM, do inglés Institute of Medicine), que estabelece indicadores
nutricionais de consumo, usualmente utilizado pelo Brasil, devido a falta de
dados que permitam o estabelecimento de recomendacBes de nutrientes
para a populacéo brasileira (COZZOLINO, 2009); bem como os valores de
ingestdo diaria recomendada (IDR) pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).
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Tabela 21: Faixas de teores de carboidratos, macroelementos e compostos fendlicos obtidos em
mel de melato de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham) na mesorregido do planalto serrano de
SC, valores de ingestao dietética de referéncia (DRI) e ingetdo diaria reomendada (IDR).

Nutriente Resultados obtidos em DRI IDR
MMB (IOM, 2006)  (BRASIL, 2003, 2005)
Carboidratos 60a77g100g™ 130 g dia™ 300 g
K 2324 a 6332 mg kg™ 4700 mg dia™ NI
Na 2,42a13,3mg kg™ 1500 mg dia™ 2400 mg
Ca 4,80 a 140 mg kg* 1000 mg dia™ 1000 mg
Mg 40,4280,7 mg kg™ 420 mg dia™ 260 mg
i‘;g‘opl?csé‘s’s 441 a 2393 pg 100 g™ NI NI

Legenda: MMB - Mel de melato de bracatinga; NI - Nao informado.

As representagbes que sugiram a relacdo entre o consumo do
alimento e a saude podem ser veiculadas quando atendidas as diretrizes
basicas para comprovagdo de propriedades funcionais ou de salde,
(BRASIL, 1999a), devendo este ser registrado na categoria de alimentos
com alegacdes de propriedades funcionais ou de saide (BRASIL, 1999b),
mesmo 0s produtos de origem animal de competéncia do MAPA, como o
mel.

A partir dos dados apresentados na Tabela 21, ao considerar o
percentual de 25% (32,5 g) de maximo de acUcares adicionados sobre a
DRI de 130 g dia™ de carboidratos (IOM, 2006), e o0 consumo da porcio
diaria de 37,5 g de mel (110 kcal de aglUcares e doces para um valor
energético total de 2000 kcal) indicado pelo Guia alimentar para populacéo
brasileira (BRASIL, 2008), pode-se sugerir a alegacdo de propriedade
funcional do MMB na manutencdo geral a salde e reducdo do risco de
doencas, podendo ser inserido na dieta convencional a por¢do de 37,5 g
para individuos sem restricdo a ingestdo de carboidratos, que pode suprir de
17,3 a 22,2% de carboidratos, de 1,85 a 5,05% de K, de 0,01 a 0,03% de
Na, de 0,02 a 0,53% de Ca e de 0,36 a 0,72% de Mg da DRI (IOM, 2006); e
de 7,50 a 9,63% de carboidratos, de zero a 0,02% de Na, de 0,02 a 0,53%
de Ca, e de 0,58 a 1,16% de Mg da IDR (BRASIL, 2003, 2005), bem como
maximizar a ingestao de compostos fendlicos em ambos 0s casos.
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4 CONCLUSAO

Neste estudo, a determinacdo de classes de compostos com
potenciais a¢Oes antioxidantes, fenolicos e minerais, e suas correlacdes com
determinacbes de capacidade antioxidante in vitro (DPPH e FRAP) e
determinacdo de compostos fendlicos totais (TPC) foram investigados com
0 objetivo de evidenciar a qualidade do mel de melato de bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham) com relagcdo a potencialidade antioxidante
caracteristica de alimentos funcionais. Quando comparado aos demais méis
de melato, as amostras de MMB apresentaram concordancia com resultados
ja obtidos na literatura para as determinacdes de capacidade antioxidante
pelos mecanismos de captura de radical (DPPH) e de reducdo férrica
(FRAP), porém apresentou maiores resultados com relacdo a determinacéo
de TPC, que pode evidenciar a contribuicdo de agentes ndo fendlicos nestes
mecanismos. Além disso, 0 MMB apresentou maiores concentracfes de
compostos fendlicos como quercetina e acidos benzoico, cafeico,
clorogénico, fertlico, cumarico e siringico, maior nimero e diversidade de
compostos fendlicos, bem como compostos majoritarios diferenciados e
compostos quantificados ainda ndo reportados em méis de melato como
coniferaldeido, hesperidina, pinobanksina e isoramnetina. Os
macroelementos observados no MMB foram K*, Ca®* e Mg?, o qual K*
apresentou maior concentracdo neste mel; além destes apresentarem
resultados maiores quando comparado com demais méis de melato, bem
como menores resultados de Na’. Estes macroelementos apresentaram
potencial sinergismo influenciando diretamente nas capacidades
antioxidante in vitro avaliadas (DPPH e FRAP).

