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RESUMO

Os méis possuem aromas variados devido a presenga de compostos organicos volateis
(COVs). Os COVs podem variar de acordo com a origem botanica e geografica e tém sido
usados como marcadores quimicos florais. A identificagdo destes marcadores ¢ importante
para agregar valor de mercado ao produto e ser usada como impressao digital. No Brasil, a
regido de Ortigueira ¢ reconhecida pela producdo de mel de alta qualidade que estd
relacionada as floras da regido. Este trabalho teve como objetivo verificar a possibilidade de
identificacdo geografica dos méis de Ortigueira usando os COVs através de micro extracao
em fase solida (SPME) e cromatografia a gas com detector por ionizagdo de chama (GC-FID).
Em testes preliminares foram definidas como condi¢des da SPME, 5 min para o tempo de
equilibrio, 30 min para o tempo de extracdo e temperatura de extracdo de 60 °C. Com base na
revisdo de trabalhos similares publicados, foram escolhidos 10 padrdes para a caracterizagao
do perfil volatil de cada amostra de mel. Os cromatogramas foram pré-tratados para a
correcdo de linha base e usando o algoritmo icoshift os picos dos padrdes foram alinhados. Na
sequéncia, foi realizado o céalculo da area total de cada cromatograma que foi utilizada para a
normalizacdo das areas dos padrdes obtendo-se assim a porcentagem relativa de cada
composto. M¢étodos estatisticos univariados (ANOVA) e multivariados (PCA) foram
empregados para analisar os resultados usando o software MATLAB R2021a. O somatdrio da
area relativa dos 10 padroes variou entre 28,90% ¢ 87,17%, sendo o 6xido de linalol (cis e
trans) e linalol os compostos de maior area relativa. A ANOVA identificou diferencas
significativas entre as amostras de Ortigueira (O) e outras cidades (E) para os compostos
benzaldeido, 6xido de cis-linalol, 6xido de trans-linalol e linalol. A PCA confirmou os
compostos benzaldeido, 6xido de cis-linalol, 6xido de trans-linalol e linalol como potenciais
COVs para a discriminac¢ao dos méis de Ortigueira. Mesmo diante da elevada complexidade
das amostras avaliadas (devido a variedade de flores e locais dos méis) foi possivel identificar
o linalol como o principal potencial marcador quimico dos méis produzidos na regido de
Ortigueira usando SPME e GC-FID.

Palavras-chave: andlise de componentes principais; quimiometria; denominagdo de origem.



ABSTRACT

Honey has various aromas due to the presence of volatile organic compounds (VOCs). VOCs
can vary according to botanical and geographical origin and have been used as floral chemical
markers. The identification of these markers is important to add market value to the product
and to be used as a fingerprint. In Brazil, the Ortigueira region is recognized for the
production of high-quality honey that is related to the floras of the region. This work aimed to
verify the possibility of geographic identification of honey from Ortigueira using VOCs
through micro solid-phase extraction (SPME) and gas chromatography with flame ionization
detector (GC-FID). In preliminary tests, 5 min for equilibration time, 30 min for extraction
time, and an extraction temperature of 60 °C were set as SPME conditions. Based on the
review of similarly published works, 10 standards were chosen for the volatile profile
characterization of each honey sample. The chromatograms were pretreated for baseline
correction and using the icoshift algorithm the peaks of the standards were aligned. Then the
total area of each chromatogram was calculated and used to normalize the areas of the
standards to obtain the relative percentage of each compound. Univariate (ANOVA) and
multivariate (PCA) statistical methods were employed to analyze the results using MATLAB
R2021a software. The sum of the relative area of the 10 standards varied between 28.90% and
87.17%. Linalool oxide (cis and trans) and linalool being the compounds with the highest
relative area. The ANOVA identified significant differences between the samples from
Ortigueira (O) and other cities (E) for the compounds benzaldehyde, cis-linalool oxide, trans-
linalool oxide and linalool. The PCA confirmed the compounds benzaldehyde, cis-linalool
oxide, trans-linalool oxide, and linalool as potential VOCs for the discrimination of honey
from Ortigueira. Even in the face of the high complexity of the samples evaluated (due to the
variety of flowers and locations of the honey), it was possible to identify linalool as the main
potential chemical marker of the honey produced in the Ortigueira region using SPME and
GC-FID.

Keywords: principal component analysis; chemometrics; appellation of origin.
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1 INTRODUCAO

O mel é um alimento de fonte natural que passa por poucos processos, € ¢
caracterizado pela complexidade de sua composi¢do que varia de acordo com a espécie de
abelha, regido geografica, a flora do néctar utilizado e as suas condi¢des de armazenamento
(KARABAGIAS et al., 2014).

Os componentes majoritdrios do mel sdo agucares, mais especificamente frutose e
glicose, j4 em menor concentracdo encontram-se as enzimas, proteinas, acidos organicos,
minerais, compostos volateis, os quais compde aromas e sabores, que dao as caracteristicas
unicas de cada tipo de mel. Dentre os compostos volateis, poucos sdao naturalmente
encontrados no néctar derivado do polen, enquanto outros sao inseridos pelas abelhas durante
o processo de maturagdo do mel, determinando assim as diferencas de composicdo e
propriedades funcionais de cada mel (SANT’ANA et al., 2012; MANZANARES et al.,
2014).

No decorrer dos anos foram encontradas centenas de compostos diferentes na fragdo
volatil, e isso deve-se aos diferentes tipos de floras. Considerando que a composi¢ao do aroma
de alguns tipos de mel ainda ndo foi estudada, ¢ provavel que o niimero de volateis de mel
identificados aumente ainda mais. Esses compostos sdo especificados como marcadores
florais do mel. Alguns compostos foram relatados como componentes caracteristicos do mel
de determinadas regides geograficas, tais como o mel inglés, que possui 1-penten-3-ol como
composto especifico da sua regiio e bioma (VERZERA et al., 2001; KASKONIENE;
VENSKUTONIS; CEKSTERYTE, 2008).

Segundo Bertelli et al. (2008), alguns tipos de mel podem ser diferenciados a partir de
um composto correlacionado com seu bioma. Porém, o aroma da maioria dos méis depende
do grupo de constituintes dele que sdo acidos, alcoois, ésteres, aldeidos, cetonas entre outros,
0s quais juntos formam os aromas caracteristicos de cada “matriz” inica de mel.

Existem diversas técnicas de isolamento de compostos volateis que podem ser
aplicadas ao mel. A concentracao dos volateis no mel em geral € muito baixa, portanto, antes
do seu isolamento, ¢ altamente recomendavel remover aclcares, que sdo os principais
componentes do mel. Varios métodos de isolamento foram desenvolvidos como extragdo por
destilacdo, extra¢do dindmica, extragdo por ultrassom, extragcdo por solvente e micro extragao
em fase solida. Cada técnica de isolamento possui vantagens e desvantagens especificas,

como tempo, perda de volateis associada a utilizacdo de solventes, aquecimento que pode
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gerar compostos toxicos e ndo presentes na matriz natural devido a degradagao térmica dos
agucares. Com isso, a utilizagdo mais eficaz até o momento ¢ via micro extragdo em fase
solida (SPME), que nao utiliza solventes, ¢ uma técnica rapida e de baixo custo que pode ser
acoplada a métodos instrumentais de separagdo e identificacdo de volateis como a
cromatografia gasosa (GC) (RADOVIC et al., 2001; BIANCHI; CARERI; MUSCI, 2005;
ALISSANDRAKIS et al., 2005).

A cromatografia gasosa ¢ uma técnica muito utilizada na analise de compostos volateis
ou volatilizaveis que apresenta uma vasta area de aplicagdo, variabilidade e extrema
sensibilidade, associada a uma alta precisdo e sensores que permitem baixos limites de
detecgdo. Foi implementada no século XX, mais especificamente na década de 50, onde
devido a grande versatilidade da técnica acarretou-se grande investimento para uma rapida e
continua evolucdo de métodos e equipamentos (COLLINS; BRAGAS; BONATO, 2006).

