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RESUMO

Programa de Pds-graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

ESTUDO DA CONTAMINACAO POR BIFENILAS POLICLORADAS E
PARAMETROS DE QUALIDADE DO MEL ORGANICO E DO MEL
CONVENCIONAL DO RIO GRANDE DO SUL

AUTORA: Mariele dos Santos
ORIENTADORA: Jjoni Hilda Costabeber

O mel passa uma imagem de ser naturalmente saudavel e livre de contaminantes. No Brasil, o
Rio Grande do Sul ¢ um dos estados com maior producdo de mel. A grande valoriza¢do deste
produto, principalmente no mercado externo, exige a aplicagdo de rigorosos padrdes de
qualidade e seguranga do mel, assim como o investimento em sistema de producdo organico.
As bifenilas policloradas, do inglés Polychlorinated biphenyls (PCBs), s3o compostos
organoclorados sintéticos toxicos que apesar de terem sua fabricagdo e comercializagdao
proibidas hé varios anos, devido ao seu descarte inapropriado, contaminaram o meio ambiente
e ainda sdo detectadas. No presente trabalho foram analisados os padrdes de identidade e
qualidade e a contaminagdo por PCBs em 90 méis de diferentes origens florais (monoflorais e
multiflorais) de sistemas de produgdo organico e convencional provenientes do Rio Grande do
Sul. Foi investigada a ocorréncia de 11 congéneres de bifenilas policloradas: PCBs 28, 52, 77,
81, 101, 118, 126, 138, 153, 169 e 180. A extracao foi realizada pelo método QuEChERS
modificado (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) seguido de cromatografia
gasosa com detector de captura de microelétrons com limites de detecgdo de 5 ng g e 10 ng
g, Os resultados mostraram a presenga de 4 congéneres em 15 amostras de mel provenientes
de 9 municipios, confirmando a contaminac¢dao ambiental no Sul do Brasil. Os niveis maximos
de concentragdo detectados foram 635 ng g para PCB 28, 194 ng g”' para PCB 101, 65 ng g”'
para PCB 77 ¢ 50 ng g”' para PCB 81. Embora essa contaminagio no mel represente um baixo
risco, trata-se de um poluente organico persistente, classificado como comprovadamente
carcinogénico para seres humanos e animais. Entre as amostras contaminadas, ndo foram
identificadas diferengas significativas quanto ao sistema de producdo e origem floral. Ao
analisar os resultados dos padrdoes de identidade e qualidade individualmente, a grande
maioria dos méis estava dentro dos limites definidos pela legislacdo nacional e internacional,
0 que permite afirmar que o mel produzido no Rio Grande do Sul tem boa qualidade, fato que
evidencia a ado¢do de boas praticas apicolas pelos produtores do estado. Através da analise
dos componentes principais foi possivel explicar grande parte da variabilidade entre os
parametros umidade, cinzas, condutividade elétrica, pH, acidez livre, acidez total, acucares
redutores, sacarose aparente, atividade diastasica e HMF dos méis conforme o sistema de
producdo e a origem floral. A andlise por agrupamento hierarquico, classificando em grupos
usando distancias euclidianas, exibiu a diferenciacao desses 10 parametros de qualidade das
amostras.

Palavras-chave: Bifenilas Policloradas. Sistemas de produgdo. Contaminacdo ambiental.
Qualidade de alimentos.
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STUDY OF CONTAMINATION BY POLYCHLORINATED BIPHENILS AND
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FROM RIO GRANDE DO SUL

AUTHOR: Mariele dos Santos
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Honey gives an image of being natural, healthy and free from contaminants. In Brazil, Rio
Grande do Sul is one of the states with the highest honey production. The great appreciation
of this product, especially in the foreign market, requires the application of rigorous standards
of quality and safety of honey, as well as the investment in organic production system.
Polychlorinated biphenyls, from English Polychlorinated biphenyls (PCBs), are toxic
synthetic organochlorine compounds that, despite having been banned from manufacturing
and marketing for several years, due to their inappropriate disposal, have contaminated the
environment and are still detected. In the present work, the identity and quality patterns and
the contamination by PCBs in 90 honeys of different floral origins (monofloral and
multifloral) from organic and conventional production systems from Rio Grande do Sul were
analyzed. The occurrence of 11 congeners of polychlorinated biphenyls: PCBs 28, 52, 77, 81,
101, 118, 126, 138, 153, 169 and 180. Extraction was performed using the modified
QuEChERS method (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) followed by
chromatography gas with microelectron capture detector with detection limits of 5 ng g and
10 ng g"'. The results showed the presence of 4 congeners in 15 samples of honey from 9
municipalities, confirming environmental contamination in southern Brazil. The maximum
levels of concentration detected were 635 ng g for PCB 28, 194 ng g for PCB 101, 65 ng g’
! for PCB 77 and 50 ng g for PCB 81. Although this contamination in honey represents a
low risk, it is a persistent organic pollutant, classified as proven carcinogenic for humans and
animals. Among the contaminated samples, no significant differences were identified
regarding the production system and floral origin. When analyzing the results of the identity
and quality standards individually, the vast majority of honeys were within the limits defined
by national and international legislation, which allows us to affirm that the honey produced in
Rio Grande do Sul has good quality, a fact that shows the adoption of good beekeeping
practices by state producers. Through the analysis of the main components it was possible to
explain a large part of the variability between the parameters humidity, ash, electrical
conductivity, pH, free acidity, total acidity, reducing sugars, apparent sucrose, diastatic
activity and HMF of the honey according to the production system and the floral origin. The
analysis by hierarchical grouping, classifying in groups using Euclidean distances, showed the
differentiation of these 10 quality parameters of the samples.

Keywords: Polychlorinated biphenyls. Production systems. Environmental contamination.
Food quality.
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APRESENTACAO

A presente tese segue as normas estabelecidas no Manual de Dissertagdes e Teses:
Estrutura e Apesentagao - MDT da UFSM (UFSM, 2015).

O item Desenvolvimento esta apresentado na forma de revisao bibliografica, artigo 1 e
artigo 2. As secdes Materiais e Métodos e Resultados e Discussdes estdo apresentadas nestes
dois artigos.

O primeiro artigo intitulado “Contaminacdo de bifenilas policloradas em mel do Rio
Grande do Sul” foi aceito para publicagdo no dia 07 de dezembro de 2020 e publicado online
em 16 de janeiro de 2021 pelo periddico Food Additives & Contaminants, Part A,
https://doi.org/10.1080/19440049.2020.1865578. O artigo apresenta o estudo a respeito da
contaminagdo por bifenilas policloradas em amostras de méis de diferentes sistemas de
producdo, origem geografica e floral. As referéncias deste artigo estdo formatadas conforme
as regras do periodico.

O segundo artigo intutulado “Parametros de qualidade do mel do Rio Grande do Sul
de diferentes sistemas de producdo e origens florais” apresenta os parametros de qualidade
analisados nas amostras de méis comparando os resultados individuais com a legisla¢do, bem
como uma discussdo sobre as diferengas significativas entre os méis de diferentes sistemas de
producado e origem floral, os resultados da anélise de componentes principais € da anélise de
agrupamento hierarquico.

Ao final, encontram-se os itens Discussdo e Conclusdo, que apresentam uma
compilagdo de interpretagdes e comentarios a respeito dos resultados que estdo contidos nos
artigos. As referéncias encontradas no ultimo item desse documento referem-se somente as

citacdes que aparecem nos itens Introdugdo, Revisdo Bibliografica e Discussao.
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1 INTRODUCAO

A mudanca de héabitos da populacao em busca de uma vida mais saudéavel faz crescer a
procura por produtos naturais, principalmente por alimentos organicos. Dentre os produtos
naturais, o mel ¢ um alimento apreciado por seu sabor caracteristico e consideravel valor
nutritivo, sendo por isso cada vez mais consumido (CHIESA et al., 2016; DA SILVA et al.,
2016).

A producdo de mel no Brasil no ano de 2016 atingiu 39,59 mil toneladas segundo
dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE. Isso significa um aumento de
4,6% em relacdo ao ano anterior. O valor da produgdo alcangou R$ 470,51 milhGes ¢ na
comparagdo com o ano anterior, aumentou 31,5%. A regido Sul do Pais foi responsavel por
43,1% do total produzido e o estado do Rio Grande do Sul contribuiu com 6,28 mil toneladas
ou 15,8%. Um aumento de 26,6% se comparado com o ano de 2015 (IBGE, 2017).

Conforme a Associagdo Brasileira de Exportadores de Mel — ABEMEL, as
exportagdes brasileiras de mel natural em 2020, no periodo entre janeiro e outubro, somaram
38,07 mil toneladas e renderam aproximadamente US$ 77.910,00, sendo em média USS$ 2,05
o preco por Kg de mel. Os principais compradores do mel brasileiro foram os Estados Unidos
(28,81 mil toneladas), Alemanha (4,65 mil toneladas) e o Canadd (0,97 mil toneladas)
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS EXPORTADORES DE MEL - ABEMEL, 2020).

Principalmente no mercado externo, o mel ¢ um produto muito valorizado, fazendo
com que a exportagdo seja o destino de grande parte da producdo apicola brasileira. Em
muitos casos, ela € mais vantajosa em quantidade e preco do que o mercado interno. Por isso,
a busca por rigorosos padrdes de identidade e qualidade se faz fundamental para atender um
mercado consumidor cada vez mais exigente (CHIESA et al., 2016; ASSOCIACAO
BRASILEIRA DOS EXPORTADORES DE MEL - ABEMEL, 2020).

A utilizagdo extensiva e constante de agrotoxicos e o descarte inapropriado de
compostos toxicos no meio ambiente afetam as abelhas e o mel de um sistema de producdo
convencional pode ser contaminado. Isso ocorre devido a contaminacao direta de praticas da
apicultura, bem como, pela contaminagdo indireta de fontes ambientais e praticas agricolas
(SHENDY et al., 2016; TETTE et al., 2016).

A produgao de mel organico ¢ um sistema de base ecoldgica, que incentiva o uso de
boas praticas agricolas para manter o equilibrio do ecossistema agricola e diversidade,

promocao do uso sustentavel dos recursos naturais, qualidade ambiental, bem-estar animal e
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satide humana (EC, 2007). O mel organico ¢ mais caro e mais procurado pelo consumidor que
tem o intuito de consumir um produto livre de contaminantes (CHIESA et al., 2016).

Os poluentes organicos persistentes (POPs) sdo produtos quimicos que persistem no
ambiente, bioacumulam através da cadeia alimentar e representam risco de causar efeitos
adversos para a saude humana e ao meio ambiente, como por exemplo, as bifenilas
policloradas (PCBs). Os PCBs eram compostos usados, principalmente, em equipamentos
elétricos, como transformadores e capacitores, pois sdo bons isolantes térmicos e elétricos.
Estas substancias, devido ao seu descarte inapropriado, contaminaram o meio ambiente
através de atividades antropogénicas e sdo encontradas até hoje na agua, no solo, nos
alimentos, animais e seres humanos. A exposi¢do humana a esses poluentes ambientais ¢
associada a efeitos adversos a saude, entre eles, cancer e diabetes, além de alteracdes
neurocomportamentais e imunolédgicas (ALI et al., 2016; HENRIQUEZ-HERNANDEZ et al.,
2017; KRAFT et al., 2017; MUSTIELES et al., 2017; VAFEIADI et al., 2017; VINCETI et
al., 2017; ZIEGLER et al., 2017).

Devido a natureza lipofilica dos PCBs, eles entram na cadeia alimentar acumulando-se
em gorduras, mas também podem estar presentes em produtos ndo gordurosos, como o mel.
Devido ao contato das abelhas com a contaminac¢ao ambiental do ar e da poeira durante o voo
ou ao coletar o néctar das plantas, os PCBs podem ser encontrados no mel e nos demais
produtos apicolas. Como as abelhas viajam de 1,5 a 3 Km em torno da colmeia, dependendo
da disponibilidade de alimento e se aproximam de muitas plantas, o mel pode ser um
indicador de polui¢do ambiental (KUJAWSKI; NAMIESNIK, 2008; BADIOU-BENETEAU
etal., 2013; SHENDY et al., 2016).

Em varios paises, estudos tém sido realizados para o desenvolvimento de novas
metodologias que sejam mais efetivas no controle da qualidade do mel. Muitos desses estudos
tém como objetivo principal o desenvolvimento e a validagdo de métodos que sejam capazes
de determinar a presenga de residuos de contaminantes em méis de uma maneira rapida,
simples e economicamente vidvel (ESTEVINHO et al., 2012; BARGANSKA; SLEBIODA;
NAMIESNIK, 2013; PANSERI et al., 2014; RODRIGUEZ LOPEZ et al., 2014; TETTE et
al., 2016; SAITTA et al., 2017).

Desta forma, ¢ imprescindivel aplicar essas metodologias possibilitando investigar a
qualidade do mel em relagdo aos contaminantes ambientais ao qual a populacao estd exposta,
visto que a abelha ¢ considerada um bioindicador ambiental. Ao mesmo tempo, sdo escassas

as pesquisas sobre a contaminagdo ambiental por PCBs no mel brasileiro.
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Enfim, os produtos apicolas, como o mel, sdo amplamente consumidos e a sua
qualidade ¢ intimamente ligada as caracteristicas dos tratamentos da colmeia e a qualidade do
meio ambiente. Desta forma, este trabalho tem como justificativa um problema desafiador que
precisa ser abordado, inclusive nos sistemas de produgao organicos: a contaminagao por PCBs
no mel em consequéncia da contaminacdo ambiental. Considerando que nosso Pais possui
uma extensa area territorial, potencial apicola e poucos estudos sobre o impacto do descarte
inadequado de poluentes ambientais em mel, a presente pesquisa visa contribuir no sentido de

ampliar o conhecimento a respeito da qualidade dos méis do estado do Rio Grande do Sul.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Analisar a contaminagdo por bifenilas policloradas e os parametros fisicos e quimicos

de qualidade em méis de sistemas organicos e sistemas convencionais provenientes de

diversos municipios do Rio Grande do Sul.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar 11 congéneres de bifenilas policloradas (PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB
138, PCB 153 e PCB 180) por cromatografia &4 gas e detector de captura de elétrons
(GC-pnECD) nas amostras de méis;

Determinar padrdes de identidade e qualidade das amostras de méis, tais como
umidade, cinzas, pH, acidez livre, acidez total, condutividade elétrica, teor de
hidroximetilfurfural (HMF), indice diastasico, aglicares redutores e sacarose aparente;
Verificar a distribui¢do geografica das amostras contaminadas com PCBs;

Avaliar a concentragdo de PCBs das amostras de acordo com o sistema de produgao,
origem geografica e origem floral;

Avaliar os pardmetros fisicos e quimicos das amostras e relacionar com o sistema de

producdo e origem floral.
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1  REVISAO DE LITERATURA

3.1.1 Mel de abelhas

Mel ¢ um alimento apreciado por seu sabor doce e viscosidade caracteristicos. Ele ¢
um concentrado de agucar invertido em solugdo aquosa que contém uma mistura de outros
carboidratos, proteinas (enzimas), 4cidos orginicos, compostos fenolicos, vitaminas (B6,
tiamina, niacina, riboflavina e 4cido pantoténico), minerais (calcio, cobre, ferro, magnésio,
mangangés, fosforo, potdssio e zinco), substancias aromaticas, pigmentos, ceras ¢ graos de
polen, que o tornam uma mistura complexa (DA SILVA et al., 2016; BOUSSAID et al.,
2018).

As abelhas sdo insetos de interesse econdmico por serem polinizadores essenciais aos
ecossistemas e pela sua atividade apicola. As abelhas operarias coletoras recolhem o néctar e
o carregam na vesicula nectarifera até a colonia, repassando para outra operaria ou
depositando diretamente nos favos. No transporte acontece a dilui¢do pela saliva onde sdo
adicionadas enzimas (invertase, diastase e glicose oxidase) provenientes das glandulas
hipofaringeanas das abelhas. As enzimas atuam no processamento do néctar para transforma-
lo em mel conforme o diagrama na Figura 1 (CRANE; KIRK VISSCHER, 2009).

Embora, o perfil de mel concentrado ndo seja adequado para o crescimento
microbiano, ele apresenta maior umidade durante o processo de evaporagdo, que pode
demorar varios dias, pois ele ¢ rediluido com dgua para alimentagdo de abelhas larvarias.
Neste momento, o mel ganha protecao de outro mecanismo, o sistema de oxidacdo da glicose.
A enzima glicose oxidase, produzida e adicionada pelas abelhas, ¢ ativada em solu¢des de mel
diluidas e converte a glicose em acido gluconico e perdxido de hidrogénio. O peroxido de
hidrogénio ¢ um potente antimicrobiano, mas também bastante volatil, sendo grande parte
evaporado do mel a medida que é concentrado, embora possa ser produzido novamente
quando o mel ¢ rediluido. O 4cido gluconico proporciona o abaixamento do pH e acidez
adequada, que ajuda ainda a bloquear o crescimento bacteriano, além de contribuir para o

flavor do mel (CRANE; KIRK VISSCHER, 2009).
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Figura 1 — O mel ¢ produzido a partir do néctar removendo a maior parte da agua, convertendo sacarose em
frutose e glicose, e outras alteragdes enzimaticas.
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Fonte: Crane; Kirk Visscher, (2009).