Através do exposto, associado as diversas a¢des funcionais avaliadas
in vivo de méis, incluindo mel de melato, citadas neste estudo, destacam-se
as caracteristicas benéficas potenciais de propriedades funcionais deste
produto, podendo-se inferir acerca da insercdo de 37,5 g de MMB em dietas
convencionais com alegacdo de propriedade funcional na manutencédo geral
a salde e reducdo do risco de doencas, para individuos sem restricdes com
relacdo a ingestdo de carboidratos.






177
REFERENCIAS

ABDUL-SALAM, A. et al. Effect of palestinian honey on spermatogenesis
in rats. Journal of Medicinal Food, v. 11, n. 4, p. 799-802, 2008.

AJIBOLA, A.; CHAMUNORWA, J.; ERLWANGER, K. H. Nutraceutical
values of natural honey and its contribution to human health and wealth.
Nutrition & Metabolism, v. 9, n. 1, p. 1-12, 2012.

AL, M. L. et al. Physico-chemical and bioactive properties of different
floral origin honeys from Romania. Food Chemistry, v. 112, p. 863-867,
2009.

ALQARNI, A. S. et al. Mineral content and physical properties of local and
imported honeys in Saudi Arabia. Journal of Saudi Chemical Society, v.
18, p. 618-625, 2014.

ALVAREZ-SUAREZ, J. M. et al. Contribution of honey in nutrition and
human health:a review. Mediterranean Journal of Nutrition and
Metabolism, v. 3, p. 15-23, 2010.

AL-WAILI, N. S. Effects of daily consumption of honey solution on
hematological indices and blood levels of minerals and enzymes in normal
individuals. Journal of Medicinal Food, v. 6, n.2, p. 135-140, 2003.

ARABMOAZZEN, S. et al. Antidiabetic effect of honey feeding in noise
induced hyperglycemic rat: involvement of oxidative stress. Iranian
Journal of Basic Medical Sciences, v. 18, n. 8, p. 745-751, 2015.

BARONI, M. V. et al. Composition of honey from Coérdoba (Argentina):
assessment of North/South provenance by chemometrics. Food Chemistry,
v. 114, p. 727-733, 2009.

BENZIE, I. F. F.; STRAIN, J. J. The ferric reducing ability of plasma
(FRAP) as a measure of Antioxidant Power: The FRAP assay. Analytical
Biochemistry, v. 239, p. 70-76, 1996.



178

BERTONCELJ, J. et al. Evaluation of the phenolic content, antioxidant
activity and colour of Slovenian honey. Food Chemistry, v. 105, p. 822-
828, 2007.

BETTAR, I. et al. Characterisation of Moroccan Spurge (Euphorbia)
honeys by their physicochemical characteristics, mineral contents and
colour. Arabian Journal of Chemistry, 2015. Article in press.

BIESAGA, M.; PYRZYNSKA, K. Stability of bioactive polyphenols from
honey during different extraction methods. Food Chemistry, v. 136, p. 46-
54, 2013.

BLASA, M. et al. Honey flavonoids as protection agents against oxidative
damage to human red blood cells. Food chemistry, v. 104, p. 1635-1640,
2007.

BOGDANOQV, S. et al. Honey for nutrition and health: a review. Journal of
the American College of Nutrition, v. 27, n. 6, p. 677-689, (2008).

BONTEMPO, L. et al. Isotopic and elemental composition of selected types
of Italian honey. Measurement, 2015. Article in press.

BORSATO, D. M. et al. Topical Anti-inflammatory activity of a
monofloral honey of Mimosa scabrella provided by Melipona marginata
during winter in southern Brazil. Journal of Medicinal Food, v. 17, n. 7, p.
817-825, 2014.