Assim, o presente trabalho teve por objetivo diferenciar amostras de mel provenientes
de diferentes regides (regido Ortigueira, no Parand, e arredores), utilizando-se cromatografia
gasosa, fazendo-se extracdo pela técnica de SPME no headspace estatico, avaliando-se os
resultados a partir de métodos quimiométricos para relacionar os resultados dos compostos

volateis com a origem das amostras dos méis.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Diferenciar méis de acordo com suas origens a partir da composigdo em volateis
utilizando-se HS-SPME como forma de extra¢do, GC-FID como técnica de medida e PCA

para reconhecimento de padrdes.

1.1.2 Objetivos especificos

e Estabelecer as melhores condi¢des de andlise por cromatografia gasosa para a
separacao ¢ identificagdo dos padrdes de compostos volateis que podem existir nas
amostras de mel;

e Aplicar a metodologia HS-SPME-GC-FID na analise de amostras de mel;

e Diferenciar as amostras de mel com base nos dados cromatograficos utilizando
quimiometria e correlacionar os compostos voldteis com a origem geografica das

amostras.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mel

Durante anos, o mel sempre foi considerado uma mercadoria especial e respeitada,
utilizado pelo homem desde os tempos mais antigos. Evidéncias de seu uso pelo ser humano
aparecem desde a Pré-historia, com intimeras referéncias em pinturas rupestres € em escrituras
e pinturas do antigo Egito, Grécia e Roma. O aproveitamento do mel na nutricdo humana nao
se limita apenas a sua caracteristica adogante, mas pelos seus fatores nutricionais e inimeras
substancias benéficas ao equilibrio dos processos bioldgicos do corpo humano (CAMARGO;
PEREIRA; LOPES, 2002).

De acordo com a Instru¢do Normativa N° 11 de 20 de outubro de 2000 do Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), o mel ¢ o “produto alimenticio produzido
pelas abelhas Apis mellifera, a partir do néctar das flores, das secrecdes procedentes de partes
vivas das plantas ou de excregdes de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas
das mesmas, que as abelhas recolhem, transformam, combinam com substancias especificas
proprias, armazenam e deixam madurar nos favos da colmeia produtora” (BRASIL, 2000).

Segundo Baroni ef al. (2006) o mel, no geral ¢ uma solugdo supersaturada de acucar,
com mais de 95% de sua massa composta de agucar e dgua, embora diferentes nutrientes
valiosos, como vitaminas, minerais, enzimas, compostos organicos aromatizantes,
aminoacidos livres e iniimeros compostos volateis constituam componentes menores. No
entanto, ¢ essa fracdo menor da composicdo geral que ¢ responsavel pelas propriedades
sensoriais e nutricionais unicas do mel.

O mel ¢ considerado uma das mais variadas misturas de carboidratos produzida pela
natureza, sendo um alimento energético muito relevante pelas suas propriedades nutritivas,
aromas e sabores. Os diferentes sabores e aromas descobertos dependem em sua maioria da
flora, condi¢des climaticas e area geografica de onde se localiza a colmeia produtora
(BILUCA et al., 2014; JANDRIC et al., 2015).

No que diz respeito a sua origem, o mel pode ser classificado como floral quando ¢
derivado do néctar das plantas com flores ou ndo floral quando ¢ derivado de depdsitos doces
secretados por partes vivas das plantas ou excretados por suc¢do de seiva ou insetos sugadores
como cochonilhas, que excretam um liquido adocicado na forma de gostas em plantas que se

encontram em seu habitat. A abelha coleta esses liquidos e utiliza como matéria-prima para
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producdo de mel. Geralmente, as abelhas preferem coletar o néctar como fonte principal de
matéria-prima, utilizando as demais em periodos de baixa disponibilidade de néctar
(CASTRO-VAZQUEZ et al., 2006; MANYI-LOH; NDIP; CLARKE, 2011).

A origem do mel floral pode ser de uma unica flora, sendo ele monofloral ou
polifloral, onde multiplas espécies vegetais contribuem diretamente no néctar. Cada tipo de
flora, assim como espécie de abelha determina muitas caracteristicas do mel como sensorial,
fisico-quimica e a nivel celular, mudando seus aspectos em diversos sentidos de um mel para
o outro. Sua origem estd diretamente relacionada a flora e regido geografica, assim
diferenciando  também em sua qualidade (KASKONIENE; VENSKUTONIS;
CEKSTERYTE, 2008).

Os méis possuem aromas singulares devido a individualidade de seus constituintes
volateis, em sua maioria decorrentes do néctar de origem, condi¢des climdticas e regido,
assim como as demais caracteristicas. A elevada variedade de compostos volateis encontrada
nos méis faz com que a representagdo do seu aroma consiga ser utilizado como uma
impressio digital do produto. E possivel estabelecer a origem dos méis a partir de marcadores,
que sdo determinados a partir da constituicdo de sua fracdo volatil (CUEVAS-GLORY et al.,
2007; YANG et al., 2012; CASTRO-VAZQUEZ et al., 2014).

No Brasil, devido a grande extensdo territorial, flora altamente diversificada,
diversidade climatica e grande quantidade de espécies de abelhas a produ¢do de mel ocorre
durante o ano todo. Esses fatores sdo unicos em correlacdo aos demais paises onde, a
producdo de mel normalmente acontece apenas em um periodo especifico do ano. Com isso
ha regides como o semiarido nordestino que se destaca por possuir condigdes que favorecem a
atividade apicultura devido ao clima, bioma natural, promovendo um fluxo constante de
néctar e polen durante todo o ano, com poucas taxas varidveis, assim contribui para a
manutengao de abelhas e colonias sem afetar seu estado natural e ndo utilizar néctar artificial.
(CAMARGQO; PEREIRA; LOPES, 2002; SILVA et al., 2014; SOUSA et al., 2016).

Um grande problema encontrado no mel ¢ a adulteracdo dele. A certificagdo do mel ¢
de demasiada relevancia, pois garante ao consumidor um produto de qualidade, onde
atualmente ¢ um requisito minimo que o mercado precisa apresentar aos consumidores. Com
1Ss0 sd0 necessarios métodos analiticos que garantem a veracidade da origem do mel definida
no rotulo. (TAN et al., 1988; MELO; DUARTE; MATA, 2003).

De acordo com Cajka et al., (2009), os méis de maior valor agregado no mercado sdo
os de origem monofloral e com localizagdes geograficas especificas, devido ao seu sabor e

aroma que caracterizam um produto unico de alto valor agregado.
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Segundo Mel (2008), ¢ notavel a importancia dos compostos volateis do mel, pois a
determinagdo deles que ¢ pouco estudada e muito diversificada agregaria mais valor a um
produto tdo rico. Gerando as marcas que determinam suas impressoes digitais “Fingerprints”
devido a serem encontradas amostras com centenas de compostos devido as suas origens
variaveis, podendo diminuir a falsificagdo e melhorando o sistema de certificagdo do produto
que ¢ muito consumido tanto no Brasil, como no mercado externo, devido a ndo possuir

antibioticos em sua composicao (MELO; DUARTE; MATA, 2003).

2.2 Compostos Volateis

Os aromas ¢ sabores dos alimentos estd diretamente relacionado aos grupamentos
organicos e complexibilidade dos diferentes compostos volateis encontrados no alimento. Os
compostos volateis de baixas concentragdes, influenciam na formagao unica de cada alimento.
Em contrapartida certos compostos possuem um aroma caracteristico que predomina o aroma
do alimento, assim dando apenas aquele aspecto ao mesmo. J4 os compostos volateis sdao
denominados de auxiliares, pois juntos formam o aroma unico de cada respectivo alimento
(GARRUTI, 2001).

De acordo com Bianchi ef al. (2011), os diversos tipos de mel existente possuem
aromas unicos devido aos compostos presentes em sua composi¢ao e isso deve-se a com base
no tipo da fonte da flora que o mel foi metabolizado juntamente com a abelha, do manuseio
durante a elaboragdo, armazenamento e tratamento do mel, ou intervencdes do ecossistema. A
complexibilidade dos compostos volateis encontrada nos méis faz com que o seu perfil de
aroma seja capaz de ser utilizado como uma peculiaridade tnica do produto, possibilitando
assim que este seja usado para determinar sua origem em relacdao ao tipo de flora. A origem
do mel, floral e ou geografica, pode ser determinada conhecendo a composi¢ao de sua fragao
volatil, utilizando bibliotecas integradas (KARABAGIAS et al., 2014).