Assim, a composi¢ao do néctar floral coletado pelas abelhas contribui diretamente na
composi¢do do mel elaborado, conferindo-lhe caracteristicas especificas. Cada pais tem suas
proprias caracteristicas de clima, flora e biodiversidade que combinadas com a presenga de
abelhas, permite a producdo de mel com diferentes caracteristicas sensoriais, fisicas, quimicas
e padroes microbiologicos (DA SILVA et al., 2016).

Conforme a sua origem o mel € classificado em mel floral quando as abelhas utilizam
néctar das plantas e mel de melato quando ¢ obtido de secrecdes de liquidos agucarados
colhidos pelas abelhas como se fosse néctar (BRASIL, 2000). Os dois tipos de méis passam
por processos enzimaticos parecidos, porém, tem composi¢do quimica diferente e, portanto,
suas caracteristicas fisico-quimicas sao diferentes no produto final. O mel de melato ¢ mais
escuro, tem pH mais alto, maior acidez e menor teor de glicose, razdo pela qual usualmente
ndo cristaliza. O pH ndo estd diretamente relacionado com a acidez, devido a agdo de
tamponamento de acidos e sais minerais encontrados no mel. O mel floral ¢ chamado

monofloral, quando o néctar ¢ coletado predominantemente de uma espécie floral e
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multifloral ou silvestre, quando ¢ obtido a partir de diferentes origens florais (BALOS et al.,

2020).

3.1.2 Parametros de identidade e qualidade

Os carboidratos presentes no mel sdo responsaveis pelas suas caracteristicas em
relagdo a viscosidade, densidade, higroscopicidade e capacidade de granulagdo. A frutose ¢ a
glicose sdo os monossacarideos presentes em maior concentragdo no mel. A propor¢do de
frutose e glicose, 1,2:1, é utilizada para avaliar a cristalizagdo do mel, devido a menor
solubilidade da glicose em 4gua em relacdo a frutose. Essa proporcao sofre influéncia da fonte
do néctar do qual o mel foi extraido, ou seja, pelos tipos de flores utilizadas pelas abelhas,
origem geografica e condicdes climaticas (ESCUREDO et al., 2014; DA SILVA et al., 2016).
Segundo a Legislagdo Brasileira, o teor de agucares redutores no mel ¢ no minimo de 65 g
100 g'1 para mel floral (BRASIL, 2000). Os padrdes do Codex Alimentarius e da Unido
Européia indicam o valor minimo de 60 g 100 g de acticares redutores para o mel floral
(CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EC, 2001).

O segundo maior constituinte do mel ¢ a agua. A umidade interfere no sabor
(sensagdo), gosto (paladar), cor e gravidade especifica, assim como nas propriedades fisicas
do mel, como viscosidade e cristalizagdo. A proporcdo entre a glicose e a d4gua do mel orienta
a taxa de cristalizagdo que ocorre no mel, quando a razdo ¢ inferior a 1,7, a cristalizagdo ¢
lenta, mas quando a proporcao ¢ superior a 2,0, a cristalizagdo ¢ rdpida e completa. Seu
conteudo varia dependendo da origem botanica, nivel de maturidade alcancado na colmeia,
técnicas de processamento e condi¢des de armazenamento, sendo um indicativo importante da
tendéncia a fermentacdo afetando diretamente a conservagdo do produto (ESCUREDO et al.,
2014; SOHAIMY; MASRY; SHEHATA, 2015; LAREDJ; WAFFA, 2017).

De acordo com a Legislacdao Brasileira, o Codex Alimentarius ¢ a Unido Européia o
teor de umidade no mel nio deve ser superior 20 g 100g™ (CODEX ALIMENTARIUS, 2001;
EC, 2001).

A acidez livre constitui um parametro relacionado a deterioragdo do mel. Esta ¢
caracterizada pela presenca de acidos orgéanicos, em equilibrio com as suas lactonas, ou
ésteres internos e alguns ions inorganicos, como os fosfatos, cujos acidos correspondentes sao
componentes no mel. Valores elevados podem ser indicativos de fermentagdo dos agucares
em acidos organicos. A acidez do mel e o pH entre 3,2 e 4,5 inibem o crescimento

microbiano, porque o pH adequado para a maioria dos micro-organismos fica entre 7,2 ¢ 7,4
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(KARABAGIAS et al., 2014; LAREDJ; WAFFA, 2017). A Legislagdo Brasileira, o Codex
Alimentarius e a Unidio Européia permitem um valor maximo de 50,00 meq kg™ para a acidez
livre (BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EC, 2001).

O teor de cinzas ¢ uma medida que avalia o conteido mineral presente no mel. O
elemento quimico potassio, em geral, corresponde a um terco do conteudo total de minerais
encontrados no mel. Em menores quantidades, encontram-se sodio, ferro, cobre, silicio,
manganés, calcio e magnésio. O teor de minerais pode ser indicativo de poluigdo ambiental e
de origem geografica, pois o contetido depende do tipo de solo das flores da qual foi colhido o
néctar, também, estdo relacionados com a cor e o sabor do mel, quanto maior a quantidade de
minerais, mais escuro e mais forte € o sabor do mel. Conforme Karabagias el al. (2014) existe
uma correlagdo diretamente proporcional entre a cor, teor de minerais e condutividade elétrica
do mel (YUCEL; SULTANOGLU, 2013; KARABAGIAS et al., 2014; SOHAIMY; MASRY;
SHEHATA, 2015). A Legisla¢io Brasileira estabelece um méaximo de cinzas de 0,60 g 100 g™
para mel floral. A Unido Européia e o Codex Alimentarius ndo estipulam um valor para este
parametro (BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EC, 2001).

O conteudo de 5-Hidroximetilfurfural (5-HMF) ¢ indicativo de deterioracdo do mel
por superaquecimento ou mas condicdes de armazenamento. Em geral, ¢ formado pela
decomposi¢cdo de monossacarideos ou pela reacdo de Maillard, quando o mel ¢ aquecido ou
armazenado durante um tempo prolongado; a medida que a temperatura do tratamento
térmico e o tempo de armazenamento aumentam, a concentragdo de HMF aumenta
significativamente. Porém, apenas o teor de HMF ndo pode ser usado para a determinacdo do
grau do tratamento térmico, pois mais fatores afetam seus niveis, tais como, os agucares, 0s
acidos organicos, o pH, a umidade, a atividade de 4gua e a fonte floral. Do mesmo modo, o
HMF também pode se formar em baixas temperaturas com condi¢des acidas por desidratagdo
de agucares e reagdes subsequentes. Além disso, o teor elevado de HMF em méis pode ser
indicativo de falsificagdo por adi¢do de xarope invertido, pois ele pode ser produzido pelo
aquecimento dos agucares em meio acido para a inversao da sacarose (CHERNETSOVA;
MORLOCK, 2012; YUCEL; SULTANOGLU, 2013; CHAKIR et al., 2016; DA SILVA et al.,
2016). Na Legislagio Brasileira o valor maximo de HMF ¢é de 60,00 mg kg'. O Codex
Alimentarius e a Unido Européia estabelecem como valor méaximo 40,00 mg kg™ para o mel
processado ou mistura de méis e um valor maximo de 80,00 mg kg se o mel e a mistura
desses méis possuirem origem declarada de regides de clima tropical (BRASIL, 2000;

CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EC, 2001).
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Assim como o HMF, a atividade diastasica pode ser utilizada como indicativo de
prolongado tempo de armazenamento e aumento de temperatura, pois, a atividade diastasica
reduz ao longo do armazenamento ou quando o produto ¢ submetido ao aquecimento acima
de 60° C. As enzimas diastases (alfa e beta amilases) sdo naturalmente encontradas no mel
conforme a origem floral e geografica, elas hidrolisam a molécula de amido em maltose
(dissacarideo) e maltotriose (trissacarideo). A atividade diastdsica corresponde a atividade das
enzimas presentes em 1 g de mel, que pode hidrolisar 0,01 g de amido em 1 h a 40°C,
expressa como o nimero de diastase em unidades Gothe (AHMED et al., 2013; YUCEL;
SULTANOGLU, 2013; CHAKIR et al., 2016). As legislagdes vigentes estabelecem um valor
minimo de 8,00 unidades Gothe, contudo, para méis com atividade diastasica naturalmente
mais baixa, tolera-se um minimo de 3 unidades Gothe, caso os méis possuam até 15 mg kg™
de HMF (BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EC, 2001).

A Tabela 1 apresenta algumas pesquisas que investigaram parametros fisicos e

quimicos de méis em outros paises.



Tabela 1 - Parametros fisicos e quimicos de méis em diversos paises.
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Pais Umidade Condutividade Cinzas HMF Atividade pH Acidez livre Acidez Acgucares Sacarose Referéncia
(g 100g™) elétrica (g 100g™) (mgkg") diastasica (meq kg™) total redutores aparente
(mS cm™) (unidades (meq kg™) (g 100g™) (g 100g™)
Gothe)
Grécia 10,47-20,47 0,81-1,75 - - - - 18,08 - 41,54 23,75- - - Karabagias et al., (2014)
44,94
Tunisia 17,27-19,80 0,39- 0,89 0,08-0,69 12,07-27,43 - 3,67-4,11 - 7,11-27,20  66,85-74,42 - Boussaid et al., (2018)
Espanha 15,1-18,4 0,16-1,57 - 0,4-27,7 4,90-43,97 3,60-5,53 16-48 - 64,6-85,4 0,06-3.45 Bentabol Manzanares et al., (2014)
Marrocos 14,3-20,2 0,12-1,74 - 0,09-783 4,3-24,6 3,52-5,13 8,86-44,09 11,94- 58,77-85,56 0,42-2,98 Chakir et al., (2016)
58,03
Argentina 14,10-18,80 0,12-0,22 - 4,00-26,28 - 3,18-4,10 9,00-36,80 - 67,7-73,5 0,4-5,6 Isla et al., (2011)
Brasil 23,9-28,9 0,30-0,67 0,03-0,41 - - 3,1-53 - - - - Sousa et al., (2016)
Turquia 7,99-17,40 - - 0,00-4,12 - 3,68-6,42 3,86-30,42 6,23-34.93  55,73-80,47 2,85-8,44 Tornuk et al., (2013)

Fonte: Autora.
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3.1.3 Sistema de produ¢io convencional

O mel e os produtos apicolas passam uma imagem de produtos naturais, saudaveis e
livres de contaminantes, embora em muitos lugares eles sejam produzidos em ambientes
poluidos. A utilizagdo extensiva e constante de pesticidas no meio ambiente afeta as abelhas e
o mel pode ser contaminado. Isso pode ocorrer devido a contaminagdo direta de praticas da
apicultura, bem como, pela contaminagdo indireta de fontes ambientais (MALHAT et al.,
2015).

Acaricidas, fungicidas, inseticidas e outras substancias toxicas sao usadas nas colonias
para controlar doengas nas abelhas e dessa forma, aumentam o risco de contaminagao direta
do mel e dos outros produtos apicolas. Por outro lado, a contaminagdo indireta do meio
ambiente ocorre por causa do uso generalizado e ampla distribuicdo de pesticidas que tem
seus residuos introduzidos no mel por abelhas que coletaram o néctar de flores contaminadas

(Figura 2) (KASIOTIS et al., 2014).

Figura 2 — Possiveis fontes de contaminagdo do mel

Meio ambiente (ex: PCBs)
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Fonte: Adaptado de Kujawski e Namie$nik, (2008).
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3.1.4 Sistema de producio organico

Atualmente, o interesse do consumidor por alimentos organicos mostra a preocupacao
com a seguranca alimentar para a qualidade de vida. Ao comprar um alimento organico, em
geral mais caro, o consumidor tem uma expectativa que vai além do sabor, aroma e aparéncia.
Ele busca um alimento seguro, que nao lhe cause danos a satde e seja livre de contaminantes
fisicos, microbioldgicos e principalmente sem contaminantes quimicos. Esse mercado mais
exigente, com maior valor agregado ao produto, estimula a produgdo organica (CHIESA et
al., 2016).

“Organico” ¢ um termo de rotulagem que denota produtos que foram produzidos de
acordo com os padrdes de um sistema de produgdo organica e certificados por um organismo
ou autoridade de certificacdo devidamente constituida. A agricultura organica ¢ baseada na
minimizacdo do uso de insumos externos, evitando o uso de fertilizantes sintéticos e
pesticidas. As praticas de agricultura organica ndo podem garantir que os produtos estejam
completamente livres de residuos, devido a poluicdo ambiental geral. No entanto, os métodos
sao usados para minimizar a polui¢do do ar, solo e agua (CODEX ALIMENTARIUS, 1999).

O sistema de producdo organico do mel incentiva o uso de boas praticas agricolas para
manter o equilibrio do ecossistema agricola e promover a utilizagdo sustentavel dos recursos
naturais, a qualidade, a satide e o bem-estar de humanos e animais (EC, 2007). A apicultura
organica precisa ser conduzida somente em plantagdes ou pomares declarados organicos € os
mesmos ndo devem sofrer agdo de agrotoxicos em um raio de 4,8 km, nem estarem proximas
a estacdes de tratamento de esgoto e estradas principais a um raio de 3,2 km (BUAINAIN;
BATALHA, 2007).

A cultura e comercializagao dos produtos organicos no Brasil foram aprovadas pela
Lei 10.831, de 23 de dezembro de 2003. Sua regulamentacdo, no entanto, ocorreu apenas em
27 de dezembro de 2007 com a publicagdo do Decreto N° 6.323 que visa estabelecer o
Regulamento Técnico para os Sistemas Organicos de Produgdo, bem como as listas de
substancias e praticas permitidas para uso nos Sistemas Organicos de Produg¢do (BRASIL,
2003, 2007a).

No Brasil, para que possam comercializar seus produtos como organicos, o0s
produtores necessitam obter certificacdo por um Organismo da Avaliacdo da Conformidade

Organica (OAC) credenciado junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento -
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MAPA; ou organizar-se em grupo e cadastrar-se junto ao MAPA para realizar a venda direta

sem certificacdo (BRASIL, 2009).

3.1.5 Bifenilas policloradas

As Bifenilas policloradas (PCBs) foram produzidos pela cloragdo do bifenil na
presenca de catalisador. Esses compostos apresentam dois anéis benzénicos unidos pela
ligacdo C-C e sua formula geral é Cj2H 19 - Cly onde(1 < n < 10). Podem apresentar de 1 a 10
atomos de cloro na molécula e assim formar, teoricamente, até¢ 209 congéneres (WHO, 2000).

Os PCBs sao contaminantes quimicos organoclorados pertencentes a classe dos
poluentes organicos persistentes e estdo presentes até hoje em indicadores de poluicdao
ambiental, devido principalmente ao descarte inapropriado de equipamentos antigos ou
incineracdo ndo efetiva, apesar de sua fabricacao ter sido proibida em 1977 nos EUA e em
1981 no Brasil. O Brasil importava o produto para ser utilizado em transformadores,
capacitores, fluidos de transferéncia de calor, aditivos em plastificantes, tintas, adesivos e
pesticidas. A partir da publica¢do da Portaria Interministerial 19, de 29 de janeiro de 1981, foi
proibido fabricar, comercializar ou usar os PCBs, comercialmente conhecidos como Askarel,
Aroclor, Clophen, Phenoclor, Kanechlor e outros, em territdrio nacional, mas permitido que
0s equipamentos ja instalados continuassem em uso até a sua substituicdo integral ou troca do
fluido dielétrico por outro produto isento de PCBs (BRASIL, 1981).

Embora os niveis de PCBs devam diminuir lentamente apos sua proibi¢ado, eles ainda
estdo entre os poluentes mais persistentes € onipresentes no meio ambiente, porque ainda
estdo presentes em aplicagdes elétricas, como transformadores e capacitores, bem como em
prédios, por exemplo, nas tintas e selantes antigos (EGSMOSE et al., 2016; VORKAMP,
2016; QUINETE et al., 2017).

A exposicdo humana aos PCBs do meio ambiente ocorre por absor¢ao dérmica,
inalagcdo e principalmente pela ingestdo de alimentos com baixos niveis de contaminacdo
(WHO, 2000; BERGHUIS et al., 2014; KRAFT et al., 2017; QUINETE et al., 2017).

O mecanismo ¢ a cinética de biotransformacao dependem da estrutura do congénere.
Os mais toxicos, sio o PCB 77, PCB 81, PCB 126 ¢ PCB 169. Eles tem alta afinidade com o
receptor Ah (Aryl hydrocarbon) e seus mecanismos de acdo bioquimico e toxicolégico sdao
semelhantes aos da 2,3,7,8 tetraclorodibenzeno-p-dioxina (TCDD) e, por isso, sdo chamados
de PCBs semelhantes as dioxinas. As dioxinas sdo formadas a partir dos PCBs, por

combustdo ou processos industriais. Os demais congéneres ndo semelhantes as dioxinas sao
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menos toxicos, tem pequena afinidade pelos receptores Ah, porém sdo mais frequentes e em
maiores concentracdes na cadeia alimentar (GRIMM et al., 2015).