BRASIL. Ministério da Salude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
Resolugéo n. 18, de 30 de abril de 1999. Aprova o Regulamento Técnico
que Estabelece as Diretrizes Basicas para Analise e Comprovacéo de
Propriedades Funcionais e ou de Salide Alegadas em Rotulagem de
Alimentos. ANVISA, Brasilia, 1999a.

. Ministério da Salde. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.
Resolugéo n. 19, de 30 de abril de 1999. Aprova o Regulamento Técnico
de procedimentos para registro de alimento com alegacdo de propriedades
funcionais e ou de satde em sua rotulagem. ANVISA, Brasilia, 1999b.



179

. Ministério da Saide. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria.
Resolucgéo n. 360, de 23 de dezembro de 2003. Aprova 0 Regulamento
Técnico sobre rotulagem nutricional de alimentos embalados. ANVISA,
Brasilia, 2003.

. Ministério da Satde. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria.
Resolucéo n. 269, de 22 de setembro de 2005. Aprova o Regulamento
Técnico sobre a ingestdo diaria recomendada (IDR) de proteina, vitaminas e
minerais. ANVISA, Brasilia, 2005.

. Ministério da Salde. Secretaria de Atencédo a Saude.
Departamento de Atencéo Bésica. Guia alimentar para a populacao
brasileira: promovendo a alimentagéo saudavel. Ministério da Salde,
Brasilia, 2008.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. Use of a free
radical method to evaluate antioxidant activity. LWT - Food Science and
Technology, v. 28, p. 25-30, 1995.

BUENO-COSTA, F. M. et al. Antibacterial and antioxidant activity of
honeys from the state of Rio Grande do Sul, Brazil. LWT - Food Science
and Technology, v. 65, p. 333-340, 2016.

BURKE, S. Missing values, outliers, robust statistics and non-parametric
methods, statistics and data analysis. LCGC Europe, online Supplement,
19-24, 2001.

CAN et al. An investigation of Turkish honeys: Their physico-chemical
properties, antioxidant capacities and phenolic profiles. Food Chemistry,
v. 180, p. 133-141, 2015.

CHIS et al. Comparative antioxidant content and antioxidant activity of
selected romanian and polish honeydew honey. Revista de Chimie, v. 67,
n. 2, p. 214-218, 2016.

CHUA, L. S. et al. Multi-elemental composition and physical properties of
honey samples from Malaysia. Food Chemistry, v. 135, p. 880-887, 2012.



180

CHUDZINSKA, M.; BARALKIEWICZ, D. Estimation of honey
authenticity by multielements characteristics using inductively coupled
plasma-mass spectrometry (ICP-MS) combined with chemometrics. Food
and Chemical Toxicology, v. 48, p. 284-290, 2010.

. Application of ICP-MS
method of determination of 15 elements in honey with chemometric
approach for the verification of their authenticity. Food and Chemical
Toxicology, v. 49, p. 2741-2749, 2011.

CODEX ALIMENTARIUS COMMISSIOIN. General standard for
contaminants and toxins in food and feed. FAO/WHO, 1995.

COZZOLINO, S. M. F. Recomendacdes de Nutrientes. International Life
Sciences Institute (ILSI Brasil), Sdo Paulo: 2009.

DAHER, S.; GULACAR, F. O. Analysis of phenolic and other aromatic
compounds in honeys by solid-phase microextraction followed by gas
chromatography-mass spectrometry. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 56, p. 5775-5780, 2008.

DOLINSKY, M. Nutri¢do Funcional. Sdo Paulo: Roca, 2009.

DUARTE, L. J. V. Alimentos funcionais. Porto alegre: Artes e Oficios,
2006.

DURBIN, J.; WATSON, G. S. Testing for serial correlation in least squares
regression |. Biometrika, v. 37, p. 409-428, 1950.

ESCRICHE, I. et al. Suitability of antioxidant capacity, flavonoids and
phenolic acids for floral authentication of honey. Impact of industrial
thermal treatment. Food Chemistry, n. 142, p. 135-143, 2014.

ESCUREDO, O. et al. Nutritional value and antioxidant activity of honeys
produced in a European Atlantic area. Food Chemistry, n. 138, p. 851-856,
2013.