Alguns compostos volateis de ocorréncia natural sdo caracteristicos da origem
botanica e podem ser considerados marcadores especificos, como o metanantranilato de mel
citrico, 2- hidroxi-5-metil-hexan-3-ona e 3-hidroxi-5-metilhexan-2-ona para mel de eucalipto
ou 2- aminoacetofenona para mel de castanha (BERTELLI et al., 2008).

A origem floral do mel foi caracterizada por uma maior concentragdo ou auséncia de
determinados compostos (terpenos, norisoprenoides, compostos derivados de benzeno e

outros). Mais de 600 compostos organicos foram identificados em diferentes sabores volateis



19

do mel originados de varias vias biossintéticas. Aldeidos, cetonas, ésteres, alcoois,
hidrocarbonetos, acidos e compostos de enxofre sdo os grupos comuns de volateis que foram
detectados em todos os méis. Entre eles, a E-B-damascenona, fenilacetaldeido, linalol de 2-
feniletanol, p-anisaldeido e benzaldeido foram relatados como importantes contribuintes para
o sabor e aroma do mel (DE MARIA; MOREIRA, 2003; BARRA; PONCE-DIAZ;
VENEGAS-GALLEGOS, 2010; VERZERA et al., 2014).

Segundo Manyi-loh; Ndip; Clarke (2011) os derivados de benzenos presentes nos méis
podem ser utilizados na producao de produtos naturais ¢ medicinais possuindo propriedades
antivirais, antibacterianas, antifingicas e efeitos de ajuda no organismo devido a sua intera¢ao
com a resposta imunoldgica. Em contrapartida hidrocarbonetos aromaticos no mel podem
auxiliar como registros de poluicdo ambiental. A caracterizacdo do perfil volatil mostrou-se
eficaz na avaliagdo da fonte botanica do mel. O perfil volatil representa uma impressao
digital quimica de diferentes origens botanicas, uma vez que tanto a natureza quanto a
quantidade de compostos volateis dependem da fonte floral (BARONI et al., 2006; CUEVAS-
GLORY et al., 2007; ALIFERIS et al., 2010).

A cromatografia gasosa (GC) ¢ uma técnica util para o estudo do mel, pois combina
alta eficiéncia e sensibilidade de separagdo, além de fornecer dados qualitativos e
quantitativos para esses compostos combinado a técnicas para analise da fracao volatil como
extracdo por solventes, extracdo-destilacdo, extracdo em fase solida e headspace dindmico

(BIANCHI; CARERI; MUSCI, 2005; CUEVAS-GLORY et al., 2007).

2.3 Microextracio em fase solida

Para evitar a geragdao de compostos derivados de furano e pirano € o consumo de
solventes organicos caros e toxicos, novos métodos de extracdo foram desenvolvidos
recentemente. Esses métodos incluem os métodos de extragdo em fase sélida (SPE),
headspace estatico combinado com micro extragdo em fase sélida (HS-SPME). A principal
vantagem da analise do HS-SPME ¢ que ela ¢ realizada em uma amostra ndo tratada e o perfil
dos volateis isolados estd intimamente associado a percepgao sensorial. SPE ¢ uma técnica
que elimina completamente o uso de solvente e remove substancias interferentes, como
acucares e acidos, apenas lavando com é4gua, mas requer modificagdo extensiva do injetor
cromatografico a gas ou a adicdo de um modulo de dessor¢cdo. Consequentemente, o HS-

SPME resolve a desvantagem associada a técnica anterior (PIASENZOTTO; GRACCO;
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CONTE, 2003; CASTRO-VARQUEZ et al., 2006; KASKONIENE; VENSKUTONIS;
CEKSTERYTE, 2008).

A micro extragdo em fase solida é conhecida como uma técnica de extra¢ao de analitos
muito utilizada em praticas de extragdo e pré-concentragdo de uma diversidade de aromas e
eflavios. Essa técnica vem sendo cada vez mais utilizada desde sua descoberta,
frequentemente utilizada na area da quimica e bioquimica, com a inten¢do de melhorar e
otimizar as analises de compostos volateis a partir da fracdo volatil, também chamada de
“headspace” (PAWLISZYN, 2000).

A técnica de SPME ¢ um método que mostra claras vantagens, pois ndo utiliza
nenhum tipo de solvente organico, que na maioria dos casos ¢ toxico, dando assim énfase a
quimica verde. Outras vantagens do uso da técnica ¢ o preparo simples da amostra, reduzindo
assim o tempo de analise. Além disso, permite a quantificacdo de muitos compostos,
abrangendo ampla gama de técnicas de amostragem, como no local e no ar. A técnica também
permite uma compatibilidade com instrumentos analiticos como por exemplo, GC-FID, GC-
MS, HPLC, LC-MS e GC-O (CUEVAS-GLORY et al, 2007; PONTES,
MARQUES;CAMARA, 2007).

Sao utilizadas fibras extratoras que consistem em um amostrador (uma seringa) com
uma fibra de silica fundida revestida com um fino filme de um polimero ou de um sélido
adsorvente. O processo ¢ resumido em trés etapas (Figura 1): na primeira, as moléculas sao
extraidas de uma matriz para o headspace até que o equilibrio seja atingido, na segunda os
volateis sdo adsorvidos pela fibra exposta no headspace e na terceira ¢ feita a remocao da
fibra do vial com as moléculas adsorvidas para que as mesmas sejam dessorvidas em um

instrumento analitico INDELICATO et al., 2014).

Figura 1 - Imagem ilustrativa Esquema do funcionamento da técnica SPME

Fonte: INDELICATO et al., (2014)
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As caracteristicas do analito e do recheio da fibra, a polaridade e volatilidade sdo
fatores cruciais a serem considerados na utilizacdo da técnica de SPME, ainda possuem
variaveis que interferem diretamente na extragdo como a temperatura, agitagdo da amostra,
tempo de adsorcao, pH e for¢a idnica para que a fibra atinja o equilibrio dentro do headspace.
Devido a complexibilidade de algumas matrizes, a escolha e otimizagcdo dos parametros
relacionados a extragdo precisam ser feitos experimentalmente para determinar o melhor
tempo necessario para que o equilibrio seja atingido (CUEVAS-GLORY et al., 2007; DA
SILVA et al., 2015).

De acordo com Biajoli (2008), além dos fatores citados anteriormente, a eficiéncia de
uma extracdo depende justamente das constantes de distribui¢do dos analitos entre a amostra,
0 headspace que serve para extracdes nessa metodologia e o tipo de recobrimento da fibra a
ser utilizada. Sendo assim, a escolha adequada da fibra ¢ um critério fundamental. Alguns dos

tipos de recobrimentos de SPME disponiveis no mercado estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Tipos de recobrimentos disponiveis no mercado mais empregadas para SPME

Recobrimentos poliméricos puros: particao

Sorvente df / pm Aplicacdes tipicas
PDMS 70,30, 100 Apolares
Poliacrilato 85 semivolateis, polares

Dispersoes de solidos porosos em matrizes poliméricas: adsorcio

PDMS /DVB 60, 65 volateis, nitro / aminas

Carbowax / DVB 65,70 polares, alcoois

Carbowax / TR? 50 Surfactantes

Carboxen / PDMS 75, 85 gases, compostos leves

Carbowax / PEG® 60 polares

Carbopack-Z 15 gases, compostos leves
DVB / Carboxen / PDMS 50, 30 compostos leves, polares

Legenda: ® templated resin; °: poli(etilenoglicol).

Fonte: BIAJOLI (2008)

Como mostra a Tabela 1, cada tipo de recobrimento possui caracteristicas proprias,
onde cada uma tem a indicagdo para uma determinada classe de analito (s). Com isso € visto
que a afinidade da fibra em cada matriz para extracdo ¢ relacionada a afinidade pelos
compostos de polaridades distintas a serem analisadas, correlacionando a sensibilidade com a

gama de compostos extraidos (BIAJOLI, 2008).
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2.4 Cromatografia Gasosa

A cromatografia ¢ um importante método fisico-quimico de separagcdo desenvolvido
no inicio do século XX e que possui varias técnicas de aplicagdo no ramo da ciéncia. Entre as
técnicas existentes a cromatografia gasosa (GC) possui uma vasta aplicabilidade na separagao
de substancias. Desde seu desenvolvimento, a técnica vem se aprimorando com constante
evolugdo dos equipamentos, acessorios, colunas e fases estacionarias (HOLLER; SKOOG;
CROUCH, 2009).