Os principais efeitos dos PCBs sobre a saide humana sao discutidos na literatura em
relagdo a neurotoxicidade (VINCETI et al., 2017), imunotoxicidade (ZIEGLER et al., 2017),
toxicidade reprodutiva, efeitos da tircoide (QUINETE et al., 2017), efeitos hepaticos, efeitos
na pele, efeitos cardiovasculares (KIM et al., 2015), diabetes (ALI et al., 2016; HENRiQUEZ-
HERNANDEZ et al., 2017; VAFEIADI et al., 2017), sindrome metabolica (obesidade,
colesterol elevado, alta pressdo arterial e resisténcia a insulina) (MUSTIELES et al., 2017) e
efeitos carcinogénicos (KRAFT et al., 2017).

A International Agency for Research on Cancer (IARC) classifica o PCB 126 no
Grupo 1 como comprovadamente carcinogénico para os seres humanos e animais desde 2012
e a partir de 2016 os demais congéneres também (IARC, 2016; LAUBY-SECRETAN et al.,
2016).

O monitoramento de contaminantes no mel e produtos apicolas ¢ importante, tanto
para a protecao do consumidor, quanto para fornecer informagdes sobre o uso de produtos
quimicos em 4areas proximas das colmeias, bem como, indicar alguma contaminagdo
ambiental, no caso dos PCBs (ROSZKO et al.,, 2016). A Tabela 2 apresenta algumas

pesquisas que investigaram a contamina¢do de PCBs em mel em diversos paises.

Tabela 2 - Ocorréncia de bifenilas policloradas em mel investigadas em diversos paises.

Pais Congéneres analisados YPCBs Referéncia
Italia (regides da Lombardia, PCB 28, 52, 101,138,153 ¢ 180 0,27 -0,92 ng g'1 CHIESA et al., (2016)
Calabria e Trentino) (concentragdo
individual)

Italia (Sicilia e Calabria)

Egito

Libano

Turquia

PCB 28, 52,77, 81, 101,105,
114, 118, 123, 126,138, 153, 156,
157, 167, 169, 180 € 189

PCB 28, 52, 101, 118, 138, 153 ¢
180

PCB 18, 31, 28, 52, 44, 70, 81,
101, 123, 118, 114, 105, 126,
149, 153, 138, 167, 156, 157,
169, 180, 189

PCB 28, 52, 101, 118, 138, 153 ¢
180

<LOD
(LOD=0,10ng g’ e
LOD=0,12ngg™")
<LOD

(LOD=1,00ng g’ e
LOD=3,00ngg")
<LOD

(LOD =0,92 ng g até
LOD=16,76 ngg")

1,48 ng g'1

SAITTA et al., (2017)

SHENDY et al., (2016)

AL-ALAM et al., (2019)

ERDOGRUL, (2007)
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Espanha PCB 28, 52,101, 138,153 ¢ 180  4,30-593,70ng g"' HERRERA et al., (2005)
(concentragdo

individual)

LOD: Limite de deteccao.

Fonte: Autora.

3.1.6 Analise de PCBs em mel

O método de preparo de amostra denominado QuEChERS, proposto em 2003 por
Anastassiades et al. para determinagdo de residuos de agrotoxicos em frutas e verduras, ¢
utilizado, com modificagdes do procedimento original, inclusive para determinag¢do de
contaminantes organoclorados em matrizes como o mel e produtos apicolas (KASIOTIS et
al., 2014; SAITTA et al., 2017; HERRERA LOPEZ et al., 2016; SHENDY et al., 2016).

Neste método, a acetonitrila € o solvente para a extra¢do e os sais, acetato de sédio e
sulfato de magnésio atuam na manutencdo do pH e como secante, respectivamente,
promovendo uma melhor separacgdo entre as fases organica e aquosa. Para efeitos de matriz,
devido a alta complexidade do mel, contendo proteinas, lipidios e cera, a etapa de limpeza ¢
uma etapa importante. Assim, o sorvente amina primaria secundaria (PSA) ¢ utilizado para
remover acidos organicos polares, bem como pigmentos polares, agucares e dcidos graxos dos
extratos (MALHAT et al., 2015; AL-ALAM et al., 2017).

A identificagdo e quantificagdo de PCBs em mel pode ser realizada por cromatografia
a gas ou cromatografia liquida combinados com varios sistemas de deteccdo (RIAL-OTERO
et al., 2007, SOUZA TETTE et al., 2016).

O detector de captura de elétrons (DCE), acoplado ao cromatdgrafo a géas, responde
seletivamente aos compostos organicos contendo halogenados, como pesticidas e bifenilas
policloradas. Nesse detector, a amostra eluida de uma coluna passa sobre uma fonte radioativa
emissora 3 de niquel-63. Um elétron do emissor causa a ionizagdo do gas de arraste (ex.: gas
hélio) e a producdo de uma rajada de elétrons. Na auséncia de espécies organicas, produz-se
uma corrente constante entre um par de eletrodos em decorréncia desse processo de ionizagao.
Contudo, a corrente decresce significativamente na presenga de moléculas organicas que
contétm grupos funcionais eletronegativos que tendem a capturar elétrons. Os compostos
halogenados, peroxidos, quinonas e grupos nitro sdo detectados com alta sensibilidade. O
detector ndo ¢ sensivel a grupos funcionais como aminas, alcoois e hidrocarbonetos (SKOOG

etal., 2015).
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3.1.7 Controle dos niveis de residuos no mel

No Brasil, o MAPA incluiu o mel no Programa de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCR) no ano de 2007 apds o embargo ao mel brasileiro determinado pela
comunidade Europeia, em 2005. A implementacao foi justificada pela necessidade de analises
de controle de qualidade complementares, semelhante as que sdo realizados pela Autoridade
Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA) ao mel produzido por seus paises-membros. O
PNCRC estabelece analise anual de amostras de mel do pais e torna possivel o conhecimento
das violacoes decorrentes do uso indevido de medicamentos veterinarios ou de contaminantes
ambientais. O programa foi regulamentado pela Instru¢do Normativa n°® 9 em 2007 e prevé a
execugdo de andlises e determina o limite de referéncia (ug Kg') para varios tipos de
compostos, entre eles, organoclorados, carbamatos, piretroides e organofosforados além do
monitoramento de residuos de antibidticos no mel, mas nao inclui as bifenilas policloradas

(BRASIL, 2007b).
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RESUMO

Poluentes organicos persistentes sdo caracterizados por sua estrutura quimica, persisténcia
ambiental e toxicidade para as populacdes humanas e selvagens. A produgdo desses produtos
quimicos € regulamentada e restrita. No entanto, eles continuam a ser detectados no ambiente.
Neste estudo, foi investigada a ocorréncia de 11 congéneres de bifenilas policloradas (PCBs
28, 52, 77, 81, 101, 118, 126, 138, 153, 169 e¢ 180) em 90 amostras de mel produzidas no
estado do Rio Grande do Sul. As amostras eram de diferentes municipios, sistemas de
producdo e origens florais. A extra¢do foi realizada pelo método QuUEChERS modificado
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) seguido de cromatografia gasosa com
detector de captura de microelétrons. Os resultados mostraram a presenga de 4 congéneres
(PCBs 28, 77, 81, 101) em 15 amostras de mel, confirmando a contaminagao ambiental no
Sul do Brasil. Entre as amostras contaminadas, ndo foram identificadas diferencas
significativas quanto ao sistema de producao e origem floral.

PALAVRAS-CHAVE: polui¢do ambiental; poluentes organicos persistentes; producao

organica; bioindicadores; qualidade dos alimentos.
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INTRODUCAO

As abelhas e seus produtos sdo bioindicadores de poluicdo ambiental devido a sua
intensa atividade de forrageamento nas proximidades de sua colmeia. Ao coletar agua, néctar
e polen das flores, as abelhas podem carregar contaminantes ambientais em seus pelos, por
inalagdo ou ingestao, ao serem expostas a um grande nimero de poluentes, como pesticidas,
em um raio que varia de 1,5 a 3 km ao redor da colmeia, dependendo da abundancia de
alimentos (Badiou-Bénéteau et al. 2013; Drummond et al. 2017; Garcia-Valcarcel et al. 2016;
Herrera Lopez et al. 2016).

O uso extensivo e constante de pesticidas, bem como o descarte inadequado de
equipamentos contendo compostos toxicos, afetam as abelhas e contaminam diretamente o
mel por meio de praticas apicolas e indiretamente por meio de fontes ambientais e praticas
agricolas (Shendy et al. 2016; Tette et al. 2016) .

O mel é um importante produto apicola, amplamente consumido por sua dogura e por
sua percep¢ao como alimento puro, ndo contaminado, saudavel, natural, principalmente o mel
organico; embora isso nem sempre seja verdade (Chiesa et al. 2016). Os sistemas de produgao
organicos seguem padrdes que os diferenciam dos sistemas de producdo convencionais, mas
1sso nao garante que os produtos sejam totalmente isentos de contaminantes, devido a
poluicao ambiental. A classificagdo do mel como organico estd fortemente relacionada as
caracteristicas dos tratamentos das colmeias, condi¢cdes de extracdo, processamento e
armazenamento dos produtos apicolas e também depende da qualidade do meio ambiente (EC
2007).

A legislacdo para apicultura orgénica estabelece restricoes quanto a localizagdo de
apiarios, alimentacdo, prevengdo de doencas e tratamentos veterindrios. Estabelece que as
plantas que podem ser forrageadas pelas abelhas devem estar longe de qualquer fonte de
poluicdo, como areas industriais e centros urbanos (Brasil 2009; EC 2007). A legisla¢ao
brasileira estabelece que a distancia entre a produgao de mel organico e o sistema de produgao
convencional deve ser adequada para evitar a contaminacdo de agrotdxicos e garantir a
qualidade orgéanica, mas nao define essa distancia (Brasil 2009).

Poluentes organicos persistentes (POPs), por exemplo, bifenilos policlorados (PCBs),
sao produtos quimicos que se bioacumulam na cadeia alimentar e apresentam risco de causar
efeitos adversos a satide humana e ao meio ambiente. Os PCBs foram usados principalmente
em equipamentos elétricos, como transformadores e capacitores, como isoladores. A produgao

global de PCB acumulada foi de aproximadamente 1,3 milhdo de toneladas (Zhao et al. 2017).
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No Brasil, PCBs foram importados para uso em transformadores, capacitores, fluidos
de transferéncia de calor, aditivos em plastificantes, tintas, adesivos e pesticidas, até que seu
uso e venda foram proibidos em 1981. No entanto, a regulamentagao permitiu a continuidade
do uso de equipamentos com PCBs ja instalado até sua substituicao (Brasil 1981).

Devido ao descarte inadequado de equipamentos contendo PCBs, o meio ambiente
tem sido contaminado por meio de atividades antrépicas. Eles ainda sdo encontrados hoje na
agua, solo, alimentos, animais ¢ humanos. A exposi¢ao humana a esses poluentes ambientais
esta associada a efeitos adversos a satude, incluindo cancer ¢ diabetes, além de alteragdes
neurocomportamentais ¢ imunoldgicas (Ali et al. 2016; Costabeber e Emanuelli 2003;
Henriquez-Hernandez et al. 2017; Kraft et al. 2017 ; Mustieles et al. 2017; Vafeiadi et al.
2017; Vincenti et al. 2017; Ziegler et al. 2017).

Os PCBs sao caracterizados por dois anéis de benzeno unidos por uma ligacdo C-C e
sua formula geral ¢ C;2Ho - ny Cly em que (1 < n < 10). As férmulas estruturais dos
congéneres aqui estudados sdo fornecidas em material suplementar (Figura 1S do Material
Suplementar apds as referéncias), ¢ podem ter de 1 a 10 4tomos de cloro na molécula;
portanto, a formacao de até 209 congéneres ¢ teoricamente possivel (Kraft et al. 2017).

Os humanos sdo expostos a PCBs ambientais por meio da absor¢do cutanea, inalagdo e
principalmente pela ingestdo de alimentos (Kraft et al. 2017; Quinete et al. 2017; WHO
2000). O mecanismo de biotransformacao e a cinética dependem da estrutura do congénere.
Dentre eles, os congéneres PCBs 77, 81, 118, 126 e 169 sdo importantes por serem 0s mais
toxicos. Possuem mecanismos de acdo bioquimica e toxicologica semelhantes aos da
molécula tetraclorodibenzo-p-dioxina (Grimm et al. 2015). Enquanto isso, os PCBs nao
semelhantes a dioxinas 28, 52, 101, 138, 153 e 180 sdo os congéneres encontrados em
concentragdes mais elevadas na cadeia alimentar (Kraft et al. 2017).

Devido a sua lipofilicidade, os PCBs entram na cadeia alimentar, acumulando-se
principalmente em itens gordurosos, mas também em produtos sem gordura, como o mel
(Badiou-Bénéteau et al. 2013; Kujawski e Namie$nik 2008; Shendy et al. 2016). A
contaminagdo ambiental ¢ um problema desafiador que deve ser abordado, inclusive em locais
com sistemas de produ¢do organica (Chiesa et al. 2016).

A classificacdo do mel organico esta fortemente relacionada as caracteristicas dos
tratamentos das colmeias, condigdes de extracdo, processamento e armazenamento dos
produtos apicolas. Também depende da qualidade do meio ambiente. A legislagdo estabelece
restricdes quanto a localizacdo de apidrios, alimentacdo, preven¢do de doengas e tratamentos

veterinarios. Estabelece que as plantas que podem ser forrageadas pelas abelhas devem estar
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longe de qualquer fonte de polui¢do, como 4reas industriais e centros urbanos (Brasil 2009;
EC 2007). A legislacdo brasileira estabelece que a distancia entre a produ¢do de mel organico
e o sistema de producao convencional deve ser adequada para evitar a contaminacao de
agrotoxicos e garantir a qualidade organica, mas nao define essa distancia (Brasil 2009).

Virios estudos em diversos paises foram realizados para desenvolver e validar
métodos que sdo mais rapidos e eficazes no controle da qualidade do mel. A extragdo da
matriz ¢ a purificagdo da amostra sdo cruciais para determinar os contaminantes do mel. O
método Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe (QuEChERS) modificado e a adi¢ao
de amina secundaria primaria para purificacao sdo técnicas de extragdo eficientes e facilmente
realizadas para compostos como PCBs, que reduzem problemas comuns como tempo de
extracdo, volume de residuos gerado e interferéncia da matriz (Barganska et al. 2013;
Estevinho et al. 2012; Panseri et al. 2014; Rodriguez Lopez et al. 2014; Saitta et al. 2017,
Tette et al. 2016).

A cromatografia gasosa com deteccdo de captura de microelétrons (GC-pECD)
responde seletivamente e com alta sensibilidade a compostos organicos, particularmente
aqueles contendo halogénios, e ¢ usada com sucesso para estudar compostos presentes em
niveis de tracos em alimentos (Afful et al. 2013; Miao; 2013; Tette et al. 2016).

Faltam informagdes sobre os PCBs no mel do Brasil. O presente estudo tem como
objetivo investigar a presenca de 11 congéneres de PCB em mel produzido no estado
brasileiro do Rio Grande do Sul usando o método QuUEChERS modificado, seguido de anélise
GC-pECD. As amostras eram de diferentes municipios, sistemas de produgdo e origens

florais.

MATERIAL E METODOS

QUIMICOS E REAGENTES

Os padrdes dos 11 PCBs, congéneres 28, 52, 77, 81, 101, 118, 126, 138, 153, 169 e
180 (Material Suplementar Figura S1) foram adquiridos da AccuStandard (New Haven,
Connecticut, Estados Unidos). Bromofos etil (Dr. Ershenstorf, Alemanha) com pureza >
98,5% foi usado como o padrdo interno do instrumento. Os seguintes reagentes foram usados:
acetato de sédio anidro, PA (JT Baker, México), sulfato de magnésio anidro (JT Baker,
Japao), amina secunddria primaria (PSA) (Supelco, Estados Unidos), isooctano (Macron

Chemicals, Estados Unidos), tolueno (Mallinckrodt Chemical, Estados Unidos), acido acético
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glacial (JT Baker, Estados Unidos) e acetonitrila de grau HPLC (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos).

As solugdes de trabalho de grau analitico foram preparadas diariamente diluindo a
solucao de mistura dos 11 padrdes de PCB em 9: 1 isooctano / tolueno armazenado a -20 ° C,

que foram usados para construir as curvas de calibragao.

COLETA DE AMOSTRAS

Noventa amostras de 500 g de mel foram fornecidas por apicultores cujas colmeias
estavam localizadas em 26 diferentes municipios do Rio Grande do Sul (Figura 1). Os méis
foram produzidos no mesmo periodo do ano e coletados entre dezembro de 2017 e marco de
2018. As colmeias localizavam-se em areas rurais proximas a matas nativas ou areas
agricolas, sem atividades industriais. Das 90 amostras, 47 eram oriundas de sistemas de
producdo organicos, sendo 27 multiflorais e 20 monoflorais; 43 amostras eram provenientes
de sistemas de producdo convencionais, 33 multiflorais e 10 monoflorais (Tabela S1 de
Material Suplementar).

Os PCBs foram determinados no Centro de Pesquisa e Analise de Residuos e
Contaminantes (Centro de Pesquisa e Analise de Residuos e Contaminantes - CEPARC) da
Universidade Federal de Santa Maria (Universidade Federal de Santa Maria - UFSM), de
acordo com a norma NBR ISO / IEC 17025: 2017.
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Figura 1 - Origem geografica das 90 amostras: 26 municipios do Rio Grande do Sul, Brasil.
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EXTRACAO E LIMPEZA

As amostras de mel foram analisadas usando o método de extragdo QuEChERS
modificado e GC-uECD de acordo com Vareli et al (2018).