181

EURACHEM. The fitness for purpose of analytical methods, a
laboratory guide to method validation and related topics. 22 ed., 2014.
Disponivel em: < https://www.eurachem.org/> Acesso em: 15 mar. 2015.
EREJUWA, O. O.; SULAIMAN, S. A.; WAHAB, M. S. A. Honey: A
novel antioxidant. Molecules, v. 17, p. 4400-4423, 2012.

EUROPEAN COMMISSION. Council Directive 2002/657/EC,
Implementing Council Directive 96/23/EC concerning the performance of
analytical methods and the interpretation of results. Official Journal of the
European Communities, p. 8-36, 2002.

EUROPEAN COMMISSION. 1881/2006, setting maximum levels for
certain contaminants in foodstuffs. Official Journal of the European
Communities, p. 1-35, 2006.

EVERETTE, J. D. et al. Thorough study of reactivity of various compound
classes toward the Folin-Ciocalteu reagent. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 58, p. 8139-8144, 2010.

FERMO, P. et al. lonic profile of honey as a potential indicator of botanical
origin and global environmental pollution. Environmental Pollution, v.
178, p. 173-181, 2013.

FRANCHINI, R. A. A. et al. Rapid etermination of hydrogen peroxide
using peroxidase immobilized on Amberlite IRA-743 and minerals in
honey. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 55, p. 6885-
6890, 2007.

GASIC, U. et al. Phenolic profile and antioxidant activity of Serbian
polyfloral honeys. Food Chemistry, v. 145, p. 599-607, 2014.

. Chemical markers for the authentication of unifloral
Salvia officinalis L. honey. Journal of Food Composition and Analysis,
v. 44, p. 128-138, 2015.

GOMEZ-CARAVACA, A. M. et al. Advances in the analysis of phenolic
compounds in products derived from bees. Journal ou Pharmaceutical
and Biomedical Analysis, v. 41, p. 1220-1234, 2006.



182

GREMBEKA, M.; SZEFER, P. Evaluation of honeys and bee products
quality based on their mineral composition using multivariate techniques.
Environmental Monitoring and Assessment, v. 185, p. 4033-4047.

GHELDOF, N.; WANG, X.; ENGESETH, N. Buckwheat honey increases
serum antioxidant capacity in humans. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 51, p. 1500-1505, 2003.

HABIB, H. M. et al. Bioactive components, antioxidant and DNA damage
inhibitory activities of honeys from arid regions. Food Chemistry, v. 153,
p. 28-34, 2014.

Harborne JB, Baxter H, Moss GP, editores. Phytochemical dictionary:
handbook of bioactive compounds from plants. 2nd ed. London: Taylor
& Francis; 1999.

HAROUN, M. I. et al. Phenolic acids and flavonoids profiles of some
turkish honeydew and floral honeys. Journal of Food Technology, v. 10,
n. 2, p. 39-45, 2012.

IOM - Institute of Medicine. Dietary reference intakes: the essential
guide to nutrient requirements. Washington (DC): National Academy
Press; 2006.

ISLA, M. 1. et al. Physico chemical and bioactive properties of honeys from
Northwestern Argentina. LWT - Food Science and Technology, v. 44, p.
1922-1930, 2011.

JAGANATHAN, S. K. et al. Apoptotic effect of eugenol in human colon
cancer cell lines. Cell Biology International, v. 35, p. 607-615, 2011.

JERKOVIC, I. et al. Headspace, volatile and semi-volatile organic
compounds diversity and radical scavenging activity of ultrasonic solvent
extracts from Amorpha fruticosa honey samples. Molecules, v. 14, p. 2717-
2728, 20009.

KAYGUSUZ, H. et al. Characterization of Anatolian honeys based on
minerals, bioactive components and principal component analysis. LWT -
Food Science and Technology, v. 68, p. 273-279, 2016.



183

KECKES, S. et al. The determination of phenolic profiles of Serbian
unifloral honeys using ultra-high-performance liquid chromatography/high
resolution accurate mass spectrometry. Food Chemistry, v.138, p. 32-40,
2013.

KIM, D. et al. Vitamin C equivalent antioxidant capacity (VCEAC) of
phenolics phytochemicals. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
v. 50, p. 3713-3717, 2002.

KUGCUK, M. et al. Biological activities and chemical composition of three
honeys of different types from Anatolia. Food Chemistry, v. 100, p. 526-
534, 2007.