Segundo Herrero et al. (2009), a cromatografia gasosa vem sendo utilizada por muitos
anos como uma ferramenta padrao de separagdo para analisar compostos de uma variedade de
matrizes, incluindo analise de alimentos. E uma técnica utilizada para a separagio e
quantificagdo de compostos volateis ou semivolateis com caracteristicas semelhantes em
misturas complexas de uma matriz. Trata-se de uma separacdo de misturas por intera¢ao
diferencial e unidimensional, ocorre na coluna, tendo duas fases envolvidas, uma fase
estacionaria que reside dentro da coluna e uma fase moével (liquido ou gés), que se move sobre
a coluna. A fun¢ao da fase estacionaria na coluna ¢ separar componentes diferentes, causando
a uma saida da coluna em um tempo diferente tempo de retencdo (TR).

Os cromatografos (Figura 2) sdo compostos por um injetor, onde € inserida a amostra
e deve estar com elevada temperatura para que ocorra a vaporizagdo da amostra, logo abaixo a
entrada do gas de arraste. Em seguida devem ser conectados a uma coluna, que realizara a
separacdo das amostras em diferentes taxas, dependendo de varias propriedades fisicas e
quimicas e suas interagdes com o recheio da coluna, por tltimo € o detector por ionizagdo em
chama (FID), onde detecta a formacdo de ions pela combustdo da amostra na presenga de Hz e
0., origina uma corrente elétrica no coletor gerando um sinal. (PENTEADO; MAGALHAES;
MASINI, 2008).
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Figura 2 - Esquema de um cromatdgrafo a gas
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Fonte: Google imagens, modificado (2019).

As colunas capilares de silica fundida, que apresentam elevado numero de pratos
teoricos e com grande poder de resolugdo, possibilitam a separa¢do de diversas classes de
compostos quimicos com largas faixas de polaridade, solubilidade e ponto de ebulicdo. Sao
utilizadas em determinagdes por GC a temperaturas que excedem 400 °C para certos
compostos, aplicagdes a altas temperaturas requerem fases estacionarias especificas
juntamente a materiais resistentes que separam os compostos pelo seu tempo de retengao
(SKOOG et al., 2012).

O tempo de retengdo, ou seja, o tempo que uma substancia especifica percorra pelo
sistema, ¢ uma das principais informagdes que se obtém em um cromatograma. Entretanto, ele
sozinho ndo ¢ capaz de definir se dois picos estdo totalmente separados, ja que ndo possui
relagdo direta com o alargamento dos mesmos. A eficiéncia de uma coluna pode ser
visualizada através da largura dos picos no cromatograma juntamente a caracteristicas fisico-
quimicas do composto e variaveis das fases estacionaria e movel, juntamente a polaridade do
recheio da coluna (NETO; NUNES, 2003; COLLINS; BRAGAS; BONATO, 2006).

A polaridade da fase estaciondaria ¢ uma das caracteristicas mais relevantes que precisa
ser considerada na escolha da coluna cromatografica a ser trabalhada, levando em
consideragdo que ela ¢ diretamente relacionada a seletividade, ou seja, a capacidade da fase
estacionaria em separar os compostos. As constantes de McReynolds (1970) sdo baseadas nas
interagdes entre as fases estaciondrias e solutos especificos como interagdes dispersivas,

dipolares, com capacidade de doar prétons e outras. Os indices de retencao dessas interagdes a
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partir de compostos avaliam a similaridade entre as fases e a polaridade de da coluna de
referéncia, assim ranqueando-as em relagdo as suas polaridades e auxiliando na previsao da
ordem de elui¢ao dos analitos a serem estudados. Quanto maior o valor da constante, maior a
polaridade da fase estaciondria (Figura 3) (ZELLNER et al., 2008; POOLE e LENCA, 2014;
SUPELCO, 2019).

Figura 3 - Escala de polaridade, em func¢io das constantes de McReynolds, para algumas fases
estacionarias em colunas capilares comerciais e suas respectivas temperaturas maximas de operacgio
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Fonte: SULPECO (2019)

Existem acessorios que podem ser acoplados no sistema a gas, liquido ou fluido
supercritico para a analise de diversos compostos em diferentes matrizes de alimentos (mel,
leite, queijo, O6leo, vinho, etc.), consequentemente proporcionando uma andlise
multidimensional do analito em relagdo aos diversos compostos complexos presentes nos

alimentos (HERRERO et al., 2009).

2.5 Quimiometrica

A quimiometria surgiu na década de 70, com o intuito de sanar a necessidade de tratar
um grande volume de dados para a obtengdo de informagdes uteis com o método adequado,
onde a mesma ¢ uma disciplina quimica que utiliza métodos matematicos, estatisticos e
computacionais para delinear ou definir experimentos de uma forma aperfeicoada e para
fornecer o maior numero de informagdes quimicas com a andlise dos dados obtidos nas

pesquisas, a fim de reconhecer padrdes por meio de ferramentas (FERREIRA, 2015).
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As técnicas tém se desenvolvido cada vez mais, viabilizando uma grande aplicacio
das mesmas, que atualmente estdo mais difundidas dentro dos campos da quimica. Sendo
totalmente admissivel, visto que ha uma alta demanda de analises da composicao quimica,
que no geral as matrizes sdo complexas, necessitando de preceitos simultaneos de espécies
quimicas em amostras complexas, possuindo métodos exploratdrios que tem a intengdo de
extrair informagdes e detectar padrdoes nos dados, sendo eles supervisionados ou nao
supervisionados (FERREIRA et al., 1999; CHAU et al., 2004).

Dentro da técnica hd diversas areas e etapas para que as analises de dados sejam
coerentes: 1* Organizagdo, visualizagdo e pré-tratamento de dados, 2* Analise exploratoria dos
dados, e dependendo do objetivo tem a construgdo de modelos de classificagdo que sao
métodos qualitativos ou modelos de regressdo para métodos quantitativos. Com isso os dados
se tornam varidveis que passam por pré-tratamentos, como o auto escalamento, por exemplo
que tem o intuito de comprimir o desvio padrdo das varidveis, assim mostrando maior
significancia de uma variavel em comparagao as demais, mostrando maior importancia dentro
de uma analise independente dos valores absolutos correspondentes aos dados antes deste
procedimento (FERREIRA, 2015).

Sao as metodologias matematicas embutidas antes do tratamento dos dados adquiridos
experimentalmente, a fim de otimizar as futuras varidveis sem as interferéncias ocasionadas
pelas possiveis falhas da parte experimental dos dados. Entretanto ndo ¢ uma “corre¢do” das
falhas e sim um método vinculado a técnica a fim de minimizar ou remover matematicamente
fontes de variagdo indesejaveis que ndo serdo removidas naturalmente durante a analise dos
dados (BRERETON, 2003; FERREIRA, 2015).

Segundo Ferreira (2015), as metodologias supervisionadas ou nao supervisionadas
permitem a interpretagdo multivariada de um grupamento de dados complexos através de
graficos bi ou tridimensionais. As metodologias supervisionadas necessitam de alguma
informacao inicial sobre as amostras, a fim de classifica-las com o intuito de desenvolver um
modelo interligado nas informagdes da propria amostra. Entretanto, as metodologias nao
supervisionadas como a analise de componentes principais (PCA), a separacdo de classes
acontece sem essa necessidade de informacdes sobre a natureza da amostra, e tem como

finalidade identificar os agrupamentos naturais entre as amostras (BRERETON, 2003).
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2.5.1 Analise de componentes principais

A analise de componentes principais (PCA) reduz a redundancia de fatores por meio
da representacdo do conjunto de dados em um novo sistema de eixos, sendo eles os
componentes principais (PC), possibilitando uma melhor visualizacdo dos dados em poucas
dimensdes. Dentro do espaco original, as amostras sdo localizadas em pontos dentro do
espago n-dimensional, onde n ¢ equivalente ao numero de variaveis. Devido a limitagdo das
dimensdes promovidas pela PCA, as amostras possuem localizagdes em espacos de
dimensoes reduzidas pelas PCs (BRERETON, 2003; FERREIRA, 2015; GRANATO et al.,
2015).