Cada amostra de 500 g de mel foi homogeneizada com uma espatula e a seguir
pesando uma aliquota de 10 g de mel em tubo conico de 50 mL em balanga semianalitica
modelo Mettler PM600 (Mettler Instrument B. V., Suica). Em seguida, foram adicionados 10
mL de agua ultrapura Milli-Q (Millipore, Brasil) e a mistura foi agitada manualmente por
aproximadamente 1 min e, em seguida, agitada em voértice por um minuto adicional em um
modelo de vortice Genie2 (Scientific Industries, Inc., Estados Unidos) até homogeneizacao

completa. A extragdo foi realizada de acordo com o método QuEChERS modificado,
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adicionando 10 mL de acetonitrila contendo 1% de acido acético em um dispensador de
volume (Brand, Alemanha). Em seguida, a agitagdo de bancada foi realizada (GFL,
Alemanha) por 1 min. Em seguida, 1 g de acetato de sodio e 4 g de sulfato de magnésio
anidro foram adicionados e a agitagdo em vortex foi realizada por 1 min, seguida de
centrifugacdo a 3.500 rpm por 3 min em centrifuga (Heraus Megafuge 16 R, Thermo Fisher
Scientific, Alemanha). Dois mL do sobrenadante foram coletados em um tubo conico de 15
mL contendo 50 mg de PSA e 300 mg de sulfato de magnésio anidro e pesados em balanga
analitica (Sartorius LA 230S, Sartorius Ag, Alemanha). O tubo conico contendo a mistura foi
agitado em vortex por 1 min e centrifugado a 3.500 rpm por 3 minutos. Em seguida, 990 puL
de extrato foram coletados em um frasco, 10 pL de uma solugdo de bromofés etil 10 mg L™

foram adicionados e a solugdo foi injetada no GC-pECD.
ANALISE GC-puECD

As andlises cromatograficas foram realizadas usando um cromatografo de gas
(HP6890, Hewlett Packard, Alemanha) equipado com um microdetector de captura de
elétrons, injetor automatico Split / splitless (HP6890, Hewlett Packard, Alemanha),
amostrador automatico (G1512A, Hewlett Packard, Alemanha), capilar coluna DB-5
espectrometro de massa (60 m x 0,25 mm X 0,25 um) e software HP 6890 GC ChemStation
(Hewlett Packard, Alemanha).

As seguintes condi¢des cromatograficas foram utilizadas para o sistema GC-pECD:
para GC: volume de inje¢do de 4 pL; injetor em modo splitless; temperatura do injetor = 200
° C; programacao da temperatura do forno da coluna: temperatura inicial de 100 °© C (4 min),
aumento de temperatura de 40 ° C min™' para 200 ° C (6 min), aumento de temperatura de 40
° C min” para 240 ° C (6 min) e Aumento de temperatura de 20 ° C min™ para 280 ° C (6
min), para um tempo total de execugdo cromatografica de 22 min; o gas de arraste era o hélio;
programacio do fluxo de gas de arraste: 1,0 mL min™ inicialmente, 1,0 mL min"' aumento
para 2,0 mL min’! (10 min), 0,8 mL min”' aumento para 2,5 mL min’’ (3 min), 0,8 mL min- 1
aumento para 1,0 mL min”'; para nECD: temperatura do detector = 330 ° C; o gas de

reposicao utilizado foi nitrogénio ultrapuro; e fator = 1.
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PARAMETROS DE VALIDACAO E CONTROLE DE QUALIDADE

O método foi validado quanto a sua curva analitica, linearidade, efeito de matriz
(seletividade), controle de qualidade, precisdo e precisdo intermediaria (repetibilidade),
exatidao (fortificacdo / recuperagdo) e limites de detec¢ao (LOD) e quantificacdo (LOQ)
(Vareli et al. 2018; SANTE 2015).

O bromofos etil foi utilizado como instrumento de padrao interno (I.I.S.) devido a sua
boa resposta e resolugdo cromatografica comprovada em estudos de seletividade em relagao
aos compostos alvo do estudo. O objetivo do uso do composto era corrigir qualquer possivel
variagdo na inje¢ao (SANTE 2015).

As 7 curvas analiticas foram preparadas em isooctano: solvente tolueno (9: 1,v/v)e7
curvas analiticas em extrato de matriz controle, livre de contaminagdo, em 7 niveis de
concentracao: 1; 5; 20; 50; 100; 200; 300 ng g'l. Os padrdes foram adicionados antes da
extracdo. Todos os niveis receberam a mesma quantidade de matriz de controle e solvente.
Apos, 4 pL de cada solugdo analitica foram injetados no sistema GC-uECD. 4 pL foram
usados para aumentar a sensibilidade do método, respeitando os valores do solvente
expandido no liner. Cada concentragdo foi injetada 7 vezes no solvente, 7 vezes cada
concentracdo no extrato da matriz, controle da matriz ¢ controle do solvente. Através das
areas obtidas, foi verificada a linearidade do método cromatografico. A linearidade foi
avaliada levando-se em consideragao o coeficiente de determinagao e os valores residuais.

O efeito da matriz foi calculado levando-se em consideragdo a inclinagdo da curva
analitica no solvente e no extrato de controle da matriz. Para verificar a linearidade, ndo
apenas o coeficiente de determinagio (r*) foi avaliado, mas também os residuos das curvas
analiticas preparadas em um extrato de matriz de controle. 10 pL do L.L.S., bromofo6s etil 10
mg L, foram adicionados diretamente ao frasco, momentos antes do inicio da anlise. A
precisdo, considerando a repetibilidade do instrumento, foi avaliada através da injecdo de 7
vezes cada nivel da curva analitica e 7 vezes cada nivel das fortificagdes. A precisdao
intermediaria do método foi determinada pela realizagdo de dois testes de fortificacdo /
recuperagdo em 3 niveis de concentragdo diferentes (20, 50 ¢ 100 ng g”') em 7 dias, porém por
um segundo analista e, em seguida, o desvio padriao relativo (RSD% ) foi avaliada das
recuperacdes que cada analista obteve. Além disso, o teste t foi usado para verificar se os
resultados entre os dois analistas eram estatisticamente semelhantes. Os resultados da

fortificacdo / recuperacdo foram utilizados para estudar a precisdo, os quais foram
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comparados com o valor fortificado da amostra (valor real). Os resultados de recuperagdo
para serem aceitos precisavam estar na faixa de 70 a 120%, com precisdo de até 20%,
conforme SANTE (2015). O LOD foi calculado como 3 vezes a relagdo sinal-ruido e o LOQ
foi o nivel mais baixo dos testes de recuperagao.

Se qualquer amostra de mel tivesse uma concentragdo de PCB maior que a faixa
linear, ela seria diluida proporcionalmente com solvente para determinar as concentracdes de
PCB dentro da faixa de validagdo linear para calculo posterior da concentragdo real sem

dilui¢do.

ANALISE ESTATISTICA

As diferengas na contaminagdo das amostras de acordo com a origem geografica
foram avaliadas apenas pela analise estatistica descritiva simples, devido ao numero reduzido
de amostras contaminadas por municipio. Testes ndo paramétricos foram usados para avaliar
as diferencas na contaminacdo da amostra entre os sistemas de producao e as origens florais,
j& que os testes de normalidade mostraram que as concentragdes de congéneres de PCB no
mel ndo seguiram uma distribuicao normal. O nivel de significancia adotado foi p <0,05. Os

dados foram analisados no software SPSS, versdo 23 (George & Mallery 2016).

RESULTADO E DISCUSSAO

METODO DE VALIDACAO

As curvas analiticas construidas a partir dos padrdes com a matriz foram lineares no
intervalo de 5 a 300 ng mL", injetando cada solugdo 7 vezes. O r* do intervalo variou de
0,9710 a 0,9964. A faixa de trabalho foi escolhida por corresponder ao nivel que estaria
presente nas amostras. Os niveis mais baixos da faixa de trabalho incluem os limites de
detec¢do de todos os compostos. Apenas uma amostra de mel apresentou concentragdo de
PCB 28 maior que a faixa linear, por isso foi diluida proporcionalmente com solvente para
determinar a concentragdao de PCB dentro da faixa de validacdo linear para posterior célculo
da concentracao real sem diluicao.

Os solventes e reagentes, assim como a amostra controle de mel, foram submetidos ao
processo de extracdo e condigdes cromatograficas descritas para verificagdo da presenga de

interferentes e foram adequados para o estudo de caracterizagao realizado. A precisdo
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intermedidria foi inferior a 18% para todos os congéneres ¢ o RSD foi de 22% apenas para o
PCB 126. Os testes mostraram acurdacias (recuperagdes) variando de 81 a 116% para todos os
congéneres, com um desvio padrdo relativo (RSD) < 20% para todos os niveis testados. Os
testes de efeito de matriz realizados durante a validagdo apresentaram resultados satisfatorios.
A quantificagdo final das 90 amostras foi feita em uma matriz pareada.

Os LODs determinados nas amostras de mel foram 5 ng g™ para os congéneres PCB
28, 126, 169 ¢ 180 ¢ 10 ng g'1 para os congéneres PCB 52, 77, 81, 101, 118, 138 ¢ 153. Os
LOQs dos 11 congéneres de PCB foram 20 ng g', o nivel mais baixo dos testes de

recuperacao.

PERFIL DE CONTAMINACAO DE PCB DAS AMOSTRAS

Das 90 amostras analisadas, 15 deram positivo para pelo menos um dos congéneres
analisados, aproximadamente 16,7% (Tabela 1). Dos 11 congéneres de PCB considerados
neste estudo, 4 foram encontrados (PCBs 28, 77, 81 ¢ 101). PCB 28 foi encontrado em 11,1%
das amostras (10 amostras), PCB 101 em 3,4% (3 amostras), PCB 77 em 2,2% (2 amostras) e
PCB 81 em 1,1% (1 amostra). Apenas uma amostra apresentou contaminagdo com mais de
um congénere (PCBs 28 e 101). Os congéneres 52, 118, 126, 138, 153, 169 e¢ 180 nao foram
detectados.

Os niveis maximos de concentragdo detectados foram 635 ng g para PCB 28, 194 ng
g para PCB 101, 65 ng g para PCB 77 ¢ 50 ng g para PCB 81. A soma (XPCB) da média
as concentra¢des de PCBs (ng g') nas 15 amostras de mel contaminado variaram de 27 a
531,3ng g (Tabela 1).

As 15 amostras contaminadas foram provenientes de 9 municipios do Rio Grande do
Sul (Tabela 1). Devido ao pequeno numero de amostras contaminadas por municipio, ndo ¢
adequado o uso de teste estatistico em relacdo a origem, apenas uma simples comparagao das
médias de PCBs por municipio. As amostras com os maiores niveis médios de concentragdo
de PCBs foram dos municipios de Alegrete (531 ng g™"), Santana do Livramento (241 ng g™),
Bagé (223 ng g), seguido de Sdo Francisco de Assis. (183 ng g"), Cacequi (122 ng g),
Candiota (87 ng g"), Manoel Viana (85 ng g™"), Santiago (51 ng g™') ¢ Unistalda (27 ng g ).
Os outros 17 municipios nao apresentaram amostras contaminadas.

Dois congéneres do tipo dioxina foram detectados: PCB 77 foi encontrado em duas
amostras, uma de Cacequi (59 ng g'l) e outra de Santana do Livramento (57 ng g'l); PCB 81

foi encontrado em uma amostra de Santiago (40,3 ng g™).
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O teste ndo paramétrico aplicado aos dois sistemas de producdo estudados ndo
mostrou diferenga significativa (p = 0,955) entre as médias de XPCBs das 7 amostras de
producdo organica (139 ng g™') e das 8 amostras de producdo convencional (112 ng g™).

Das 15 amostras contaminadas, 11 eram de méis multiflorais. As 4 amostras
monoflorais contaminadas eram de mel de eucalipto. O teste ndo paramétrico ndo mostrou
diferenca significativa (p = 0,489) entre as XZPCBs médias das amostras de mel multifloral
(142 ng g") e monofloral (82 ng g™).

A distribuicdo dos SPCBs (ng g') nas amostras dos sistemas de producio organicos e
convencionais ¢ de diferentes origens florais ¢ mostrada nas Figuras 2 e 3, com boxplots
ilustrando a faixa (barras minimas e méaximas), quartis (caixa), mediana (indicada pela linha

em negrito) e outlier (*).
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Tabela 1. Municipio, sistema de produgdo, origem floral, frequéncia de detecgdo (%) e concentragdes de PCBs (ng g™') nas 15 amostras contaminadas de mel do Rio Grande
do Sul. O LOQ foi de 20 ng g™

PCB 28 PCB 77 PCB 81 PCB 101 X PCB
11.1% 2.2% 1.1% 3.4% 16.7%
Municipality ~ Prod. system  Floral origin Mean + SD Median Min Max Mean = SD Median Min Max Mean + SD Median Min Max Mean + SD Median Min Max X~ Mean
Alegrete conventional multifloral 83.7+11.1 85 72 94 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 84
Alegrete organic multifloral 531.3+89.8 482 477 635 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 531
Bagé conventional multifloral 55.7£179 65 35 67 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 56
Bagé organic multifloral ~ 223.3+28.6 230 192 248 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 223
Cacequi conventional monofloral 98.0 + 18.0 93 83 118 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 24.0+4.6 23 20 29 122
Cacequi organic multifloral <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 59.0+72 61 51 65 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 59
Candiota conventional multifloral 48.0+13.2 43 38 63 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 48
Candiota organic multifloral 86.7+17.0 80 74 106 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 87
Man. Viana organic multifloral 85.0+15.4 81 72 102 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 85
S. do Livr. conventional  multifloral  240.7 + 47.1 216 211 295 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 241
S do Livr. organic monofloral <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 57+17.0 57 50 64 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 57
Santiago conventional multifloral <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 51345 51 47 56 51
Santiago organic multifloral <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 40384 36 35 50 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 40
S. F. Assis conventional monofloral <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 182.7+17.1 191 163 194 183
Unistalda organic monofloral 27+5.7 23 <LOQ 31 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 27
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DISCUSSAO

Todos os parametros de validagdo do método foram atendidos para garantir a
confiabilidade dos resultados sobre a presenca de contaminacdo de PCBs em amostras reais.
Os valores encontrados para LOD (5 ng g”' ¢ 10 ng g') foram superiores aos relatados por
Saitta et al. (2017), 0,10 a 0,12 ng g, e por Erdogrul (2007), 0,02 ng g para todos os PCBs.
Os resultados das recuperagdes no presente estudo (81 a 116%) foram superiores aos valores

entre 77% e 89% encontrados na literatura (Erdogrul 2007).

ANALISE DO PERFIL DE CONTAMINACAO DE PCB DAS AMOSTRAS

Congéneres menos clorados, como os PCBs 28, 77, 81 e 101, com 3, 4, 4 ¢ 5 atomos
de cloro na molécula, respectivamente, sdo mais soluveis em agua do que os congéneres mais
clorados, que sdo mais lipofilicos. Essas diferengas tém um forte efeito na persisténcia de
congéneres e em seus coeficientes de particio ambiental. Na atmosfera, PCBs e outros
poluentes sdo distribuidos entre a fase gasosa e os particulados. PCBs contendo até 5 atomos
de cloro sao encontrados na fase gasosa, enquanto congéneres contendo mais de 5 4tomos de
cloro sdo encontrados em particulas (WHO 2002; Zhao et al. 2017).

Todas as amostras de mel foram produzidas no mesmo periodo do ano e coletadas em
colmeias durante o verdo. Os PCBs seguem a tendéncia sazonal, tendendo a ser transportados
na atmosfera durante a estagdo quente e depositados no solo durante a estacdo fria (Tremolada
et al. 2015). O perfil de contaminagdo encontrado € consequéncia da contaminagdo ambiental
dos locais visitados por abelhas em busca de néctar. Segundo Erdogrul (2007) as abelhas
encontraram essas substancias durante a busca e / ou transporte do néctar no ambiente por
meio do ar contaminado, ao invés do contato com particulas na superficie das plantas.

Faltam informacdes sobre a presenca de PCBs no mel do Rio Grande do Sul. Niveis
mais elevados de contaminacao foram encontrados do que aqueles relatados por estudos em
méis de outros paises (Chiesa et al. 2016; Erdogrul 2007; Saitta et al. 2017). No entanto,
Herrera et al. (2005) também encontraram altos valores para PCB 28 (593,7 ng g'l) quando
analisaram seis congéneres (PCBs 28, 52, 101, 118, 138, 153 ¢ 180) em 111 méis na Espanha,;
as concentracdes individuais méaximas dos outros congéneres estavam entre 4,3 - 28,4 ng g™

A pesquisa de Erdogrul (2007) encontrou PCB 28 em uma frequéncia mais alta do que
os outros congéneres (PCBs 52, 101, 118, 138, 153 e 180) ao analisar amostras de mel de

Kahramanmaras, Turquia por GC-uECD, o que concorda com esses achados. No entanto, no
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estudo de Erdogrul, as concentragdes de PCB 28 variaram de 0,25 a 3,07 ng g, o que é
menor do que as do presente estudo, ¢ PCBs 101 e 180 ndo foram detectados. As
concentracdes médias dos outros congéneres, PCBs 52, 118, 138 e 153, foram 1,26, 0,10, 0,21
¢ 0,10 ng g, respectivamente. Saitta et al. (2017) ndo detectou nenhum dos 18 PCBs (28, 52,
77, 81, 101, 105, 114, 118, 123, 126, 138, 153, 156, 157, 180, 167, 169 e 189) analisados em
amostras de mel italiano das regides da Sicilia e Calabria por GC-MS / MS.

