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Resumo

A adulteracdo do mel representa uma ameaca a seguranca alimentar desse produto, tornando-
se uma questdo ainda mais critica quando se trata de méis com alta demanda e valor de mercado
agregado. Nesse sentido, a busca por ferramentas que possam auxiliar na identificagédo de
fraudes tanto por meio da adi¢do de compostos ao mel como por meio da mistura de diferentes
méis vem sendo alvo de pesquisas ao longo das Gltimas décadas. Portanto, esta revisdo teve
como objetivo abordar principalmente o uso do “fingerprint” cromatografico/espectrométrico
e da anélise alvo (marcadores quimicos) como ferramentas na avaliacdo da autenticidade de
méis. Com base nas informacdes apresentadas, foi possivel verificar o potencial dessas
abordagens na deteccdo de fraudes em méis e a importancia da continua investigacao dessas e
de outras ferramentas para a avalia¢do da autenticidade de méis.

Palavras-Chave: Anédlise alvo, Impressdo cromatografica/espectrométrica, Mel,
Metabolomica.

Abstract

The adulteration of honey represents a threat to the food security of this product, making it an
even more critical issue when it comes to honey with high demand. In this sense, the search for
tools that can assist in the identification of frauds both by adding compounds to honey and by
mixing different honeys has been the subject of researches over the past few decades. In this
sense, this review aimed to address mainly the use of the chromatographic/spectrometric
fingerprint and the target analysis (chemical markers) as tools in assessing the authenticity of
honey. Based on the information presented, it was possible to verify the potential of these
approaches in detecting fraud in honeys and the importance of the continuous investigation of
these and other tools for the evaluation of the authenticity of honeys.
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1 Introducéo

De acordo com organizagGes regulamentadoras, o mel é definido como sendo um
produto elaborado pelas abelhas do género Apis mellifera a partir do néctar de flores (mel floral)
ou de secrecdes adocicadas de partes vivas de plantas e/ou de excre¢des de insetos sugadores
de plantas (mel de melato) (BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EUROPEAN
COMMISSION, 2002; MERCOSUL, 1999).

Esse alimento € utilizado milenarmente como adocante e com fins medicinais
(KATEEL et al., 2018; KHALIL et al., 2015). O mel é composto majoritariamente de acucares,
majoritariamente frutose e glicose, constituindo aproximadamente de 60 a 80% da sua
composicdo. A 4gua consiste no segundo principal constituinte presente em méis,
correspondendo por volta de 15 a 20%. Além desses macronutrientes, centenas de outros
micronutrientes sdo encontrados nos meéis, incluindo acidos organicos, minerais, compostos
volateis, vitaminas, carotenoides, compostos fendlicos, produtos de degradacéo de agUcares,
enzimas, aminoacidos, proteinas, peptideos, compostos aromaticos, dentre outros (BERGAMO
etal., 2018, 2019; CAN et al., 2015; ESCUREDO et al., 2013; FECHNER et al., 2016). Devido
a composicdo, o mel também esta associado a efeitos promotores da saude, que incluem
principalmente atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoria (CAN et al., 2015;
GHRAMH; KHAN; ALSHEHRI, 2018; SERAGLIO et al., 2019).

Portanto, sendo um alimento amplamente conhecido e presente na mesa de
consumidores do mundo inteiro, o mel torna-se alvo de acbes fraudulentas. A adulteracédo
intencional do mel representa um potencial risco a satde do consumidor além de ser uma préatica
criminosa, a qual se torna ainda mais critica quando se trata de méis com caracteristicas
especificas. Essa acdo pode ocorrer por meio da adi¢do intencional de xaropes de agUcar, agua,
dextrinas e outros constituintes ao mel, bem como pela mistura de méis de baixa qualidade ou
de baixo valor comercial a méis de alto valor a fim de aumentar o rendimento e lucro
(BERGAMO etal., 2019; CAMINA; PELLERANO; MARCHEVSKY, 2012; WU etal., 2017).
Além disso, a mistura de diferentes meis também pode ocorrer naturalmente pela acdo das
préprias abelhas, de acordo com a disponibilidade de recursos meliferos e de polen. Esse € o
caso da mistura de mel de melato de bracatinga com mel floral durante os periodos inicial e
final de safra, no qual existe a disponibilidade de néctar e de exsudato concomitantemente
(BERGAMO et al., 2018; MARENDA et al., 2011). Nesse contexto, a busca por ferramentas
que possam auxiliar na identificacdo de fraudes em méis tem sido alvo de pesquisas nas ultimas
décadas, empregando-se essencialmente técnicas analiticas associadas a tratamentos estatisticos
(PITA-CALVO; VAZQUEZ, 2018; SERAGLIO et al., 2019). Nesse cenario, a busca por perfis