As PCs formadas em um novo espago multivariado reduzido possuem atributos
escores e pesos, onde mostram a contribui¢ao de cada PC nos dados e a contribuicao de cada
variavel na obtenc¢do da PC, assim através da andlise conjunta de escores e pesos ¢ possivel a
verificagdo das varidveis que sdo responsaveis pelas diferengas entre as amostras estudadas
pelo porcentual de variancia (BRERETON, 2003; FERREIRA, 2015; GRANATO et al.,
2015).

2.5.2 Pré tratamento de dados

Para que se possa comparar cromatogramas, ¢ necessario que se faca um alinhamento
dos picos em comum que possam ter sido deslocados em virtude de desajustes de tempos de
retencdo. Neste caso, utilizou-se o algoritmo icoshift que tem como finalidade o alinhamento
dos picos através do deslocamento otimizado de correlagdo de intervalo que utiliza uma
funcdo de correcdo linear por insercdo e exclusdo, e otimiza a relagdo cruzada em partes
usando a Transformada rapida de Fourier para permitir a identificagdo de picos ou regides que
devem ser alinhadas (SAVORANI; TOMASI; ENGELSEN, 2010; GISKEODEGARD et al.,
2010).
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3 METODOLOGIA

3.1 Amostragem

Primeiramente foram analisadas 49 amostras de mel doadas pelo IAPAR (Instituto
Agrondmico do Parand - Londrina), as quais foram coletadas de produtores da regido
Sul/Sudeste do Brasil. Na Tabela 2 encontram-se as descrigdes das amostras submetidas as
analises.

Todas as amostras de mel deste estudo sdo provenientes da espécie Apis melifera. As
amostras foram adquiridas pelo IAPAR nos anos de 2010-2011 em fazendas na regido de
Ortigueira no Parand, sendo (Extl) na regido sul de Ortigueira, (Ext2) na regido norte de
Ortigueira e (Ext3) em regides Sul/Sudeste do Brasil. As amostras analisadas também fazem
parte do conjunto das 79 amostras de um estudo do TAPAR relacionando identificacao
geografica com as caracteristicas fisico-quimicas, onde foram feitas analises como a
coloracdo do mel que se utilizou a espectroscopia na regido UV-Vis com a absorbancia em
650 nm, e o resultado foi relacionado com a escala Pring apresentada na Tabela 6, mostrando a
diferencga da coloragdo dos méis por regido (SCHOLZ et al., 2020).

As amostras permaneceram acondicionadas em frascos de polietileno e armazenadas a
uma temperatura de aproximadamente -18 °C, até a realizagdo das andlises dos compostos

volateis.
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Amostra 1D Ano Local Flora Amostra 1D Ano Local Flora Amostra 1D Ano Local Flora
ORT 3 ORT-S 2010  Ortigueira  Silvestre ORT 35 ORT-B 2010 Ortigueira  Barbanteiro |EXT1 81 ls/)i]gl " 2011  Faxinal ]Sglrl;/;:;re-Vassoura
ORT 4 85 T- 2010  Ortigueira  Eucaliptus |ORT 38 ORT-S 2010  Ortigueira  Silvestre EXT1 83 EXTI1-S 2011 Tamarana Silvestre
ORT 6 ORT-S 2010  Ortigueira  Silvestre ORT 40 gl;T_ 2010  Ortigueira  Assapeixe EXT1 89  EXTI-S 2011 Reserva Silvestre
ORT 9 ggT_ 2010  Ortigueira  Assapeixe | ORT 45 ](_E)II}T_ 2010  Ortigueira  Eucaliptus EXT1 90 ]é)A(T I- 2011  Reserva Capixingui
L Silvestre- ORT- L . EXTI- . S
ORT 12 ORT-S 2010  Ortigueira Pontiio ORT 48 EU 2010  Ortigueira  Eucaliptus EXT1 95 CA 2011 S Jeronimo Capixingui
ORT- N Assapeixe- . . EXT1- ., .
ORT 13 AS 2010  Ortigueira Silvestre ORT 49 ORT-S 2010 Ortigueira  Silvestre EXT1 104 CE 2010  Sapopema Cip6 Estribo
ORT- L . ORT- L C Cornélio .
ORT 14 AS 2010  Ortigueira  Assapeixe |ORT 54 CA 2011  Ortigueira  Capixingui EXT2 69 EXT2-S 2011 Procépio Silvestre
ORT 17 ORT-S 2010 Ortigueira  Silvestre ORT 56 ORT-S 2011 Ortigueira  Silvestre EXT2 72 EXT2-S 2011 Ventania Silvestre
ORT 20 ggT_ 2010  Ortigueira  Assapeixe | ORT_60 8§T_ 2011  Ortigueira  Capixingui EXT2 103 EXT2-S 2010 Jacarezinho  Silvestre
ORT 22 ORT-S 2010 Ortigueira  Silvestre |ORT 87 ORT-S 2011 Ortigueira  >VST  lgxr 107 BXT2 2010 Abatia Laranjeira
Capixingui LA
L . ORT 162 ORT- L . . .
ORT 23 ORT-S 2010 Ortigueira  Silvestre 1 AS 2011  Ortigueira  assa peixe EXT2 108 EXT2-S 2010 Cambara Silvestre
ORT 24 ORT-S 2010 Ortigueira  Silvestre | OR1-162 ORT- o011 Ortigueira  assapeixe  |EXT2 111 EXT2-S 2010 Comelio Silvestre
- 8 AS - Procopio
ORT 27 ggT_ 2010  Ortigueira  Assapeixe |EXT1 71 E;éT I- 2011  Imbau Vassoura EXT3 121 §§T3_ 2011  Mafra Bracatinga
ORT 29 ORT-S 2010 Ortigueira  Silvestre EXT1 73 EXTI-S 2011 2??5 t6vio Silvestre EXT3 123 EXT3-S 2011 Itaiopolis-SC  Silvestre
ORT- L . EXT1- . .
ORT 30 LA 2010  Ortigueira  Laranjeira | EXT1 74 AS 2011  Sapopema  Assapeixe EXT3 125 EXT3-S 2011 Ponta Grossa Silvestre
ORT 31 ng{T— 2010  Ortigueira  Assapeixe |EXT1 75 EXTI-S 2011 Tamarana  Silvestre - - - - -
ORT- L Assapeixe- EXT1- .
ORT 34 AS 2010  Ortigueira Jangada EXT1 79 AS 2011  Sapopema  Assapeixe - - - - -

* A numeracao das amostras corresponde a mesma fornecida pelo IAPAR

Fonte: Autoria prépria (2020).
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3.2 Preparacio, separacio e indentificacio dos padroes

A Tabela 3 apresenta a lista dos padroes utilizados para a identificacdo dos compostos

volateis nas amostras de mel estudadas da marca Sigma-Aldrich.

Tabela 3 - Identificacido dos padrdes dos compostos volateis

Item Identificacio do padrio
1 1-Nonanol
2 Acido Benzoico
3 Acido Isovalérico
4 Alcool Benzilico
5 Benzaldeido
6 Fenilacetaldeido
7 Heptaldeido
8 Hexanal
9 Hidroximetilfurfural (HMF)
10 Linalol
11 Metilpropionato
12 Nonanal
13 Octanal
14 Oxido de cis/trans-linalol
15 Vanilina

Fonte: Autoria prépria (2020)

Foram preparadas solugdes, separadamente, de cada padrdo na concentragdo de 100
ppm (m/v) diluidos em metanol (Sigma-Aldrich). Para a identificacdo do tempo de retengao,
foi injetada uma aliquota de 1 pL de cada solucao nas condigdes cromatograficas descritas na
sequéncia.

A separagao foi feita num cromatdgrafo a gas Shimadzu GC-2010 Plus, equipado com
uma coluna capilar RTX-1 (30 m, 0,53 mm ID, 0,50 pm). As condi¢des operacionais do GC
otimizadas com relagdo a separagdo dos compostos foram: injetor (SPL) com divisao 1:100 e
temperatura 225 °C e detector por ionizacdo de chamas (FID) de 240 °C. A temperatura
inicial da coluna foi de 40 °C por 2 minutos, aquecendo até¢ 80 °C a 5 °C por minuto, em
seguida aquecendo até 120 °C numa razdo de 3 °C por minuto e finalmente aquecida até 230
°C numa razao de 20 °C por minuto e permanecendo por 2 minutos, totalizando 31 minutos de

analise (SILVA, 2006). O gas de arraste foi o hidrogénio de alto grau de pureza com fluxo de
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1,24 mL.min"! e velocidade linear de 35,4 cm.s™'. O gas auxiliar (make-up) foi o nitrogénio a
30,0 mL.min"'. A chama do FID foi produzida com hidrogénio (30,0 mL.min!) e ar sintético
(300,0 mL.min"), ambos com alto grau de pureza.