A deteccao do PCB 28 no mel ¢ alarmante porque este congénere esta correlacionado
direta e proporcionalmente com o cancer de mama ao analisar os PCBs em amostras de tecido
adiposo das glandulas mamarias de 123 mulheres em Cordoba na Espanha (Costabeber e
Emanuelli 2003). Mohr et al. (2015) identificaram o PCB 28 ao analisar cinco congéneres
(PCBs 28, 52, 138, 153 ¢ 180) no soro do corddo umbilical de 148 recém-nascidos do
Hospital Universitario de Santa Maria (Hospital Universitario de Santa Maria), Rio Grande do
Sul ( RS), Brasil, por GC-uECD e espectrometria de massa (MS), e associou a contaminacao
por PCB com dieta, idade e habitos maternos (Mohr et al. 2015). De acordo com Schettgen et
al. (2012), PCB 28 e 101 tém meia-vida de 4,5 ¢ 2,8 anos, respectivamente, no plasma

humano.

ANALISE DE AMOSTRA CONTAMINADA POR ORIGEM GEOGRAFICA

A maioria das amostras ndo mostrou contaminagdo (75 de 90). As 15 amostras com
resultados positivos eram de nove municipios diferentes (Tabela 1). Porém, todos os
municipios com amostras contaminadas também apresentaram mel sem contaminagao (Tabela
S1 de Material Complementar). Por exemplo, os municipios de Alegrete, Bagé e Cacequi
apresentaram 2 amostras contaminadas cada, mas também amostras sem contaminagdo: 2, 12
e 3, respectivamente. A contaminacdo ambiental provavelmente estd associada as
microrregides visitadas pelas abelhas de cada apiario, areas bem menores que o municipio
como um todo.

As colmeias localizavam-se em 4reas rurais proximas a matas nativas ou areas
agricolas, sem atividade industrial. Mesmo assim, foi detectada contaminagdo. Arioli et al.
(2019) relataram a presenca de PCBs em areas onde as atividades antrdpicas sdo escassas,
devido as suas caracteristicas quimicas e fisicas. De acordo com Tremolada et al. (2015)
PCBs podem ser encontrados também em montanhas de alta altitude.

E necessario um estudo que leve em conta mais detalhes dos locais de coleta de néctar,

principalmente quanto a proximidade de possiveis fontes de contaminacdo, como



44

transformadores e capacitores antigos, equipamentos cujo fogo ou descarte inadequado sdo
fontes de PCBs. A legislacdao brasileira que permite o uso de equipamentos ja instalados
contendo PCBs (Brasil 1981) precisa ser revisada.

Roszko et al. (2016) relataram contaminacao semelhante em amostras de diferentes
locais, o que sugere que havia rotas de contaminacdo semelhantes em todos esses locais. Eles
analisaram POPs em amostras de podlen de abelha de diferentes regides da Poldnia,
encontrando PCBs 28 (61,3 pg g™), 77 (7,8 pg g™), 81 (0,8 pg g") e 101 (35,8 pg g') em

quantidades muito menores do que no presente estudo.

ANALISE DE AMOSTRA POR SISTEMA DE PRODUCAO

Os resultados confirmam que a contaminacdo do mel com PCBs ndo ¢ afetada pelo
sistema de produgdo (Figura 2). Os consumidores esperam que os alimentos organicos sejam
completamente isentos de contaminagdo, mas na realidade as praticas de apicultura orgénica
(EC 2007; FAO 1999) ndo garantem que os produtos estejam totalmente livres de
contaminantes, uma vez que os efeitos da poluicdo ambiental ainda estao presentes.

Chiesa et al. (2016) também relataram a presen¢a de PCBs em méis organicos (0,27 -
0,92 ng g'), embora indistintamente em todas as amostras de trés regides da Italia (Chiesa et
al. 2016).

Pesquisas em sistemas de produ¢do orginica mostraram que seus produtos animais,
como ovos caipiras, sdo potencialmente mais contaminados com PCBs e outros POPs do que
ovos de sistemas de producdo convencionais porque os animais estdo em contato proximo
com o meio ambiente (Hoogenboom et al. 2016 ; Roszko et al. 2014; Van Overmeire et al.

2009).
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Figura 2 - Distribuicio das ZPCBs (ng g’') nas amostras dos sistemas de produgio organico e convencional. Os
>PCBs sao mostrados em graficos de caixa que ilustram o intervalo (barras minimas e maximas), quartis (caixa),
mediana (indicada pela linha em negrito) e outliers (*)
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ANALISE DA AMOSTRA POR ORIGEM FLORAL

Os resultados ndo mostraram diferencas significativas nos niveis de contaminac¢do por
origem floral (Figura 3). Possivelmente a abundancia ou falta de flores em uma regido
impacta mais a contaminagao do que a origem floral. A falta de flores em uma regido, seja ela
monofloral ou multifloral, faz com que as abelhas busquem outros locais em busca de néctar,
aumentando o risco de contaminacao.

Esse resultado estd de acordo com Chiesa et al. (2016), que também ndo encontraram
diferencas significativas ao estudar a presenga de PCBs em 59 amostras de mel organico
multifloral e monofloral de diferentes regides italianas.

A legislacdo brasileira ndo estabelece limites para PCBs no mel. Existem limites
apenas para alimentos de origem animal com maior teor de gordura, como carne bovina,

suina, frango, peixe e ovos (Brasil 2013).
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Figura 3 - Distribuigdo dos SPCBs (ng g'') nas amostras por origem floral. Os ZPCBs sdo mostrados em graficos
de caixa que ilustram o intervalo (barras minimas e maximas), quartis (caixa), mediana (indicada pela linha em
negrito) e outliers (*).
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CONCLUSAO

Um meétodo analitico foi aplicado com sucesso para avaliar congéneres de PCB em
mel do Brasil. Das 90 amostras analisadas, 15 apresentaram contaminag¢do com 1 ou 2 dos 4
congéneres encontrados. Dois congéneres semelhantes a dioxina foram detectados. A
presenca de PCBs no mel indica que as abelhas foram expostas a esses poluentes,
confirmando a presenca de contaminacdo ambiental no Brasil. Essa contaminagao em
diferentes origens geograficas estd provavelmente associada as microrregides visitadas pelas
abelhas, e ndo a um municipio como um todo. Os sistemas de produgdo e as origens florais
nao foram fatores determinantes para esta contaminacao. O monitoramento de PCBs no meio
ambiente e nos alimentos € necessario para prevenir a exposi¢do humana a esses

contaminantes, principalmente por meio da ingestdo de alimentos.
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Figura Suplementar S1 - Formulas estruturais e nomenclatura dos 11 congéneres analisados.

A: PCB 28; C,H,Cl;; 4,2', 4'-Trichlorobiphenyl; CAS 7012-37-5.

B: PCB 52; C,H4Cly; 2,5,2',5'-Tetrachlorobiphenyl; CAS 35693-99-3.

C: PCB 77; C,HCly; 3,3',4,4'-Tetrachlorobiphenyl; CAS 32598-13-3.

D: PCB 81; Cy,H(Cly; 3,4,4',5-Tetrachlorobiphenyl; CAS 70362-50-4.

E: PCB 101; C,H;Cls; 2,4,5,2',5'-Pentachlorobiphenyl; CAS 37680-73-2.
F: PCB 118; C,H;Cls; 2,3',4,4',5-Pentachlorobiphenyl; CAS 31508-00-6.
G: PCB 126; C,H;Cls; 3,4,5,3',4'-Pentachlorobiphenyl; CAS 57465-28-8.
H: PCB 138; C,H4Clg; 2,2',3',4,4',5-Hexachlorobiphenyl; CAS 35065-28-2.
I: PCB 153; C,H,Clg; 2,2',4,4',5,5'-Hexachlorobiphenyl; CAS 35065-27-1.
J: PCB 169; C,H,Clg; 3,3',4,4',5,5'-Hexachlorobiphenyl; CAS 32774-16-6.

K: PCB 180; C12H3Cl7; 2,2',3,4,4',5,5'-Heptachlorobiphenyl; CAS 35065-29-3.

Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound
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Tabela 1S - Origem geografica (Municipio), sistema de producdo, origem floral e vegetagao

proxima da colmeia de cada uma das 90 amostras de méis.

Municipio Sistema de produgao Origem floral Vegetacdo proxima
Acegua Convencional Multifloral Soja

Alegrete Organico Multifloral Soja e Milho
Alegrete Convencional Multifloral Fumo, Milho e Soja
Alegrete Convencional Multifloral Soja e Milho
Alegrete Orgénico Monofloral Eucalipto

Bag¢ Convencional Multifloral Soja

Bag¢ Convencional Multifloral Soja

Bagé Convencional Monofloral Cornichdo

Bagé Convencional Multifloral Floresta Nativa
Bagé Convencional Multifloral Floresta Nativa
Bagé Convencional Multifloral Soja

Bagé Organico Multifloral NI

Bagé Organico Multifloral NI

Bagé Organico Multifloral NI

Bagé Organico Multifloral NI

Bagé Orgénico Multifloral NI

Bagé Organico Multifloral NI

Bagé Convencional Monofloral Eucalipto

Bagé Convencional Monofloral Eucalipto
Bossoroca Orgénico Monofloral Eucalipto
Cagapava do Sul Organico Multifloral Floresta Nativa
Cagapava do Sul Convencional Multifloral Floresta Nativa e Soja
Cagapava do Sul Orgénico Multifloral NI

Cacequi Organico Monofloral Eucalipto



Cacequi
Cacequi
Cacequi
Cacequi
Candiota
Candiota
Candiota
Candiota
Candiota
Candiota
Candiota
Dom Pedrito
Dom Pedrito
Dom Pedrito
Dom Pedrito
Dom Pedrito
Dom Pedrito
Dom Pedrito
Dom Pedrito
Dom Pedrito
Encruzilhada do Sul
Itacurubi
Itaqui
Jaguari
Jaguari

Jari

Jari

Jari

Lavras do Sul

Lavras do Sul

Convencional
Orgénico
Convencional
Organico
Convencional
Convencional
Orgénico
Organico
Convencional
Convencional
Organico
Convencional
Convencional
Convencional
Organico
Convencional
Convencional
Convencional
Convencional
Organico
Convencional
Convencional
Organico
Organico
Organico
Orgénico
Convencional
Orgéanico
Orgéanico

Orgénico

Monofloral

Monofloral

Multifloral

Monofloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Monofloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Monofloral

Multifloral

Monofloral

Multifloral

Multifloral

Monofloral

Multifloral

Multifloral
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Eucalipto
Eucalipto
Milho e Fumo
Eucalipto
Soja

Soja

NI

NI

Eucalipto
Soja

NI

Soja

NI

Soja

NI

Soja

Soja

Arroz

NI

NI

Soja e Milho
Soja e Fumo
Eucalipto
Milho e Fumo
Eucalipto
Soja, Milho e Arroz
Soja, Milho e Arroz
Eucalipto

NI

NI



Lavras do Sul

Lavras do Sul
Magambara
Magambara

Manoel Viana

Manoel Viana

Manoel Viana
Pinheiro Machado
Pinheiro Machado
Rosério do Sul
Rosario do Sul
Rosario do Sul
Santana da Boa Vista
Santana do Livramento
Santana do Livramento
Santana do Livramento
Santana do Livramento
Santana do Livramento
Santana do Livramento
Santiago

Santiago

Santiago

Santiago

Santiago

Sao Borja

Sao Francisco de Assis
Sao Francisco de Assis
Sao Francisco de Assis
Sao Gabriel

Sdo Gabriel

Convencional
Convencional
Orgénico
Convencional
Organico
Orgénico
Orgénico
Organico
Organico
Organico
Organico
Convencional
Convencional
Organico
Organico
Organico
Organico
Convencional
Convencional
Convencional
Orgénico
Orgénico
Convencional
Convencional
Convencional
Convencional
Orgénico
Convencional
Orgéanico

Convencional

Multifloral

Multifloral

Monofloral

Monofloral

Multifloral

Monofloral

Monofloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Monofloral

Multifloral

Multifloral

Monofloral

Monofloral

Monofloral

Monofloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Multifloral

Monofloral

Multifloral

Multifloral

Monofloral

Monofloral

Monofloral
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Soja
Soja
Eucalipto
Eucalipto
Eucalipto
Eucalipto
Eucalipto
NI
NI
Soja, Arroz
Eucalipto
Soja
Soja
Eucalipto
Eucalipto
Eucalipto
Eucalipto
Soja
Soja
Soja, Milho
Floresta Nativa
Milho e Fumo
Milho e Fumo
Soja e Milho
Eucalipto
Soja
Floresta Nativa
Eucalipto
Laranjeira

Laranjeira



Sdo Gabriel
Sao Gabriel
Sao Gabriel
Sao Sepé
Unistalda

Unistalda

Organico
Convencional
Orgénico
Organico
Organico

Orgénico

Monofloral

Monofloral

Monofloral

Multifloral

Multifloral

Monofloral

Eucalipto
Eucalipto
Eucalipto

NI

Floresta Nativa

Eucalipto

*NI = Nao Informado
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RESUMO

O Rio Grande do Sul, Brasil, ¢ um grande produtor e exportador mundial de mel. Essa
demanda serve de estimulo para a aplicacao de rigorosos padroes de qualidade e seguranga do
mel, assim como o investimento em sistema de produgdo organico que agrega valor e torna o
produto competitivo a novos mercados, atendendo um consumidor cada vez mais exigente. O
objetivo do presente trabalho foi investigar 10 parametros fisicos e quimicos de qualidade em
90 amostras de méis monoflorais e multiflorais de sistemas de produgdo organico e sistemas
de producdo convencional provenientes do Rio Grande do Sul, Brasil. A metodologia das
analises de umidade, cinzas, condutividade elétrica, pH, acidez livre, acidez total, aglcares
redutores, sacarose aparente, atividade diastdsica e hidroximetilfurfural (HMF) foram
realizadas segundo os Official Methods of Analysis of the Association of Olfficial Analytical
Chemists. A andlise por agrupamento hierarquico forneceu clusters de similaridades que
evidenciam a interacao entre as variaveis distintas. As proje¢des da analise de componentes
principais (ACP), realizada com as amostras de diferentes sistemas de producdo e origens
florais, possibilitaram visualizar os vetores e a contribuicdo de cada variavel. Os resultados de
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umidade, condutividade elétrica e acidez livre apresentaram diferenga significativa de acordo
com o sistema de produ¢do, sendo que as amostras do sistema convencional tiveram teores
mais elevados em relagdo aos méis organicos. Os resultados de pH e sacarose aparente nao
apresentaram diferencas significativas conforme a origem floral. A maioria das amostras
estava em conformidade com os limites estabelecidos pela legislagao.

PALAVRAS-CHAVE: apicultura; parametros fisicos e quimicos; boas praticas apicolas;

qualidade de alimentos; mel organico.

INTRODUCAO

Mel ¢ um alimento apreciado por seu sabor doce e viscosidade caracteristicos. Ele ¢
um concentrado de agucar invertido em solugdo aquosa que contém uma mistura de outros
carboidratos, proteinas (enzimas), acidos orginicos, compostos fenolicos, vitaminas (B6,
tiamina, niacina, riboflavina e 4cido pantoténico), minerais (calcio, cobre, ferro, magnésio,
mangangés, foésforo, potdssio e zinco), substancias aromaticas, pigmentos, ceras ¢ graos de
polen, que o tornam uma mistura complexa (BOUSSAID et al., 2018; DA SILVA et al.,
2016).

As abelhas coletam o néctar e o carregam na vesicula nectarifera até a colonia,
repassando para outra abelha operdria ou depositando diretamente no favo. No transporte
acontece a diluigdo pela saliva onde sdo adicionadas enzimas (invertase, diastase e glicose
oxidase) provenientes das glandulas hipofaringeanas das abelhas. As enzimas atuam no
processamento do néctar para transforma-lo em mel (CRANE; KIRK VISSCHER, 2009).

Assim, a composi¢do do néctar floral coletado pelas abelhas contribui diretamente na
composi¢do do mel elaborado, conferindo-lhe caracteristicas especificas. Cada pais tem suas
proprias caracteristicas de clima, flora e biodiversidade que combinadas com a presenca de
abelhas, permite a producdo de mel com diferentes caracteristicas sensoriais, fisicas, quimicas
e padrdes microbiologicos (DA SILVA et al., 2016).

O mel floral ¢ chamado monofloral quando o néctar € coletado predominantemente de
uma espécie floral e multifloral ou silvestre quando ¢ obtido a partir de diferentes origens
florais (BRASIL, 2000).