KUS, P. M. et al. Cornflower (Centaurea cyanus L.) honey quality
parameters: chromatographic fingerprints, chemical biomarkers, antioxidant
capacity and others. Food Chemistry, v. 142, p. 12-18, 2014.

KWAKMAN, P. H. S. et al. How honey kills bacteria. FASEB Journal,
v.24, ed. 7, p. 2576-2582, 2010.

LACHMAN, J. et al. Analysis of minority honey components: possible use
for the evaluation of honey quality. Food Chemistry, v. 101, p. 973-979,
2007.

. Evaluation of antioxidant activity and total phenolics
of selected Czech honeys. LWT - Food Science and Technology, v. 43, p.
52-58, 2010.

LIU, J. et al. Effect of floral sources on the antioxidant, antimicrobial, and
anti-inflammatory activities of honeys in Taiwan. Food Chemistry, v. 139,
p. 938-943, 2013.

LUKASIEWICZ, M. KOWALSKI, S.; MAKAREWICA, M. Antimicrobial
an antioxidant activity of selected Polish herbhoneys. LWT - Food Science
and Technology, v. 64, p. 547-553, 2015.

MADEJCZYK, M.; BARALKIEWICZ, D. Characterization of Polish rape
and honeydew honey according to their mineral contents using ICP-MS
andF-AAS/AES. Analitica Chimica Acta, v. 617, p. 11-17, 2008.



184

MAJTAN, J. et al. Fir honeydew honey flavonoids inhibit TNF-a-induced
MMP-9 expression in human keratinocytes: a new action of honeyin wound
healing. Archives of Dermatological Research, v. 305, p. 619-627, 2013.
MAYER, A. et al. Treatment of non-healing leg ulcers with honeydew
honey. Journal of Tissue Viability, v. 23, p. 94-97, 2014.

MCcLOONE, P.; WARNOCK, M.; FYFE, L. Honey: A realistic
antimicrobial for disorders of the skin. Journal of Microbiology,
Immunology and Infection, v. 49, p. 161-167, 2016.

MEDA, A. et al. Determination of the total phenolic, flavonoid and proline
contents in Burkina Fasan honey, as well as their radical scavenging
activity. Food Chemistry, v. 91, p. 571-577, 2005.

MELLEN, M. et al. Antioxidant effect of natural honeys affected by their
source and origin. Polish Journal of Food and Nutrition Sciences, v. 65,
n. 2, p. 81-85, 2015.

MONIRUZZAMAN, M. et al. Determination of mineral, trace element, and
pesticide levels in honey samples originating from different regions of
Malaysia compared to Manuka honey. BioMed Research International, p.
1-10, 2014.

NACZK, M.; SHAHIDI, F. Extraction and analysis of phenolics in food.
Journal of Chromatography A, v. 1054, p. 95-111, 2004.

NAYIK, G. A. et al. Discrimination of high altitude Indian honey by
chemometric approach according to their antioxidant properties and macro
minerals. Journal of the Saudi Society of Agricultural Sciences, 2016.
Article in press.

NOONAN, W. P.; NOONAN, C. Legal requirements for “functional food”
claims. Toxicology Letters, v. 150, p. 19-24, 2004.

NOOR, N. et al. Antitumour and antioxidant potential of some selected
Pakistani honeys. Food Chemistry, v. 143, p. 362-366, 2014



185

OELSCHLAEGEL, S. et al. Classification and characterization of Manuka
honeys based on phenolic compounds and methylglyoxal. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 60, p. 7229-7237, 2012.

ORYAN, A.; ALEMZADEH, E.; MOSHIRI, A. Biological properties and
therapeutic activities of honey in wound healing: A narrative review and
meta-analysis. Journal of Tissue Viability, v. 25, p. 98-118, 2016.

PASINI, F. et al. Buckwheat honeys: Screening of composition and
properties. Food Chemistry, v. 141, p. 2802-2811, 2013.

PASQUINI, B. et al. Geographical characterisation of honeys according to
their mineral content and antioxidant activity using a chemometric
approach. International Journal of Food Science & Technology, v. 49, p.
1351-1359, 2014.

POHL, P. et al. Different aspects of the elemental analysis of honey by
flame atomic absorption and emission spectrometry: a review. Food
Analytical Methods, v. 5, p. 737-751, 2012.