cromatograficos e espectrométricos, gerando padrdes conhecidos como “fingerprint” (ou



impressao digital), além disso a investiga¢do de marcadores quimicos de autenticidade também
tem se destacado.

Nesse sentido, essa breve revisdo teve como objetivo abordar principalmente o uso do
fingerprint cromatogréafico/espectrométrico e da analise alvo (por meio de marcadores

quimicos) como ferramentas de avaliacdo da autenticidade de méis.

2 Metabolémica

A metabol6mica consiste em uma ciéncia interdisciplinar relacionada a caracterizacao
de metabdlitos de baixa massa molar (<1500 Da) de determinada matriz empregando
tecnologias analiticas sofisticadas e métodos estatisticos (CUADROS-RODRIGUEZ et al.,
2016; IBANEZ et al., 2013; PUTRI et al., 2013).

A “metabolomica de alimentos” (do inglés, food metabolomics) ou “fooddémica” (do
inglés, foodomics) (CIFUENTES, 2009; CUADROS-RODRIGUEZ et al., 2016; IBANEZ et
al., 2013; KIM et al., 2016) é o segmento da metabolémica relacionada aos alimentos. Esta
extensdo surgiu principalmente visando atender as demandas relacionadas a garantia da
seguranca alimentar, a qualidade e a rastreabilidade de alimentos empregando métodos
analiticos eficientes e de baixo custo (CASTRO-PUYANA; HERRERO, 2013). Nesse
contexto, essa ciéncia apresenta grande potencial nas tematicas de autenticacdo de alimentos e
identificacdo de fraudes JUMHAWAN et al., 2015; KUS; VAN RUTH, 2015; MIAO et al.,
2015; SON et al., 2008).

A gqualidade dos alimentos, que envolve a sua composi¢do, aroma, sabor, entre outros
atributos, é extremamente importante para a sua aceitagdo por parte do consumidor. Além disso,
essas caracteristicas também podem estar relacionadas a agregacdo de valor a um produto,
tornando esses alimentos susceptiveis a fraudes. No caso do mel, a origem boténica é um fator
extremamente determinante para a sua aceitacdo pelo consumidor, fato que afeta diretamente o
valor do produto e por isso estimula a ocorréncia cada vez mais rotineira de fraudes envolvendo
misturas de diferentes tipos de méis, incluindo mel artificial, bem como a adi¢do de outras
substancias a esses produtos (BERGAMO et al., 2018; JANDRIC et al., 2015; WANG et al.,
2015; WU et al., 2017).

Por envolver a investigacdo de uma vasta diversidade de compostos quimicos presentes
em matrizes alimentares, a anlise metabolomica de alimentos se torna complexa. A fim de
facilitar esse estudo, algumas estratégias foram criadas, tais como:

- Andlise alvo: identificagdo e/ou quantificacdo de analitos de interesse, sendo também
referenciados como marcadores quimicos, de identificagdo ou de autenticidade (CASTRO-
VAZQUEZ et al., 2014; GASIC et al., 2015);



- Perfil metabdlico: caracterizagdo de um grupo de metabolitos com relagdo entre si ou
provindos de uma via metabolica especifica (CASTRO-PUYANA; HERRERO, 2013);