Sabe-se que os pardmetros fisicos e quimicos dos méis florais, como pH, umidade,
acucares redutores, sacarose aparente, atividade diastatica, teores de hidroximetilfurfural
(HMF), cinzas, acidez e condutividade elétrica representam os indicadores de qualidade que
caracterizam cada variedade de mel (BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EC,
2001).
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Os méis monoflorais tém maior demanda por parte do consumidor, o que significa que
tém um valor comercial mais alto para os apicultores (FEAS et al., 2010). Atualmente, o
interesse do consumidor por alimentos organicos mostra a preocupacao com a seguranca
alimentar para a qualidade de vida. Ao comprar um alimento organico, em geral mais caro, o
consumidor tem uma expectativa que vai além do sabor, aroma e aparéncia. Ele busca um
alimento seguro, que ndo lhe cause danos a saude e seja livre de contaminantes fisicos,
microbiologicos e principalmente sem contaminantes quimicos. Esse mercado mais exigente,
com maior valor agregado ao produto, estimula a producdo organica (CHIESA et al., 2016).

Um sistema de produgao organico do mel segue normas especificas que o diferenciam
do sistema de produ¢do convencional. A produ¢do de mel organico ¢ um sistema de base
ecoldgica, que incentiva o uso de boas praticas agricolas para manter o equilibrio do
ecossistema agricola e diversidade, promovendo o uso sustentdvel dos recursos naturais,
qualidade ambiental, bem-estar animal e saide humana (CODEX ALIMENTARIUS, 1999;
EC, 2007). A apicultura organica ¢ baseada na minimizacdo do uso de insumos externos e
realizada a uma distancia segura de locais que utilizam agrotoxicos ou outras fontes de
contaminag¢do (BRASIL, 2009).

Anadlises estatisticas multivariadas tem sido aplicadas com sucesso em busca da
relagdo entre os parametros quimicos, fisicos, sensoriais, compostos fendlicos e teor de metais
com fatores como origem floral e geografica do mel (BALOS et al., 2020; MADAS et al.,
2020; SOUSA et al., 2016; YUCEL; SULTANOGLU, 2013).

Na ultima década, varios estudos foram publicados sobre as caracteristicas fisicas e
quimicas de méis de diferentes origens botanicas e geograficas, o que revela a importancia e o
interesse em se determinar a qualidade do mel. No entanto, nenhum estudo determinou os
parametros de qualidade do mel associados aos sistemas de produgdo. O objetivo do presente
trabalho foi investigar 10 parametros fisicos e quimicos de qualidade em méis provenientes do
Rio Grande do Sul, Brasil, bem como investigar a relagdo de tais parametros com as
diferentes origens florais (monoflorais e multiflorais) e sistemas de producdo (organicos e

convencionais).

MATERIAL E METODOS

AMOSTRAGEM DO MEL
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Noventa amostras de méis de Apis mellifera foram fornecidas por apicultores com
apidrios localizados no Rio Grande do Sul, Brasil. As amostras foram coletadas no periodo
entre dezembro de 2017 e margo de 2018. Das 90 amostras, 47 foram produzidas em sistemas
de produgao organico e 43 amostras sao de sistemas de produ¢do convencional. Em relacao a
origem floral, 60 amostras sdo méis multiflorais e 30 monoflorais (Tabela 1S - Material
Suplementar). As andlises foram realizadas nos laboratérios do Nucleo Integrado de
Desenvolvimento em Analises Laboratoriais (NIDAL) da Universidade Federal de Santa

Maria (UFSM).

ANALISES FISICAS E QUIMICAS

Todas analises fisicas e quimicas das amostras de méis foram realizadas de acordo
com Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
1990) em quadruplicata. Os pardmetros avaliados foram: teor de umidade (g 100 g™),
condutividade elétrica (mS cm™), teor de cinzas (g 100 g'l), teor de hidroximetilfurfural
(HMF) (mg kg'l), atividade diastasica (unidades Gothe), pH, acidez livre (meq kg'l), acidez
total (meq kg™), agucares redutores (g 100 g™') e sacarose aparente (g 100 g'). Visualmente
nenhuma amostra de mel mostrou sinais de fermentagao.

A determinacdo da umidade foi verificada por refratometria, utilizando um
refratometro de bancada (Nova 2WA, Brasil). As medi¢des foram obtidas da % de umidade (g
100 g de mel) correspondente ao indice de refragio da amostra de mel por referéncia a tabela
de Chataway.

A acidez total da solugdo de mel a 20% em agua destilada deionizada foi medida em
um condutimetro (Omegadette, Taiwan). Os resultados foram expressos em miliSiemens por
centimetro (mS cm™).

O método utilizado nos experimentos para determinacao de cinzas no mel consistiu na
dessecacdao de 5 g de cada amostra de mel em capsula de porcelana previamente calcinada.
Para tanto, foram mantidas em termostato a 110 °C por 4 h. Apds as amostras foram
submetidas a calcinacdo a 550 °C, em mufla (Veb Elebtro, Alemanha) até massa constante.
cinzas (C) foi expresso como a porcentagem de residuo deixado apds a calcinagdo (g 100 g

mel) e calculado a partir da Equacao 1:

C= ((1’1’11 - 1’112)/ m()) . 100 (1)
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onde m; ¢ a massa da capsula e das cinzas, m, ¢ a massa da capsula e my ¢ a massa do mel.

O HMF foi determinado pelo método padrdo onde 5 g de mel foram transferidos para
um baldo volumétrico de 50 mL com um total de 25 mL de agua destilada. Apds a
clarificagdo das amostras com 0,5 mL de reagentes de Carrez I (solugdo de ferrocianeto de
potassio 15 % (m/ v)) e 0,5 mL Carrez II (solu¢do de acetato de zinco 30 % (m/ v)), as
amostras foram diluidas para 50 mL com agua e filtradas. Quando necessario, uma gota de
alcool foi adicionada para suprimir a espuma da superficie. Com uma solugdo de mel
clarificada contendo bissulfito de sodio 0,2% (m/ v) como referéncia e uma solugdo
semelhante sem bissulfito com a amostra, foi obtido um espectro de diferenga que representou
apenas o HMF na amostra, sem a absor¢do de interferéncia do mel. A absorvancia foi
determinada a 284 e 336 nm em uma cubeta de quartzo de 1 cm em um espectrofotometro
com detector de arranjo de diodos (Agilent Technologies, EUA). Os contetidos de HMF,

expressos como mg kg™, foram calculados a partir da Equagéo 2:

HMF = (A284 - A336) .F (2)

onde Ajgs, Assze a0 as leituras de absorvancia e F = 149,7 foi calculado com a Equagao 3:

F = (126 . 1000 . 1000) (16830 . 10. 5) 3)

onde 126 ¢ o peso molecular de HMF, 1000 a conversdo de g para mg, 1000 a conversdo de g
para kg, 16830 a absortividade molar de HMF a 284 nm, 10 a dilui¢do de 5 g de mel para 50
mL e 5 massa nominal da amostra.

A atividade diastésica foi determinada usando uma solu¢do tamponada de amido
soluvel e mel incubados em banho termostatizado (Tecnal Equipamentos Cientificos, Brasil) a
40 °C. Em seguida, uma aliquota de 1 mL foi removida em intervalos de 15 min e a absorc¢do
da amostra foi seguido a 660 nm em um espectrofotometro de bancada (Bel Engineering S. R.
L., China). Atividade diastasica (AD) foi calculada utilizando o tempo necessario para a
absorbancia atingir 0,235, e os resultados foram expressos em unidades Gothe como o volume
(mL) de solugdao de amido hidrolisado (1%) pela enzima diastase em 1 g de mel em 1 h, a

partir da Equagao 4:

AD =300/t 4)
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onde t ¢ o tempo da reagdo em minutos.

Para analise de pH dez gramas da amostra de mel foram diluidos com 75 mL de 4dgua
destilada livre de CO,. Em seguida, os valores de pH foram medidos usando pHmetro
(Digimed, Brasil) previamente calibrado.

A acidez livre foi determinada pelo método titulométrico utilizando a solugdo
preparada para a determinacdo de pH, que foi titulada até pH 8,5 pela adi¢do de solugdo de
NaOH 0,05 N. A seguir a acidez lactonica foi determinada adicionando nesta solugao 10 mL
de NaOH 0,05 N e titulada com HCI 0,05 N até pH 8,3. Também foi titulado 75 mL de agua
com NaOH 0,05 N até pH 8,5, onde o volume gasto foi descontado do volume gasto na
titulacdo da acidez livre. A acidez total foi determinada pela soma da acidez livre e acidez
lactonica.

Os acgtcares redutores foram determinados pela modificacdo da cor das solugdes de
Fehling A + B sob ebuli¢ao com pérolas de vidro, usando azul de metileno como indicador
interno, por titulagdo com a solugdo de acucares redutores do mel. A diferenga nas
concentragdes de acucar invertido antes e depois do procedimento de hidrélise foi

multiplicada por 0,95 para atingir o teor de sacarose aparente.

ANALISE ESTATISTICA

Os testes de normalidade apontaram que os resultados das determinagdes nas amostras
de mel seguem uma distribuicdo normal. A seguir foram aplicados testes de andlise de
agrupamento hierarquico, analise de componentes principais, analise de variancia (ANOVA)
seguido de comparacdo de médias pelo teste Tukey, bem como andlise univariada de
estatistica descritiva. O nivel de significdncia foi definido em p < 0,05. Os dados foram

analisados por meio do software Statistica 10.0.
RESULTADOS E DISCUSSAO
ANALISE DE AGRUPAMENTO
A analise de agrupamento hierarquico foi aplicada aos dados normalizados e
autoescalonados, empregando a distdncia euclidiana, que significa o qudo proéximo um

parametro esta do outro, para investigar similaridades entre as diferentes amostras analisadas

e fornecendo os clusters de similaridade (BALOS et al., 2020).
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Os resultados aparecem no dendrograma da Figura 1, onde podem ser observados os
agrupamentos que evidenciam a interacdo entre as variaveis distintas.

Os grupos ou clusters formados classificaram os 10 parametros analisados. A acidez
livre e acidez total formam o cluster de menor distancia euclidiana entre os parametros. Mais
distante o HMF também esta ligado a este cluster, seguido pela umidade. Ainda mais distante,
mas ligado ao cluster, esté a atividade diastdsica. O outro cluster abrange cinzas e acidez total
proximos do pH. Mais distante aparece a ligacdo do parametro sacarose aparente. Por ultimo,

ligando os dois grupos de clusters esta o parametro agucares redutores.

Figura 1 - Dendrograma obtido pela analise de agrupamento dos parametros umidade, cinzas, condutividade
elétrica, pH, acidez livre, acidez total, agucares redutores, sacarose aparente, atividade diastasica e HMF dos
méis usando distancias euclidianas.

Umidade

Aridez Livre (meg kg™

Acidez Total (meg Kg'1)

HIAF mg kg™

Atividade diastasica {Gothe)

Cinzas (g 100g™") %

Condutividade (US)

pH |

Sacarose aparente (g 100g™")

Agucares redutores (g 100g7) 1

] a 10 13 a0 25

Distéancia de ligagio
Fonte: Autora.

r

O teor de agucares redutores ¢ o pardmetro de maior importancia para explicar a
totalidade das amostras estudadas, sendo este o componente majoritario e produto final na
obtencdo do mel pelas abelhas. Este parametro ¢ o de maior variabilidade, entdo ndo
representa o melhor critério de identificacdo de origem do mel nem sua flora predominante.

A sacarose aparente e a atividade diastasica sdo influenciados pelos resultados dos

acucares redutores. Pois, a sacarose € o substrato para obtencao de glicose e frutose a partir do
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néctar forrageado pelas abelhas. Ja a atividade diastéasica ¢ a representagdo da a¢do enzimatica
da alfa e beta amilases, que gera especialmente glicose ou fragdes de carboidratos oriundo do
amido, que possa existir no néctar.

Sequencialmente a umidade responde ao HMF e em menor proporcao a acidez, tanto
acidez livre quanto acidez total. Neste caso a umidade fornece um meio aquoso favoravel para
as reagdes de Caramelizagdo e Maillard que culminam na produ¢do do HMF. A respeito da
proximidade entre os parametros umidade proximo de acidez livre, acidez total ¢ HMF,
conforme Chakir et al., (2016) e Chernetsova; Morlock, (2012) os 4cidos organicos e a
umidade sdo alguns dos fatores que juntamente com a origem floral e o tratamento térmico
contribuem com os niveis de HMF.

O pH fornece a razdo de ions presentes no meio, em que a cinzas ¢ a massa dos
minerais, especialmente o potassio no mel. A presenca de minerais confere o grau de acidez
total do meio. Sendo assim, as cinzas e a acidez total sdo o refinamento deste resultado a
despeito dos valores de pH. Sobre a proximidade entre os parametros cinzas, acidez total e
pH, segundo Feés et al., (2010) a condutividade elétrica do mel pode ser explicada levando
em consideragdo o teor de cinzas e o pH, devido ao contetido de ions e acidos organicos.
Quanto mais alto seu contetido, maior sera a condutividade resultante.

No entanto, esta analise exploratoria ndo conseguiu indicar um parametro ou conjunto
de parametros que discriminasse o sistema de produgdo ou a origem floral das amostras. Para

tanto, os dados foram submetidos em blocos a anélise de componentes principais.

ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

As figuras 2 e 3 apresentam as projecdes da andlise de componentes principais (ACP)
realizada com as amostras de diferentes sistemas de produc¢ao e origens florais, onde podemos
visualizar os vetores e a contribuicdo de cada variavel. Foi utilizado autoescalonamento
conferindo pesos iguais para todas as variaveis (SOUSA et al., 2016). Nesta técnica, observa-
se o conjunto de todas as varidveis, sendo plotadas as correlagdes fator-variaveis (cargas
fatoriais) entre os eixos fator 1 e fator 2.

Através do ACP foi possivel explicar 49,90% das variaveis do sistema de producao
convencional e 48,38% das variaveis do sistema de produgdo organico (Figura 2).

Ao analisar o sistema de produg¢do, tanto no convencional quanto no organico (Figura

2), a acidez total e acidez livre sdo as varidveis mais representativas. No entanto, apesar do
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alto valor em relagdo ao fator 1, estas varidveis ndo sdo suficientes para discriminar o sistema
de produgdo, sendo necessario observar outras variaveis.

No sistema de producao convencional as outras variaveis de relevancia para o fator 1
sao a umidade e o HMF e por fim a atividade diastasica. No sistema de produgdo organico a

ordem de importancia inicia com o HMF, umidade, sacarose aparente e atividade diastésica.

Figura 2 - Projecdes das varidveis nos planos dos fatores 1 e 2 referentes aos sistemas de produgdo convencional
e organico.

Sistema de Produgao Convencional (n = 43) Sistema de Produgao Organico (n = 47)

0,5 05

> Cinzas
0,0 - 00

Fator 2 : 18,28%

Agucares

\%
3 T
Fator 2: 16,80%

cal

Ativ. Wiastasica s} cidez

0,5 -0,5

Condutividade Cingas
iv] digstasica

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 -1,0 -0,5 0,0 05 1,0
Fator 1:31,62% Fator 1:31,58%

Fonte: Autora.

Para o segundo fator, o sistema de producdo convencional ¢é representado
predominantemente pelos aglcares redutores. O que pode ser explicado pela pratica de
suplementagdo de carboidratos a colmeia no inverno. Ja no sistema de produgdo organico, o
fator 2 ¢ explicado pelo HMF e umidade. O HMF pode ser decorrente de uma pratica de
defesa da colmeia conhecido como nucleos de calor gerado por abelhas guarda. Neste
processo de defesa, as abelhas formam aglomerados agressivos onde a temperatura maxima
chega a 46,5°C (STABENTHEINER; KOVAC; SCHMARANZER, 2007). O uso de
pesticidas no sistema de producdo convencional pode depledar a pressdo de invasores como
acaros, vespas entre outros insetos.

Sobre a origem floral, a ACP tornou possivel explicar 47,55% das variaveis do mel de

origem monofloral e 50,12% das variaveis do mel de origem multifloral (Figura 3).
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Novamente, a acidez total e acidez livre sdo as varidveis de maior impacto no fator 1
do mel de origem multifloral. Em seguida vem a umidade, a sacarose aparente ¢ o HMF nesta
ordem de relevancia. Por fim, as variaveis de acidez total, cinzas e atividade diastasica
complementam o fator 1. Porém, apenas o HMF contribui positivamente para o fator 2 do mel

de origem multifloral.

Figura 3 - Projecdes das variaveis nos planos dos fatores 1 e 2 referentes as origens multifloral e monofloral.

Origem Multifloral (n = 60)

Origem Monofloral (n = 30)

Ativ. diastasica  AcucareSondutividade
05 05

0,0

0,0

‘Agucares

Fator 2: 19,59%
Fator 2:16,00%

0,5 -0,5

-1,0 0,5 0,0 0,5 10 -1,0 -0,5 0,0 05 1,0

Fator 1: 27,96% Fator 1: 34,12%

Fonte: Autora.

Os méis de origem monofloral apresentaram uma distribuicdo distinta das demais
ACPs. A acidez total, acidez livre e HMF sdo inversamente correlacionados. Neste, o pH se
destacou quanto ao fator 1, seguido da acidez total, cinzas, agucares redutores e sacarose
aparente. A variabilidade da flora aumenta a diversidade de nutrientes minerais das plantas, o
que pode contribuir com a massa de cinzas e por consequéncia influenciando a acidez total do

mel. A atividade diastésica, aglicares redutores e acidez total sdo mais relevantes para o fator
2.