RIZELIO, V. M. et al. Fast determination of cations in honey by capillary
electrophoresis: A possible method for geographic origin discrimination.
Talanta, v. 99, p.450-456, 2012.

RODIL, R. et al. Determination of synthetic phenolic antioxidants and their
metabolites in water samples by downscaled solid-phase extraction,
silylation and gas chromatography—mass spectrometry. Journal of
Chromatography A, v. 1217, p. 6428-6435, 2010.

SANT'ANA, L. D'O. et al. Characterization of monofloral honeys with
multivariate analysis of their chemical profile and antioxidant activity.
Journal of Food Science, v. 71, n. 1, p. C135-C140, 2012.

SERAGLIO, S. K. T. et al. Development and validation of a LC-ESI-
MS/MS method for the determination of phenolic compounds in honeydew
honeys with the diluted-and-shoot approach. Food Research
International, v. 87, p. 60-67, 2016.



186

SERGIEL, I.; POHL, P. Determination of the total content of calcium and
magnesium and their bioavailability in ripened bee honeys. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v.58, p.7497-7501, 2010.

SERGIEL, I.; POHL, P.; BIESAGA, M. Characterisation of honeys
according to their content of phenolic compounds using high performance
liquid chromatography/tandem mass spectrometry. Food Chemistry, v.
145, p. 404-408, 2014.

SHAHIDI, F.; ZHONG, Y. Measurement of antioxidant activity. Journal
of Functional Foods, v. 18, p. 757-781, 2015.

SHAPIRO, S. S.; WILK, M. B. An analysis of variance test for normality
(complete samples). Biometrika, v. 52, p. 591-611, 1965.

SILICI, S.; SARIOGLU, K.; KARAMAN, K. Determination of
polyphenols of some Turkish honeydew and nectar honeys using HPLC-
DAD. Journal of Liquid Chromatography & Related Technologies, v.
36, p. 2330-2341, 2013.

SILVA, P. M. et al. Honey: Chemical composition, stability and
authenticity. Food Chemistry, v. 196, p. 309-323, 2016.

SIMOES, C. M. O. et al. Farmacognosia: da planta ao medicamento.3. ed.
rev. Floriandpolis: UFSC, 2001.

SIMOVA, S. et al. A rapid differentiation between oak honeydew honey
and nectar and other honeydew honeys by NMR spectroscopy. Food
Chemistry, v. 134, p. 1706-1710, 2012.

SINGLETON, V. L.; ROSSI, J. A. Colorimetry of total phenolics with
phosphomolybdic phosphotungstic acid reagents. American Society for
Enology and Viticulture, v. 16, p. 144-158, 1965.

SNEDECOR, G. W.; COCHRAN, W. G. Statistical Methods. 8. ed. lowa:
State University Press, 1989.



187

SOCHA, R. et al. Phenolic profile and antioxidant properties of Polish
honeys. International Journal of Food Science & Technology, v. 46,
528-534, 2011.

STRINGUETA, P. C. et al. Politicas de salde e alegac@es de propriedades
funcionais e de salde para alimentos no Brasil. Revista Brasileira de
Ciéncias Farmacéuticas, v. 43, n. 2, p. 181-194, 2007.

SUAREZ-LUQUE, S. et al. Capillary zone electrophoresis method for the
simultaneous determination of cations in honey. Journal of
Chromatography A, v. 1083, p. 193-198, 2005.

TUBEROSO, C. I. G. et al. Biodiversity of Salix spp. honeydew and nectar
honeys determined by RP-HPLC and evaluation of their antioxidant
capacity. Chemistry & Biodiversity, v. 8, p. 872-879, 2011.

TURKMEN, N. et al. Effects of prolonged heating on antioxidant activity
and colour. Food Chemistry, n. 95, p. 653-657, 2006.

TUZEN, M.; SOYLAK, M. Trace heavy metal levels in microwave
digested honey samples from Middle Anatolia, Turkey. Journal of Food
and Drug Analysis, v. 13, n. 4, p. 343-347, 2005.

VANHANEN, L. P.; EMMERTZ, A.; SAVAGE, G. P. Mineral analysis of
mono-floral New Zealand honey. Food Chemistry, v. 128, p. 236-240,
2011.