A identificagao dos padrdes foi feita a partir dos tempos de retengdo dos picos dos
compostos onde foi considerado seus pontos de ebuli¢do e principalmente a afinidade da
polaridade do composto com a coluna, em seguida foram integrados utilizado o software
GCsolution versao 2.41 (Shimadzu), assim servindo de referéncia para as analises dos volateis

por SPME conforme a Tabela 4 dos padrdes com seus tempos de retencdo e ponto de

ebulicado.

Tabela 4 - Tempo de reten¢io dos padrdes
n° Composto Tempo de retengdo (min)
1 Metilpropionato 2,487
2 Hexanal 4,979
3 Acido Isovalérico 6,564
4 Heptaldeido 7,646
5 Benzaldeido 9,111
6 Octanal 10,741
7 Alcool Benzilico 11,569
8 Fenilcetaldeido 11,614
9 Oxido de cis-linalol 13,331
10 Oxido de trans-linalol 13,858
11 Nonanal 14,291
12 Linalol 14,331
13 Acido Benzdico 16,975
14 1-Nonanol 17,129
15 HMF 18,158
16 Vanilina 24,561

*identificados por GC

Fonte: Autoria prépria (2020)

3.3 Preparo das amostras

As amostras de méis foram preparadas conforme (BRITO, 2012) modificando alguns
parametros, utilizando-se a propor¢ao 1:1, onde foi pesado 1,00 g da amostra em balanga
analitica (Bioscale) em frasco com capacidade para 40 mL (selado com septo de silicone)
contendo 1 mL da solugdo concentrada a 36% m/m de NaCl (Synth) em &gua ultrapura
filtrada pelo sistema Mili-Q, homogeneizadas sob de agitacdo num vortex ION VX-38 a 800

rpm e, em seguida submetidas ao headspace.
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3.4 HS-SPME e analise cromatografica

Cada amostra homogeneizada e acondicionada em frasco tipo vial foi acondicionada
separadamente em banho de glicerina a 60 °C (MARQUES, 2011), sobre uma chapa
aquecedora com agitacao magnética da labstore IKA C-MAG HS 7 de 500 rpm por 5 min ao
tempo de equilibrio térmico. Em seguida, a fibra,
Divinylbenzeno/Carboxen/polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS — 50/30 pm (Supelco)
foi exposta ao sistema em aquecimento, permanecendo por 30 min (Figura 4). Apos o tempo
de exposic¢do, a fibra foi recolhida no holder (Supelco) e imediatamente inserida manualmente

no injetor do cromatdgrafo a gas, permanecendo por 10 min no injetor.

Figura 4 - Ilustragdo esquematica do SPME — Headspace

EmBolo
L]
Septo
Agulha
| Fiea
Headspace
Amostra__|
e ]

Banho de glicering Placa
aquecedara

Fonte: Queiroz et al. (2001), modificado

A separagao dos compostos volateis foi realizada no GC conforme as especificacdes
do item 3.2. A injecdo da fibra foi feita de forma manual sem divisdo de amostra (splitless). A
identificacdo dos compostos volateis foi realizada por comparacdo dos TR dos padrdes com
os cromatogramas das amostras. Os cromatogramas foram exportados em formato “txt”
usando o software GCsolution versdo 2.41 (Shimadzu) para posterior utilizagdo no software

MATLAB.
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3.5 Pré-tratamento dos cromatogramas

O primeiro pré-tratamento aplicado foi a interpolacdo onde foi feita uma
padronizacao dos tempos de retengdo, os mesmos foram interpolados para todas as amostras
apresentarem sinal a cada 0,001 minutos no intervalo de 0 at¢ 30 minutos. Assim, cada
cromatograma resultou em 30001 pontos. Observando-se intervalo de 0 até 1,6 minutos, foi
detectada uma variag¢ao na linha base dos cromatogramas, assim foi realizada uma correcao de
linha base usando ajuste de fungao linear.

Anteriormente ao calculo da area dos picos dos padrdes, os cromatogramas foram
alinhados utilizando o algoritmo Icoshift de acordo com a Tabela 5 e usando o espectro médio

como referéncia (SAVORANI; TOMASI; ENGELSEN, 2010).

Tabela S - Alinhamento dos picos pelo espectro médio

Regidio a(min) b(min) |5/ () Min(s) Max(s)

1 1,64 2,74 1,46 2,52 4,02
2 8,84 9,54 3,73 9,72 10,5
3 11,54 11,92 1,21 1,14 7,86
4 13,25 13,53 1,4 3 2,16
5 13,69 14,03 1,53 9,96 1,8
6 14,24 14,72 2,81 6,3 5,7
7 16,57 16,9 0,71 4,14 2,16
8 16,93 17,04 0,19 0,72 0,54
9 24,46 24,58 0,22 0,6 0,84

*a: limite inferior do intervalo.

*b: limite superior do intervalo.

*|5|: deslocamento absoluto médio

*Min: minimo deslocamento observado, maior deslocamento para esquerda
*Max: maximo deslocamento observado, maior deslocamento para direita

Fonte: Autoria prépria (2020)

ApOs os pré-tratamentos nos cromatogramas das amostras foi possivel calcular a
area total de cada cromatograma considerando todos os picos (identificados ou ndo). A area
total foi utilizada para normalizar os cromatogramas para uma area unitaria. Em seguida foi
realizada a integral dos picos identificados usando os padrdes disponiveis. Assim, foi obtida a
porcentagem relativa de cada composto que foram dispostas em uma matriz (49 x 10), cujas
linhas correspondiam as amostras, enquanto as colunas as porcentagens relativas dos

compostos identificados.
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3.6 Aplicacao das técnicas quimiométricas

Para as analises quimiométricas foi utilizado um software MATLAB R2021a voltado
para o calculo numérico. Nele € possivel fazer anélise e simulagdo de modelos matematicos,
calculo com matrizes, processamento de sinais e constru¢ao de graficos com a intengdo de
obter possiveis perfis cromatograficos das amostras de mel e relacionar os mesmos com seus
marcadores geograficos a partir do aplicativo GAMMA, que foi desenvolvido para analises
quimiométricas (BONA, 2019).

No programa existem funcdes pré-definidas para andlise exploratoria de dados,
requerida neste estudo, além da possibilidade de implementagdo de novas ferramentas. Neste

trabalho utilizou-se o algoritmo de Analise de Componentes Principais (PCA).

3.6.1 Analise estatistica univariada

O processamento de dados foi realizado aplicativo GAMMA. A comparacdo das
médias foi alcangada por uma analise de variancia unidimensional (ANOVA) com (p < 0,05)
a fim de terminar se os compostos volateis possuem valores de parametro que sao
significativos na diferenciacdo de mel de Ortigueira e Externos. As regides foram tomadas
como a variavel independente enquanto os compostos volateis foram selecionados como a

variavel dependente.

3.6.2 PCA

Foi utilizado o aplicativo GAMMA para realizar a PCA na matriz 49x10 centrada na

média. Foram selecionadas as primeiras PCs que acumularam 95% de variancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Figura 5 estdo apresentados os cromatogramas do GC das amostras de mel pré-
tratadas com destaque para um dos picos observados. Fica evidente o efeito do tratamento

aplicado para a corre¢ao do deslocamento do tempo de retencao dos picos.