ANALISE DAS AMOSTRAS PELO SISTEMA DE PRODUCAO

Apenas a umidade (p = 0,0001), acidez total (p = 0,0138) e acidez livre (p = 0,0122)
apresentaram diferencas significativas quando comparados os resultados de cada parametro
entre o grupo de amostras provenientes de sistema de producdao organico com o grupo de

amostras provenientes do sistema de produgdo convencional (Tabela 1). As amostras do
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sistema de producdo convencional tiveram teores de umidade, acidez total e acidez livre mais
elevados em relagdao aos méis organicos.

O teor de HMF e acidez total apresentaram desvio padrao superior aos demais
parametros, demonstrando grande amplitude nos resultados destes dois parametros nos dois
grupos analisados.

Investimentos em sistema de producdo organico almejam melhorar a qualidade dos
méis e a garantia da auséncia de compostos indesejados. Também ¢ esperado que méis de alta
qualidade devem apresentar teores altos de atividade diastasica e baixos de HMF
(ESTEVINHO et al., 2012). Quando considerados os valores médios de atividade diastasica e
HMF do grupo de méis organicos ¢ do grupo de méis convencionais do presente estudo,
claramente ambos sistemas de producdao produziram méis de alta qualidade. Nao houve
diferencga significativa nos quesitos atividade diastasica (p = 0,6051) e HMF (p = 0,6717)
entre os dois grupos. O desvio padrao destes parametros demonstra que houveram algumas
excecoes.

Nao foi observada diferenca significativa em relagdo ao teor de cinzas (p = 0,2442)
entre os méis organicos e convencionais. Este pardmetro foi relatado em outras pesquisas,
como possivel indicativo de poluicdo ambiental (EL SOHAIMY; MASRY; SHEHATA,
2015; YUCEL; SULTANOGLU, 2013).

Tabela 1 - Pardmetros de qualidade dos méis (média +desvio padrdo) conforme o sistema de produgao.

Parametros de qualidade Sistema de produgao

Convencional (n =43) Organico (n=47)
Umidade (g 100g™) 15,18* +1,09 14,75° +1,06
Cinzas (g 100g™) 0,301% +1,54 0,319 +0,13
Condutividade elétrica (mS cm™) 0,37% +0,14 0,34° +0,09
pH 4,10* +0,28 4,09 +0,29
Acidez Livre (meq kg™) 32,52% 48,14 30,29° +8,60
Acidez Total (meq kg™) 38,78°% +7,56 37,57" £9,07
Agucares redutores (g 100g™) 70,72* +3,95 70,42% £3,93
Sacarose aparente (g 100g™) 0,44% +1,22 0,617 +1,81
Atividade diastésica (unidades Gothe) 9,37% +3,17 9,21% +2.,65
HMF (mg kg™ 2529% 420,18 26,38°% 427,36

Meédias seguidas de letras distintas na linha diferem ao nivel de significancia de 5%.

Fonte: Autora



68

ANALISE DAS AMOSTRAS PELA ORIGEM FLORAL

Os parametros umidade, cinzas, acidez total, acidez livre, acidez total, agucares
redutores, atividade diastdsica e HMF apresentaram diferengas significativas (p < 0,05)
conforme a origem multifloral ou monofloral (Tabela 2). Apenas os parametros pH (p =
0,0920) e sacarose aparente (p = 0,2478) nao apresentaram diferenca significativa. Uma
provavel explicacdo para essa falta de diferenca nestes dois pardmetros talvez sejam as

praticas apicolas exercerem maior influéncia do que as origens florais.

Tabela 2 - Pardmetros de qualidade dos méis (média +desvio padrdao) conforme a origem floral.

Parametros de qualidade Origem floral
Multifloral (n = 60) Monofloral (n = 30)

Umidade (%) 15,04 +1,09 14,78° +1,09
Cinzas (g 100g™) 0,277° +0,14 0,379* +0,13
Condutividade elétrica (mS cm™) 0,33 +0,12 0,39° 0.1
pH 4,08 +0,27 4,13 £0,31
Acidez Livre (meq kg™) 34,13 +6,73 2581° +8.81
Acidez Total (meq kg™) 40,43* +6,69 33,59° +9,56
Agucares redutores (g 100g™) 70,23° +3,94 71,22% +3.87
Sacarose aparente (g 100g™) 0,59% +1,74 0,39 *1,10
Atividade diastasica (unidades Gothe) 9,82% £2.96 8,22°% +2.49
HMF (mg kg™) 30,24 +24,68 17,10° +20,57

Meédias seguidas de letras distintas na linha diferem ao nivel de significancia de 5%.

Fonte: Autora.

Segundo Bogdanov et al., (1997) apud Feas et al., (2010), os valores de pH de méis
multiflorais mostram valores mais altos do que o pH dos méis monoflorais. Porém, isso nao
foi observado no presente trabalho ao comparar o pH dos grupos de méis monoflorais com o
grupo de méis multiflorais analisados.

Conforme Bouhlali et al., (2019), a sacarose aparente ¢ consequéncia do manejo
incorreto do mel, devido & maturag¢do inadequada ou alimentagdo artificial das abelhas com

xaropes de sacarose. Portanto a origem floral ndo ¢ um fator determinante para a sacarose
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aparente dos méis, confirmando a falta de diferenca significativa entre os teores de sacarose
aparente dos grupos monofloral e multifloral.

Foi observado que o grupo de amostras de origem multifloral apresentou resultados
mais elevados para umidade, acidez livre, acidez total, sacarose aparente, atividade diastasica
e HMF em relacdo aos resultados dos méis monoflorais. Essa constatagdo confirma que a
fonte floral e fatores como, os agucares, os acidos organicos, o pH, a umidade e a atividade de
agua e o tratamento térmico, também contribuem e afetam os niveis de HMF (CHAKIR et al.,
2016; CHERNETSOVA; MORLOCK, 2012).

De acordo com Ahmed et al., (2013) e Chakir et al., (2016) as enzimas diastases (alfa
e beta amilases) sdo naturalmente encontradas no mel conforme a origem floral e geografica.
No presente estudo, os teores de atividade diastasica de méis monoflorais, incluindo amostras
de méis de eucalipto, laranjeira e cornichdo, apresentaram valores mais baixos do que nos

méis multiflorais.
ANALISE DAS AMOSTRAS PELOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS
Umidade

O teor de umidade variou de 12,9 g 100g™ a 18,0 g 100g™, sendo o valor médio 15,0 g
100g" ¢ o desvio padrio 1,1 g 100g”. A pequena variagio observada nos teores de dgua
destas amostras pode ser devido as boas praticas apicolas semelhantes de manejo das colmeias
aplicadas pelos apicultores. Assim, todas amostras estavam abaixo do valor maximo de 20 g
100g”, conforme a legislacio brasileira, as diretivas do Codex Alimentarius (CODEX
ALIMENTARIUS, 2001) e da Unido Européia (EC, 2001). Esses resultados foram
semelhantes aos encontrados em outras pesquisas com méis monoflorais e multiflorais cujos
valores correspondentes variaram de 15,20 g 100g™ a 20,60 g 100g”" (BOUSSAID et al.,
2018; FEAS et al., 2010; KAHRAMAN et al., 2010).

O teor de 4gua do mel depende de varios fatores, como por exemplo, a época de
colheita, o grau de maturidade alcangcado na colmeia, fatores geograficos e ambientais
(KAHRAMAN et al., 2010). Teores elevados de umidade no mel propiciam o crescimento de
fungos como Penicillium e Mucors em sua superficie, resultando em um produto com sabor
alterado, altos niveis acidez, glicerol, butanodiol e etanol que reduzem a qualidade desse

produto (FEAS et al., 2010).
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Hidroximetilfurfural

O teor de HMF dos méis analisados variou de 1,3 a 137,8 mg kg'l, onde 13,3% das
amostras apresentaram conteudo de HMF acima do maximo permitido na legislacao brasileira
(60 mg kg'), 15,5% das amostras apresentaram conteado de HMF acima do maximo
permitido (40 mg kg') na legislagio internacional (Codex alimentarius ¢ a Comunidade
Européia) e 4,4% das amostras apresentaram contedo de HMF acima do méximo permitido
para regides com clima tropical (80 mg kg'l). O teor de HMF indicou que a maioria das
amostras analisadas s3o de méis de producdo recente. A presenca de maiores concentragdes
desse composto pode indicar armazenamento do produto a temperaturas acima das
recomendadas ou aquecimento inadequado. As reacdes de caramelizacdo e a reagdao de
Maillard, ambas catalisadas por aquecimento, podem estar associadas a variagdes da
composicao do mel. Por isso, merecem atengdo em paises tropicais, como o Brasil, onde a
temperatura média anual ¢ superior a 20° C (MOREIRA et al., 2010). Outra possibilidade
para o aumento do teor de HMF pode ser decorrente de uma pratica de defesa da colmeia
onde as abelhas formam aglomerados agressivos onde a temperatura maxima chega a 46,5°C
(STABENTHEINER; KOVAC; SCHMARANZER, 2007).

Kasiotis & Machera, (2017) relataram resultados mais baixos que os apresentados no
presente estudo, entre 0,5 to 23,5 mg kg em 28 amostras de méis gregos. Assim como,
Estevinho et al., (2012) relataram conteudo de HMF entre 0,8 a 1,5 mg kg'1 em méis
organicos portugueses. Boussaid et al., (2018) relataram conteudo de HMF entre 12,1 to 27,4
mg kg em méis tunisianos, com destaque para os méis de eucalipto que tiverem os maiores
valores comparados aos méis de laranjeira, o que concorda com o presente estudo, pois 0s
méis de eucalipto (n = 27) apresentaram, em média, 17,58 mg kg'1 de HMF, enquanto os méis
de laranjeira (n = 2) 9,81 mg kg'. A amostra de mel de cornichdo (n = 1), uma espécie de
leguminosa forrageira, apresentou o maior teor de HMF, 18,65 mg kg™, entre as amostras
monoflorais. Etretanto, os méis multiflorais (n = 60) apresentaram valores mais elevados de

HMF, em média, 30,24 mg kg'l, comparado a 17,10 mg kg'1 nos méis monoflorais (n = 30).
Atividade Diastasica
A atividade diastasica das amostras de méis analisadas foi de 9,4 unidades Gothe em

média, sendo o intervalo 3,1 — 15,8 unidades Go6the e desvio padrdao 2,8 unidades Gothe. Os

regulamentos internacionais estabelecem o valor minimo de 8 na escala de GoOthe para
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atividade diastasica, com exce¢do dos méis com baixo teor natural de enzimas e méis com
teor de HMF ndo superior a 15 mg kg”. O valor minimo da atividade diastasica pode ser 3
unidades Gothe, que € o caso de algumas amostras monoflorais analisadas. Os valores obtidos
sao tipicos de mel nao processado em 84,4% das amostras. No entanto, 15,55% das amostras
apresentaram valores inferiores ao estabelecido pela legislagdo. Desta forma, estas ultimas
podem ter sido submetidas a superaquecimento (60°C) ou ndo sdo amostras de méis de
producao recente, visto que, as diastases (alfa e beta amilases) sdo enzimas naturalmente
presentes no mel, sendo sensiveis ao calor e conseqilientemente indicam o grau de preservacao
do mel (SILVA et al. 2016).

Bentabol Manzanares et al., (2014) relataram atividade diastdsica entre 4,90 e 43,97
unidades Gothe ao analisar méis monoflorais espanhois, neste estudo a maioria dos resultados
foram mais elevados quando comparados com os valores de atividade diastasica do presente
trabalho. Conforme Moreira et al., (2010) os parametros HMF e atividade diastasica no mel
estdo relacionados a sua qualidade e processamento térmico, eles relataram resultados entre
10,55 e 12,40 unidades Gothe em méis brasileiros de regides tropicais similares a média de

atividade diastéasica do presente estudo.
Cinzas

Os méis considerados neste estudo apresentaram teores de cinzas entre 0,04 ¢ 1,04 g
100g™, sendo a média 0,32 g 100g” e desvio padrdo 0,14 g 100g”. Apenas 3 amostras
exederam o limite de 0,6 g 100g™ de cinzas (BRASIL, 2000), o que pode ser indicativo de
adulteragdao por melaco. Desta forma cerca de 96% dos méis analisados apresentaram o teor
de cinzas previsto na legislacdo. Segundo Habib et al., (2014), o conteido de cinzas ¢ um
parametro usado para determinar se o mel ¢ floral, melaco (ndo floral) ou mistura. Eles
relataram resultados entre 0,06 g 100g™ a 0,31 g 100g™, indicando auséncia de adulteragdes
com melago nas 16 amostras de méis provenientes dos Emirados Arabes. Estes valores foram
similares a maioria dos resultados do presente estudo. Assim como os resultados encontrados
por Estevinho et al., (2012) que relataram teores de cinzas, entre 0,07 g 100g™ ¢ 0,43 g 100g™

em méis portugueses.

Condutividade elétrica
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Os valores de acidez total dos méis analisados variaram de 0,14 a 0,80 mS cm™, sendo
a média 0,35 mS cm’! e desvio padrdo 0,12 mS cm™. Desta maneira, todas as amostras
estavam de acordo com o padrio maximo recomendado de 0,80 mS cm” (CODEX
ALIMENTARIUS, 2001). A legislagdo brasileira nao inclui este parametro (BRASIL, 2000).

Estevinho et al. (2012) relataram valores mais elevados para acidez total comparado
ao presente estudo. Eles analisaram 75 méis portugueses com acidez total entre 0,46 a 0,99
mS cm™, sendo a média 0,66 mS cm™ e desvio padrdo 0,10 mS cm™. Enquanto que resultados
menores aos do presente estudo foram relatados, 0,25 — 0,60 mS cmfl, para méis monoflorais
produzidos em uma regido semiarida dos Emirados Arabes Unidos (HABIB et al., 2014).
Outro estudo em 39 amostras de méis monoflorais gregos também relatou valores mais
elevados para acidez total, acidez total entre 0,41 ¢ 1,74 mS cm’! (KARABAGIAS et al.,
2014).

A acidez total do mel pode ser explicada levando-se em consideracdo o teor de cinzas
e acidos do mel, que reflete a presenca de ions e acidos organicos; quanto maior a
concentracdo, maior sera a acidez total. Porém, maiores valores de condutividade elétrica nao
necessariamente correspondem a maiores quantidades de cinzas nos méis (ESTEVINHO et
al., 2012). Outros fatores, como a origem floral, a quantidade de 4cidos organicos e proteinas
e o tempo de armazenamento também podem influenciar a condutividade elétrica das

amostras de mel (ESCUREDO et al., 2014).
pH

O baixo pH do mel entre 3,2 e 4,5 inibe a presenca e o crescimento de
microrganismos. O que ¢ de grande importancia durante a extragdo e armazenamento do mel,
pois influencia sua estabilidade e vida de prateleira (DA SILVA et al., 2016). As amostras de
mel apresentaram pH de 3,4 a 4,8, sendo a média de 4,1 e desvio padrao 0,3. Esses valores de
pH foram semelhantes aos relatados por Chakir et al., (2016) em méis do Marrocos, entre 3,52
e 5,13, por Estevinho et al., (2012) em méis portugueses, 3,5 a 4,0 e também por Boussaid et

al., (2018) em méis tunisianos, entre 3,67 ¢ 4,11.
Acidez Livre

A média de acidez livre das amostras de mel foi de 31,7 meq kg™, com valores entre

12,0 - 54,9 meq kg™ e o desvio padrio 8,4 meq kg”'. A maioria das amostras investigadas,
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97,8%, atenderam as exigéncias estabelecidas nos regulamentos (CODEX ALIMENTARIUS,
2001; EC, 2001), que exigem nio mais que 50 meq kg', o que indica a auséncia de
fermentagoes.

Os altos valores de acidez livre de duas das amostras podem indicar fermentagdo do
acucar do mel por leveduras. Durante a fermentagdo, a glicose e a frutose sdo convertidas em
didéxido de carbono e alcool. O 4alcool pode ser hidrolisado na presenca de oxigénio e
convertido em acido acético, mas normalmente essa conversao ¢ feita por Acetobacter aceti.
Isso contribui muito para o nivel de acidez no mel (BOUSSAID et al., 2018).

Os dados na literatura a respeito da acidez livre de méis apontam intervalos similares
ao presente estudo, 20,10 - 35,20 meq kg’ (BENTABOL MANZANARES et al., 2014),
18,08 - 41,54 meq kg'1 (KARABAGIAS et al., 2014), 8,86 - 44,09 meq kg'1 (CHAKIR et al.,
2016) e 17,10 - 20,50 meq kg'1 (MOREIRA et al., 2010).

Acidez Total

A acidez total ¢ a soma da acidez livre e lactonica. A média de acidez total das
amostras de mel foi 38,1 meq kg, o desvio padrio 8,53 meq kg e os valores minimo e
maximo entre 19,6 - 67,5 meq kg'l. A maioria das amostras investigadas, 92,2%, atenderam a
exigéneia de ndo mais que 50 meq kg’ para acidez do mel. Porém 7 amostras ultrapassaram
um pouco o limite estabelecido na legislacao (BRASIL, 2000).

Outros autores relataram intervalos de acidez total similares ao presente estudo,
Karabagias et al., (2014), entre 23,75 e 44,94 meq kg'l, Bouhlali et al., (2019) , entre 23,55 ¢
43,53 meq kg e Tornuk et al., (2013), entre 6,23 e 34,93 meq kg™

Acucares redutores

O mel é composto principalmente de monossacarideos glicose e frutose. O conteudo
de agucares redutores dos méis analisados variou de 59,6 a 83,7 g IOOg'l, sendo a média 70,6
g 100g™” e o desvio padrio 3,9 g 100g”. Apenas uma amostra apresentou agucares redutores
abaixo do estabelecido na legislagao (BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EC,
2001).