WATANABE, K. et al. Anti-influenza viral effects of honey in vitro: potent
high activity of Manuka honey. Archives of Medical Research, v. 45, p.
359-365, 2014.

WILCZYNSKA, A. Phenolic content and antioxidant activity of different
types of polish honey — a short report. Polish Journal of Food and
Nutrition Sciences, v. 60, n. 4, p. 309-313, 2010.

WILDMAN, R. E. C. Handbook of nutraceutical and functional foods.
22 ed. Boca Raton, Florida: CRC Press, 2007.



188

WONG, A. Y.; LAIL, J. M. C.; CHAN, A. W. Regutatioos Boshrieieation for
functional food products in the United States.
Foods, v. 17, p. 540-551, 2015.



189

CONSIDERAGCOES FINAIS

O presente estudo apresentou uma avaliacdo inédita em MMB com
relacdo a composicdo de aminodcidos livres, proteinas, compostos fendlicos
e minerais.

Através da determinacdo de aminoéacidos livres por GC-MS foi
possivel evidenciar que prolina € um aminoacido fornecido exclusivamente
pela abelha. Este tipo de mel pdde ser discriminado de acordo com sua
origem geografica, com distribuicdo similar ao mapa geografico dos
municipios analisados, através das ferramentas estatisticas multivariadas
CA e PCA, apresentando-se como uma estratégia analitica para
autenticacdo destes méis e com maiores resultados quando comparado a
méis florais e de melato de outros trabalhos.

O uso do perfil de proteoma associado a PCA permitiu a
discriminagdo entre mel floral e de melato oriundos de mesma espécie
botanica Mimosa scabrella Bentham, utilizando somente o Vol % de spots
proteicos comuns, apresentando-se como uma ferramenta eficiente para
discriminagdo entre tipos de méis, apesar de nao ser realizada identificacéo
de proteinas especificas; além de evidenciar maior numero de spots
proteicos em MMB quando comparado ao MFB.

Através das classes de compostos comumente citadas em méis como
antioxidantes (compostos fendlicos) e o potencial sinergismo de classes
com importantes fungbes bioldgicas (minerais), investigou-se acerca da
contribuicdo para esta atividade, relacionando com agles bioldgicas e
funcionais de méis j& evidenciadas cientificamente. Por meio das
determinacbes de TPC, DPPH, FRAP, compostos fendlicos individuais e
minerais foi possivel evidenciar maiores concentrages de TPC, minerais e
de alguns compostos fendlicos individuais, bem como compostos fendlicos
de maiores concentracBes diferenciados e inéditos quando comparados aos
outros méis de melato; a possivel contribuicdo de compostos nao fendlicos
e o potencial sinergismo dos macroelementos nas capacidades antioxidante
in vitro avaliadas (DPPH e FRAP). Estes fatores, aliados as diversas ac0es
funcionais avaliadas in vivo de méis, incluindo mel de melato, destaca este
produto acerca dos principios bioativos que corroboram para as
caracteristicas benéficas potenciais de propriedades funcionais, podendo-se
inferir acerca da inser¢cdo de MMB em dietas convencionais com alegacéo
de propriedade funcional na manutencéo geral a saude e redugdo do risco de
doencas, para individuos sem restricbes com relacdo a ingestdo de
carboidratos.
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Visando destacar os beneficios especificos de mel de melato de
bracatinga e continuar a promover o conhecimento acerca deste importante
produto apicola de Santa Catarina em ascensdo no mercado brasileiro e
internacional, como perspectivas para continuidade deste estudo, sugere-se
a identificacdo de classes de compostos utilizados na discriminacdo deste
tipo de mel e associados as fungdes bioldgicas especificas, tais como
oligossacarideos e proteinas, bem como evidenciar cientificamente
beneficios relacionados a salde a partir de testes, especialmente in vivo,
relacionados a capacidade antioxidante.
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Anexo B: Prémio "Melhor mel do mundo™ ao municipio de Sdo Joaquim: Atenas,
1979.

la médaille d’or

A MisL

CONFEDERATION .
PRESENTEPAR. RRAsILSiRA DE APICULTURA

A I’OCCASION DU XXVII® CONGRES INTERNATIONAL
IYAPICULTURE, ATHENES, 14-20 septembre, 1979.
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