Figura 5 - Pico do cromatograma com zoom para destacar o deslocamento do tempo de retengdo antes e
apos o tratamento usando o icoshift

x10° Raw data
3 | ——=average
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1
0 — i
8400 8600 8800 9000 9200 9400 9600 9800
x10° Interval-aligned data
3 b
2
1
0 — - ——— —
8400 8600 8800 9000 9200 9400 9600 9800

Fonte: Autoria prépria (2020)

Ap0s a correcao da linha de base e icoshift foi possivel visualizar melhor a intensidade
dos picos dos compostos com o mesmo tempo de retengdo dos padrdes nas amostras de mel,

como demonstrado na Figura 6.
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Figura 6 - Cromatograma apés correciio de linha de base e alinhamento pelo algoritmo icoshift. Os picos

correspondentes aos padrdes disponiveis estdo identificados
5

12 =10

Linalool

10 Oxido de linalol

Oxido de linalol

Fenilcetaldeidg #
Qoqanal

Intensidade
()]

Benzaldeido IAcido benzédico

TN

Metilpropionato

¥-Nonanol Vanilina

15 20 25 30
Tempo de retengdo (min)

Fonte: Autoria prépria (2020)

A Tabela 6 ilustra a representagdo total dos dados dos cromatogramas adquiridos pelo
GC, onde além dos compostos estudados possuem também diversos compostos nao
identificados como o hidroximetilfurfural (HMF), um componente conhecido no controle de
qualidade do mel. O mesmo € gerado a partir da degradag@o térmica nas moléculas de glicose,
sendo um dos possiveis picos ndo reconhecidos pelo GC, por sua vez o HMF ¢ normalmente
detectado em baixa concentragdo. A deteccdo do HMF ¢ influenciada pela diluigdo ilegal de
mel e o tempo e temperatura ao qual a amostra € exposta (TOSI, 2002).

Estes compostos em sua maioria ndo sdao detectados no GC convencional, isso ocorre
devido a coelui¢cdo dos compostos nos picos cromatograficos, sendo necessaria analises mais
aprofundadas em GCxGC devido ao aumento da sensibilidade, poder de separacdo e

biblioteca oferecida por ele.



Tabela 6 - Porcentagem relativa dos compostos volateis e coloragdo das amostras
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(continua)
. . . Soma das
Amostra/Local Coloracdo Metilpropionato Benzaldeido Fenilcetaldeido (.)XIin de Ond? de trans- Linalol Nonanal Acull‘o 1-Nonanol Vanilina porcentzfge.n s
cis-linalol linalol Benzoico dos volateis
identificados
Ambar
EXT1-VE claro 3,922 18,649 8,832 10,785 3,535 5,082 0,773 1,757 0,317 0,490 54,142
EXT1-S Ambar 1,007 2,111 1,904 18,256 4,882 28,246 0,221 3,797 0,247 0,087 60,756
EXTI1-AS ﬁ:ﬁar 1,134 8,370 1,873 10,454 2,379 21,920 0,542 2,545 0,532 0,132 49,881
Ambar
EXT1-S claro 8,022 16,644 1,311 15,056 4,417 4,664 0,600 0,605 0,254 0,270 51,844
EXT1-AS Ambar 0,890 8,605 1,422 33,394 7,748 19,658 5,263 0,422 0,217 0,154 77,772
EXT1-S/VE Ambar 0,955 0,937 1,013 16,560 4,176 36,871 0,211 0,931 0,113 0,036 61,804
EXT1-S é\l:;l;ar 0,643 5,806 0,980 46,076 11,964 9,222 0,352 0,543 0,289 0,318 76,192
EXTI1-S Ambar 2,290 0,911 0,641 21,009 6,857 14,517 0,410 1,930 0,704 0,204 49,473
EXT1-CA Branco 2,624 1,460 2,002 34,151 12,735 9,635 0,397 1,422 0,367 0,174 64,967
Ambar
EXT1-CA 0,449 6,041 1,228 42,741 20,046 10,181 4,742 1,454 0,200 0,091 87,173
extra claro
Ambar
EXTI1-CE Claro 7,464 15,485 1,959 6,066 1,934 6,018 0,091 0,560 0,183 0,416 40,175
Ambar
EXT2-S 0,959 3,601 4,530 13,423 3,053 12,712 0,076 1,844 0,252 0,225 40,676
extra claro
Ambar
EXT2-S claro 4971 3,776 1,352 39,228 16,082 10,463 0,511 2,655 0,428 0,185 79,651
EXT2-S Branco 0,746 1,512 6,390 2,741 2,232 6,361 0,203 8,233 0,375 0,106 28,900
Ambar
EXT2-LA Extra 3,438 14,071 5,409 15,667 4,377 14,078 0,103 0,661 0,634 0,221 58,659
Branco
EXT2-S Ambar 5,349 2,143 3,658 17,746 4,207 8,109 0,078 0,522 0,494 0,385 42,691



EXT2-S
EXT3-BR
EXT3-S
EXT3-S

ORT-S

ORT-EU
ORT-S
ORT-AS
ORT-S

ORT-AS

ORT-AS
ORT-S
ORT-AS

ORT-S
ORT-S
ORT-S
ORT-AS
ORT-S
ORT-LA

Escuro
Ambar
extra claro
Ambar
Ambar
extra claro
Ambar
Claro
Ambar
Extra
Branco

Branco

Branco
Ambar
Claro
Ambar
Claro
Extra
Branco
Ambar
Ambar
Claro
Ambar
Extra
Branco
Escuro

Branco
Extra
Branco
Branco
Ambar
Claro

6,912
1,376
1,547
1,628

2,699

9,104
5,008
3,311
1,586

1,300

2,126
2,590
1,729

11,792
4,352
2,282
0,890
5,862
2,896

2,613
1,433
6,927
7,155

1,197

9,503
26,330
4,634
3,548

3,731

22,208
4,291
4,654

15,025
3,251
10,681
8,527
11,516
6,990

6,367
3,457
16,805
3,949

2,382

6,259
2,328
5,465
2,524

1,394

4,172
5,333
2,349

6,184
2,984
5,721
2,394
5,424
2,892

10,668
2,342
7,210
20,293

12,784

1,792
1,738
8,713
18,517

9,941

7,019
16,411
11,521

1,726
26,245
11,323
11,382
5,965
10,522

3,458
2,159
2,664
5,305

3,832

1,953
0,689
1,585
5,300

2,470

1,379
4,304
3,716

0,881
8,940
2,298
1,730
1,485
1,795

8,155
2,487
20,251
16,083

19,061

3,758
4,612
14,940
31,051

34,599

17,208
20,247

2,443
18,594
23,642
33,905
15,805
27,069

0,370
23,535
1,541
0,711

10,050

3,492
3,140
9,643
0,311

0,318

0318
1,738
0,224

0,434
0,625
1,121
0,260
0,453
0,933

0,645
0,455
1,178
2,006

1,007

0,280
0,258
0,413
1,296

1,464

0,659
2,646
1,013

0,162
1,322
0,849
0,975
0,942
1,146

0,211
0,674
0,241
0,293

0,145

0,066
0,110
0,154
0,269

0,130

0,145
0,864
0,166

0,053
0,303
0,139
0,121
0,182
0,148

0,339
0,703
0,212
0,128

0,142

0,192
0,211
0,252
0,107

0,036

0,270
0,195
0,117

0,162
0,116
0,221
0,116
0,365
0,191

37

39,737
38,622
58,576
57,550

53,299

36,399
44,425
49,111
64,507

55,383

55,504
58,618
63,177

38,862
66,733
58,277
60,299
47,999
54,581



ORT-AS

ORT-AS
ORT-B
ORT-S
ORT-AS

ORT-EU

ORT-EU

ORT-S

ORT-CA

ORT-S
ORT-CA
ORT-S

ORT-AS

ORT-AS

Ambar
Claro

Branco
Branco
Branco
Branco

Ambar
Extra
Branco

Branco

Ambar
Extra
Branco

Ambar
extra claro

Ambar
claro

Branco

Ambar
claro

Branco

Ambar
extra claro

2,601

1,519
1,046
1,371
1,213

6,089

5,655

1,985

1,046

1,142
0,330
6,430

1,838

0,903

6,607

11,313
12,383
12,514
9,633

35,883

36,113

7,659

7212

1,872
11,273
3,660

5,556

4,905

2,683

5,093
3,224
2,666
3,991

3,340

4,417

6,116

2,411

1,531
1,727
2,210

1,981

1,545

10,962

15,592
14,982
13,791
13,749

1,550

1,448

15,622

19,152

24,585
32,426
25,568

22,769

13,854

1,914

3,080
3,491
2,926
3,066

0,842

0,796

4,155

8,746

8,243
16,360
10,736

5,620

3,295

29,332

24,553
29,371
30,961
44,979

3,568

2,955

18,227

28,275

12,076
10,584
10,207

25,651

37,239

0,918

1,079
0,710
0,646
4,599

0,465

0,356

0,458

0,183

1,415
0,115
0,651

0,369

0,187

1,401

0,807
0,954
1,078
0,486

0,246

0,257

0,840

2,635

3,456
3,004
4,153

0,959

1,280

0,157

0,209
0,149
0,128
0,123

0,085

0,079

0,382

0,343

1,752
0,373
0,610

0,177

0,114

0,094

0,366
0,130
0,202
0,173

0,195

0,178

0,516

0,181

0,491
0,111
0,177

0,186

0,084

38

56,669

63,610
66,442
66,283
82,012

52,264

52,255

55,960

70,183

56,563
76,304
64,401

65,106

63,407

Fonte: Autoria prépria (2020)
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A Tabela 7 apresenta um teste comparagdo de médias entre as amostras classificadas

como externas e da regido de Ortigueira.