Outras pesquisas relataram valores de aglicares redutores similares ao presente estudo.
Isla et al., (2011) entre 67,7 ¢ 73,5 g 100g™, Estevinho et al., (2012), entre 66,7 até 76,9 g
100g" e Boussaid et al., (2018) entre 66,85 ¢ 74,42 g 100g™".
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Sacarose Aparente

A média dos resultados de sacarose aparente foi de 0,3 g 100g” no intervalo de 0 até
8,5 g 100g™”, sendo o desvio padrio 1,3 g 100g™ entre as 90 amostras analisadas. Quatro
amostras apresentaram o contetido de sacarose aparente superior a 5 g 100g” exigido pela
legislagao internacional (CODEX ALIMENTARIUS, 1999; EC, 2001), enquanto duas
amostras apresentaram o contetido de sacarose superior a 6 g 100g™" exigido pela a legislagdo
brasileira (BRASIL, 2000).

Os teores foram similares a pesquisa de Isla et al., (2011) que reportou sacarose
aparente entre 0,4 ¢ 5,6 g IOOg'1 em 13 méis argentinos, enquanto Tornuk et al., (2013)
reportaram valores elevados de sacarose aparente entre 2,85 ¢ 8,44 g 100g” em 20 méis
produzidos na Turquia.

Segundo Bouhlali et al., (2019), este parametro ¢ usado para detectar o manejo
incorreto do mel, pois niveis elevados podem ser devido a maturacdo inadequada ou
alimentacao artificial das abelhas com xaropes de sacarose. O baixo teor de sacarose aparente
indica que a sacarose do néctar da flor foi completamente convertida em glicose e frutose, € o
mel esta no ponto adequado de coleta. Neste estudo eles analisaram 11 méis monoflorais
produzidos no Marrocos e encontraram sacarose aparente entre 0,92 g 100g” no mel de

eucalipto a 2,35 g 100g™" no mel de laranjeira.
CONCLUSAO

A andlise por agrupamento hierarquico forneceu informagdes sobre a diferenciacdo
dos 10 parametros de qualidade das amostras classificados em grupos usando distancias
euclidianas. No entanto, esta andlise exploratoria ndo conseguiu indicar um parametro ou
conjunto de parametros que discriminasse o sistema de producdao ou a origem floral das
amostras. Para tanto, os dados foram submetidos em blocos a andlise de componentes
principais.

Através da ACP foi possivel explicar 49,90% das varidveis do sistema de produgao
convencional e 48,38% das variaveis do sistema de produg@o organico. Sobre a origem floral,
a ACP tornou possivel explicar 47,55% das variaveis do mel de origem monofloral e 50,12%

das variaveis do mel de origem multifloral.
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Os parametros pH e sacarose aparente ndo apresentaram diferenga significativa entre o
grupo de méis de origem multifloral e monofloral, enquanto, os parametros umidade,
condutividade elétrica e acidez livre apresentaram diferencas significativas quando
comparados entre o grupo do sistema de producao organico e o convencional.

Quando considerados os teores de atividade diastdsica e HMF do grupo de méis
organicos e do grupo de méis convencionais, claramente ambos sistemas de producao
produziram méis de alta qualidade. O desvio padrao destes pardmetros demonstra que
houveram algumas excegdes.

O grupo de amostras de origem multifloral apresentou resultados mais elevados para
umidade, acidez livre, acidez total, sacarose aparente, atividade diastasica ¢ HMF em relacao
aos resultados do grupo de méis monoflorais.

Ao analisar as 90 amostras de méis individualmente, a grande maioria dos resultados
estavam dentro dos limites maximos definidos pela legislacdo nacional e internacional

vigente.
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Tabela 1S - Sistema de producao, origem floral e vegetacdo proéxima da colmeia de cada uma
das 90 amostras de méis.

Amostras  Sistema de produgdo Origem floral Vegetacao proxima
1 Convencional Multifloral Soja, Milho

2 Convencional Multifloral Soja

3 Organico Multifloral Soja, Arroz

4 Organico Monofloral Eucalipto

5 Organico Monofloral Eucalipto

6 Organico Monofloral Laranjeira

7 Convencional Monofloral Laranjeira

8 Organico Monofloral Eucalipto

9 Convencional Monofloral Eucalipto

10 Organico Monofloral Eucalipto

11 Convencional Monofloral Eucalipto

12 Organico Monofloral Eucalipto

13 Organico Multifloral Soja e Milho
14 Organico Multifloral Eucalipto

15 Organico Monofloral Eucalipto

16 Organico Monofloral Eucalipto

17 Organico Monofloral Eucalipto

18 Organico Monofloral Eucalipto

19 Organico Monofloral Eucalipto

20 Organico Multifloral Floresta Nativa
21 Convencional Monofloral Eucalipto

22 Organico Multifloral Floresta Nativa
23 Organico Multifloral Floresta Nativa
24 Convencional Monofloral Eucalipto

25 Convencional Multifloral Fumo, Milho e Soja
26 Organico Monofloral Eucalipto

27 Organico Multifloral Milho e Fumo
28 Organico Multifloral Soja, Milho e Arroz
29 Convencional Multifloral Milho e Fumo
30 Convencional Monofloral Eucalipto

31 Organico Multifloral Milho e Fumo
32 Organico Monofloral Eucalipto

33 Organico Monofloral Eucalipto

34 Organico Monofloral Eucalipto

35 Convencional Multifloral Milho e Fumo
36 Convencional Multifloral Soja e Milho
37 Convencional Multifloral Soja, Milho e Arroz
38 Convencional Multifloral Soja e Milho
39 Convencional Multifloral Soja

40 Organico Monofloral Eucalipto



41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

Organico
Organico
Organico
Organico
Convencional
Organico
Convencional
Convencional
Convencional
Organico
Organico
Convencional
Convencional
Organico
Convencional
Convencional
Convencional
Convencional
Organico
Organico
Organico
Convencional
Convencional
Convencional
Convencional
Convencional
Convencional
Convencional
Convencional
Organico
Organico
Organico
Organico
Organico
Organico
Organico
Convencional
Convencional
Convencional
Organico
Organico
Convencional
Convencional
Convencional
Convencional

Organico

Monofloral
Monofloral
Monofloral
Monofloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Monofloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Monofloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral
Monofloral
Multifloral
Multifloral
Monofloral
Multifloral

Eucalipto
Eucalipto
Eucalipto
Eucalipto

Soja e Fumo
Floresta Nativa

Floresta Nativa e Soja

Soja e Milho
Soja

Nao Informado
Nao Informado
Soja

Soja

Nao Informado
Soja

Soja

Soja

Soja

Nao Informado
Nao Informado
Nao Informado
Nao Informado
Cornichdo
Floresta Nativa
Floresta Nativa
Soja

Soja

Soja

Soja

Nao Informado
Nao Informado
Nao Informado
Nao Informado
Nao Informado
Nao Informado
Nao Informado
Eucalipto

Soja

Soja

Nao Informado
Nao Informado
Eucalipto

Soja

Soja

Eucalipto

Nao Informado
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88
&9
90

Convencional
Convencional
Convencional

Organico

Multifloral
Multifloral
Multifloral
Multifloral

Soja

Arroz

Nao Informado
Nao Informado

*NI = Nao Informado
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4 DISCUSSAO

As abelhas constituem indicadores confiaveis de qualidade ambiental porque sua
intensa atividade de forrageamento as coloca em contato com um grande niimero de poluentes
em um amplo raio ao redor da colmeia, dependendo da abundancia de alimentos. Um declinio
nas populacdes de abelhas estd sendo observado em muitas partes do mundo, evidenciando a
necessidade de monitoramento. Pesquisadores suspeitam que isso possa ser devido a uma
combinac¢do de vdarias doencas, poluicdo ambiental e pratica agricola, principalmente devido
ao uso abusivo de produtos fitossanitarios cada vez mais toxicos e das grandes monoculturas
(BADIOU-BENETEAU et al., 2013). A abelha melifera é, portanto, uma espécie de particular
interesse na ecotoxicologia terrestre ¢ o mel tem sido objeto de estudo como indicador de
polui¢ao ambiental.

Os PCBs tem natureza lipofilica, eles entraram na cadeia alimentar acumulando-se em
gorduras, mas também podem estar presentes em produtos ndo gordurosos, como o mel.
Devido ao contato das abelhas com a contamina¢do ambiental do ar e da poeira, seja durante o
voo ou ao coletar o néctar das plantas, os PCBs podem ser encontrados no mel e nos demais
produtos apicolas (KUTAWSKI; NAMIESNIK, 2008; SHENDY et al., 2016). Os dados sobre
a contaminagdo dos méis analisados demonstraram a presenga de 4 congéneres de bifenilas
policloradas em micro-regides de 9 municipios do estado do Rio Grande do Sul. Embora a
contaminagdo seja em nano gramas por grama de mel, representando um baixo risco, trata-se
de um poluente organico persistente, classificado pela International Agency for Research on
Cancer (IARC) como comprovadamente carcinogénico para seres humanos e animais, Grupo
1 (IARC, 2016; LAUBY-SECRETAN et al., 2016).

O estudo realizado no estado do Rio Grande do Sul demonstrou que a contaminagao
por PCBs em soro de corddo umbilical de recém-nascidos foi considerada elevada, quando
comparada com estudos realizados na Europa e Estados Unidos (MOHR et al., 2015),
confirmando que essa contaminacdo também esta presente nos seres humanos.

Foi observado que algumas amostras apresentaram contaminag¢do mais elevada quando
comparado com outras pesquisas que investigaram PCBs em méis italianos, egipcios,
libaneses, turcos e espanho6is (HERRERA et al., 2005; ERDOGRUL, 2007; CHIESA et al.,
2016; SHENDY et al., 2016; SAITTA et al, 2017; AL-ALAM et al., 2019;). E de
conhecimento que ndo existiram fabricas de PCBs no Brasil, portanto o descarte inadequado
de equipamentos elétricos antigos contendo PCBs ¢ provavelmente a maior causa dessa

contaminagao.
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O mel de um sistema de producdo convencional pode ser afetado pela contaminacio
direta associada as praticas apicolas adotadas, bem como pela contaminagdo indireta
decorrente de fontes ambientais e praticas agricolas (SHENDY et al., 2016; TETTE et al.,
2016). Os méis organicos sdo produzidos segundo principios ecologicos e naturais estritos,
que tém como objetivo melhorar a seguranca alimentar do mel (CODEX ALIMENTARIUS,
1999). Todavia, a presenca de bifenilas policloradas nas amostras de mel indica que as
abelhas foram expostas a poluicao ambiental tanto no sistema de producdo organico quanto no
convencional. Isso demonstra que o sistema de producao nao foi um fator determinante na
contaminag¢do por PCBs dos méis analisados nesta pesquisa.

O mel ¢ um produto muito valorizado, principalmente no mercado externo, fazendo
com que a exportacdo seja o destino de grande parte da producdo apicola brasileira. A
exportagdo ¢ mais vantajosa em quantidade e preco do que o mercado interno. Por isso, a
busca por rigorosos padrdes de identidade e qualidade se faz fundamental para atender um
mercado consumidor cada vez mais exigente (CHIESA et al., 2016; ASSOCIACAO
BRASILEIRA DOS EXPORTADORES DE MEL - ABEMEL, 2020). Ao analisar os
resultados dos padrdes de identidade e qualidade individualmente, a grande maioria dos 90
méis estava dentro dos limites definidos pela legislagdo nacional e internacional, o que
permite afirmar que o mel produzido no Rio Grande do Sul tem boa qualidade, fato que
evidencia a adogdo de boas praticas apicolas pelos apicultores do Estado.

Os méis oriundos predominantemente de uma unica fonte floral tém maior demanda
por parte do consumidor, o que significa que também apresentam maior valor comercial para
os produtores. O mel organico também ¢ mais caro e procurado pelo consumidor com intuito
de consumir um produto livre de contaminantes (CHIESA et al., 2016). Uma parcela
significativa dos méis investigados apresenta tais caracteristicas, sendo monoflorais e/ou
organicos. Essas especificidades agregam valor aos produtos, o que incentiva a sua produgao.

Anadlises estatisticas multivariadas tém sido aplicadas com sucesso em busca da
relagdo dos parametros quimicos, fisicos, sensoriais, compostos fenolicos e teor de metais
com fatores como origem floral e geografica do mel (YUCEL; SULTANOGLU, 2013;
SOUSA et al., 2016; BALOS et al., 2020; MADAS et al., 2020). No presente trabalho a
analise de agrupamento hierdrquico possibilitou evidenciar a interacdo entre as varidveis
distintas. Enquanto a andlise de componentes principais, utilizando autoescalonamento que
confere pesos iguais para todas as variaveis (SOUSA et al., 2016), resultou nas projecdes de
diferentes sistemas de produgdo e origens florais. Desta forma, foi possivel visualizar os

vetores € a contribuicdo de cada varidvel. As variaveis em questdo foram os parametros
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umidade, cinzas, condutividade elétrica, pH, acidez livre, acidez total, acucares redutores,
sacarose aparente, atividade diastdsica e HMF dos méis. Portanto, através da ACP foi possivel
explicar 49,90% das variaveis do sistema de produgdo convencional e 48,38% das varidveis
do sistema de producdo organico. Sobre a origem floral, a ACP tornou possivel explicar
47,55% das variaveis do mel de origem monofloral e 50,12% das variaveis do mel de origem
multifloral.

Ao comparar os resultados, entre os grupos de méis de origem multifloral e
monofloral, foi verificado que os parametros pH e sacarose aparente nao diferiram
significativamente. Os pardmetros umidade, condutividade elétrica e acidez livre
apresentaram diferengas significativas entre o grupo do sistema de producdo organico € o
convencional. Uma possivel explicagdo para essas diferencas pode estar nas praticas apicolas
adotadas.

Na ultima década, varios estudos foram publicados sobre as caracteristicas fisicas e
quimicas de méis de diferentes origens (ISLA et al, 2011; TORNUK et al.,, 2013;
KARABAGIAS et al., 2014; BENTABOL MANZANARES et al., 2014; CHAKIR et al.,
2016; SOUSA et al., 2016; BOUSSAID et al., 2018), o que revela a importancia e o interesse
em se determinar a qualidade do mel.

Os artigos que foram desenvolvidos, os quais abordam a contaminagdo ambiental dos
méis do Rio Grande do Sul de diferentes origens florais e sistemas de produgao, bem como os
seus parametros de qualidade, podem ajudar apicultores, pesquisadores e consumidores a
compreender melhor as caracteristicas do mel produzido no Estado e a importancia do
monitoramento da contaminagdo ambiental de PCBs ao qual as abelhas e as colmeias estdao
expostas, como forma de alertar e prevenir a ingestao destes poluentes organicos persistentes

pelos seres humanos.
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5 CONCLUSAO

O método analitico foi aplicado com sucesso para avaliar os congéneres de PCBs em
mel. Foram encontrados 4 congéneres. As amostras contaminadas sdo oriundas de colmeias
instaladas em 9 municipios do Rio Grande do Sul e s3o em sua maioria, de origem multifloral.

A presenca de bifenilas policloradas nas amostras de mel indica que as abelhas foram
expostas a poluicdo ambiental tanto no sistema de produgdo organico quanto no sistema de
produgdo convencional.

A monitoragdo de bifenilas policloradas no ambiente e nos alimentos ¢ necessaria para
garantir que a exposi¢do humana a contaminantes, especialmente por ingestdo alimentar, seja
prevenida. Os resultados do presente estudo mostraram a presenga de PCBs em mel,
confirmando as abelhas e colmeias como indicadores apropriados da contaminag¢do no meio
ambiente.

A andlise por agrupamento hierarquico forneceu informagdes sobre a diferencia¢do
dos 10 parametros de qualidade das amostras, classificando em grupos e usando distancias
euclidianas. Desta forma, os agrupamentos evidenciaram a interagdo entre as variaveis
distintas.

Através da andlise de componentes principais foi possivel explicar 49,90% das
variaveis do sistema de produg¢do convencional e 48,38% das varidveis do sistema de
producdo organico. Sobre a origem floral, a ACP tornou possivel explicar 47,55% das
variaveis do mel de origem monofloral e 50,12% das variaveis do mel de origem multifloral.

Entre os 10 parametros avaliados, apenas os parametros pH e sacarose aparente ndo
apresentaram diferenga significativa entre o grupo de méis de origem multifloral e
monofloral. Os pardmetros umidade, condutividade elétrica e acidez livre apresentaram
diferencas significativas entre o grupo do sistema de producao organico e o convencional.

Os resultados de atividade diastasica e HMF do grupo de méis organicos e do grupo de
méis convencionais revelam que ambos sistemas de producdo produziram méis de alta
qualidade. O desvio padrao destes parametros demonstra que houveram algumas excecoes.

O grupo de amostras de origem multifloral apresentou resultados mais elevados para
umidade, acidez livre, acidez total, sacarose aparente, atividade diastasica e HMF em relacao

aos resultados do grupo de méis monoflorais.
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Ao analisar os resultados dos padrdes de identidade e qualidade individualmente, a
grande maioria dos 90 méis estavam dentro dos limites definidos pela legislacdo nacional e

internacional.
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