Tabela 7 - Teste comparacao de média para a porcentagem relativa dos compostos
identificados nas amostras de mel

Externas Ortigueira ANOVA (p-
COVs

(N =20) (N =29) valor)
Metilpropionato 2,816 +£2.,459 3,127 £2,688 0,682
Benzaldeido 6,412 £5,643 10,437 +9,039 0,084
Fenilcetaldeido 3,754 £3,805 3,474 £1,584 0,724
Oxido de cis-linalol 19,193 £13,122 13,160 £8,049 0,052
Oxido de trans-linalol 6,210 +5,064 3,987 +£3,561 0,077
Linalol 13,236 £8,626 21,124 £11,77 0,014
Nonanal 2,037 £5,263 1,559 £2,53 0,674
Acido Benzéico 1,708 £1,784 1,241 £1,001 0,247
1-Nonanol 0,351 £0,172 0,265 +0,334 0,294
Vanilina 0,244 +0,161 0,199 £0,112 0,256
Soma das porcentagens 55 965 11561 58,574 10,019 0,479

dos volateis

Fonte: Autoria prépria (2020)

Foram identificados dez compostos volateis nas amostras Externas e de Ortigueira,
sendo a vanilina em menor porcentual, com 0,244% e 0,199%, enquanto o de maior
percentual foi o linalol com 21,124% e 13,236%, respectivamente. Os m¢is coletados em
Ortigueira apresentaram maior percentual, com diferenca significativa ao nivel de 10%, de
benzaldeido (10,437%) e linalol (21,124%), quando comparado aos externos, com 6,412% e
13,235%, respectivamente. J4 as amostras externas apresentaram maior percentual dos 6xidos
de cis e trans-linalol, com 19,1935% e 6,210% quando comparados aos de Ortigueira, com
13,160% e 3,987% respectivamente.

O somatorio da area relativa dos 10 padrdes variou entre 28,90% e 87,17%. Sendo o
oxido de linalol (cis e trans) e linalol os compostos de maior area relativa. Foi observada
correlagdo relevante (r = 0,91) apenas entre os isdmeros do 6xido de linalol. A ANOVA
identificou diferengas significativas entre as amostras de Ortigueira (O) e outras
regides/cidades (E) para os compostos benzaldeido (p = 0,08, O = 10,44%, E = 6,41%), 6xido
de cis-linalol (p = 0,05, O = 13,16%, E = 19,19%), 6xido de trans-linalol (p = 0,08, O = 3,995,
E =6,21%) e linalol (p = 0,01, O =21,12%, E = 13,24%)).
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Entre os compostos estudados o linalol ¢ um potencial marcador (IG) das amostras de
Ortigueira devido ao p-valor estar abaixo de 5% do nivel de significancia, entretanto além do
linalol, o 6xido de linalol e benzaldeido sdao os mais indicados para serem caracterizados
como potenciais marcadores em relagdo a quantidade relativa de volateis.

Para a PCA foram necessarias 4 PCs para uma varidncia acumulada de 96,55%
conforme representado no grafico de pareto da Figura 7. As PCs apresentaram,
respectivamente, 45,12%, 35,67%, 12,18% e 3,58% de variancia.
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Fonte: Autoria prépria (2020).

A Figura 8 apresenta a distancia de Mahalanobis considerando-se as quatro primeiras
PCs. E possivel identificar apenas trés amostras que diferiram do comportamento médio de
todas as amostras analisadas, duas provenientes de Ortigueira e uma externa (EXT3), mais
precisamente a EXT3-BR, proveniente de Mafra-SC. Porém, a grande maioria se enquadra

dentro do comportamento médio com base nos 10 compostos estudados.
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Na Figura 9 estdo representados os graficos bidimensionais de escore das combinagdes

das quatro primeiras componentes principais. Na diagonal estdo os histogramas que

representam a distribuicdo dos valores de escore para a classe Ortigueira (O) e externa (E).
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A PCI apresenta a maioria das amostras provenientes da regido de Ortigueira no

quadrante positivo, como pode ser observado no histograma da PC1. J4 na PC2, a maior parte
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das amostras de Ortigueira estd no quadrante positivo e as amostras externas, em sua maioria,
estdio no quadrante negativo. Ou seja, a PC2 apresentou uma maior capacidade de
discriminacao das amostras. No diagrama de dispersao que combina a PC1 e PC2 ¢ possivel
observar uma separacao das amostras com excecao para quatro amostras de Ortigueira e
quatro amostras externas que acabaram se afastando de suas respectivas classes.

Ja a PC3 e PC4 ndo apresentaram uma separagdo relevante das amostras, isso ¢é
explicado pelo percentual de varidncia nestas componentes principais. Entretanto, a PC4
apresenta a separacao da amostra EXT3-BR das demais que apresentaram um comportamento
médio.

Na Figura 10 estdo apresentados os valores de loadings para as areas relativas de cada

composto identificado nas quatro primeiras componentes comuns.

Figura 10 - Grafico de loadings para as quatro primeiras PCs
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A partir do grafico de loadings nota-se os compostos que mais impactaram em cada
PC. Na PC1 os compostos que mais influenciaram a separacdo das amostras foram o
benzaldeido (-0,45), 6xido de cis-linalol (+0,68) e linalol (+0,52). Ja na PC2, 6xido de trans-
linalol (-0,26), 6xido de cis-linalol (-0,54) e linalol (+0,80). A PC3 ndo apresentou separa¢ao
relevante quanto aos compostos. E na PC4 o nonanal (0,92) que ¢ o responsavel pela
diferenca da amostra EXT3-BR das demais, a Tabela 6 confirma que o mesmo possui

23,535% em sua composigao relativa de volateis identificados.



43

Como ja comentado, a PC2 apresentou uma maior e discriminagdo das amostras e de
acordo com os loadings da PC2 os compostos 6xido de trans-linalol e 6xido de cis-linalol
estdo mais presentes em maior quantidade nas amostras externas enquanto que o linalol
destaca-se nas amostras de Ortigueira. Esse resultado ¢ confirmado pelo teste comparacao de
média apresentado na Tabela 7. Os resultados indicam que as amostras se diferenciam e que
provavelmente isso deve-se a diversidade de flores que utilizadas pelas abelhas para a
producao do mel.

Sendo assim, a analise dos COVs mostra-se como uma ferramenta promissora para
identificagcdo geografica. Foi identificado linalol como potencial COV para diferenciar as

amostras de Ortigueira das demais.



44

5 CONCLUSAO

A metodologia de extracao por HS-SPME para volateis de mel mostrou-se eficaz e
em conjunto com a GC-FID. As analises univariadas e multivariadas empregadas
apresentaram resultados similares indicando o linalol como potencial marcador floral e
identificador geografico de méis provenientes da origem de Ortigueira-PR.

Os resultados de classificagdo das amostras ainda ndo foram conclusivos porque
foram avaliadas poucas amostras de mel com uma grande diversificagdo do tipo de floral.
Entretanto, a combinagdo da HS-SPME com a cromatografia aliado aos recursos de
identificagdo por quimiometria demonstrou ser capaz de fornecer informagdes quimicas
valiosas na classificacdo destas amostras.

Recomenda-se como etapa posterior a utilizagdo da SMPE combinada com a
cromatografia a gas acoplada com espectrometria de massas (GC-MS) para a identifica¢ao

dos demais picos relevantes dos COVs nos cromatogramas das amostras analisadas.
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