- Impresséo digital (fingerprint): comparacao de padrdes de metabolitos entre amostras,
como cromatogramas/espectros, sem necessitar obrigatoriamente da identificacdo e/ou
quantificacdo desses metabdlitos. Dependendo da origem desses compostos, este pode ser
referenciado ainda como impressdo metabdlica, cromatografica ou espectrométrica (CASTRO-
PUYANA; HERRERO, 2013; CUADROS-RODRIGUEZ et al., 2016; GARCIA-CANAS et
al., 2010; IBANEZ et al., 2013; PIZARRO et al., 2013; SARBU et al., 2012; SOUTO et al.,
2010; URBANO et al., 2006).

2.1  Fingerprint cromatografico/espectrométrico

A impressao digital associada a analise estatistica multivariada pode indicar diferencas
expressivas entre amostras o que permite que padrdes especificos sejam determinados para
certos grupos de alimentos. Nesse sentido, a busca por fingerprints oriundos do uso das técnicas
de cromatografia e espectrometria tém se destacado na area de alimentos, inclusive em méis
(CASTRO-PUYANA; HERRERO, 2013).

Dentre os métodos que podem ser empregados na determinacdo de fingerprints
cromatograficos/espectrométricos em alimentos, podem ser destacadas as técnicas vibracionais
espectroscopicas, como a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (CUBERO-LEON;
PENALVER; MAQUET, 2014); e as técnicas de separacdo cromatografica e eletroforética,
como a cromatografia a gas (ALIFERIS et al., 2010; JUMHAWAN et al., 2015; MIAO et al.,
2015), cromatografia liquida de alta eficiéncia (KUS; VAN RUTH, 2015), eletroforese capilar
(HAN et al., 2012) e espectrofotometria ultravioleta/visivel (BERGAMO et al., 2020;
PIZARRO et al., 2013; SARBU et al., 2012; SOUTO et al., 2010; URBANO et al., 2006).

Associada aos métodos de deteccdo das impressfes digitais, a analise estatistica
multivariada é massivamente empregada para o tratamento dos dados. Dentre as principais
ferramentas estatisticas utilizadas, podem ser destacadas a analise de cluster (SARBU et al.,
2012), analise de componentes principais (CASTRO-PUYANA; HERRERO, 2013; CHEN et
al., 2008; KUS; VAN RUTH, 2015; WORLEY; POWERS, 2013), analise discriminante de
projecdes ortogonais para estruturas latentes, analise hierarquica de projec6es ortogonais para
estruturas latentes (ALIFERIS et al., 2010; JANDRIC et al., 2015; JUMHAWAN et al., 2015),
analise de algoritmos baseados na regra do vizinho mais préximo (KUS; VAN RUTH, 2015),
analise discriminante linear (PIZARRO et al., 2013; SARBU et al., 2012; SOUTO et al., 2010),
entre outros. Dentre as ferramentas citadas, a analise de componentes principais destaca-se pelo

seu amplo uso, possivelmente por tratar-se de uma analise que permite uma inspecéo visual da



similaridade ou discrepancia entre as amostras, tornando a interpretacdo dos dados mais facil
(MIAO et al., 2015).

A seguir serdo apresentados alguns estudos de sucesso voltados a aplicacdo do
fingerprint cromatogréafico/espectrométrico na autenticidade de méis.

A diferenciagdo de 62 amostras de méis florais Poloneses de seis origens distintas
(Brassica napus L. var oleifera Metzger, Fagopyrum esculentum Moench, Calluna vulgaris
(L.) casco, Centaurea cyanus L., Robinia pseudoacacia L. e Tilia spp) foi realizada no estudo
de Kus$ e Van Ruth (2015) a partir do uso da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD, do inglés high performance liquid
chromatography-diode array detector) associada ao uso da analise de componentes principais
e de algoritmos baseados na regra do vizinho mais préximo. Com base nos resultados obtidos,
o0s autores puderam concluir que o uso da impressao cromatografica provinda da HPLC-DAD
juntamente com a analise quimiométrica dos dados fornecem um padréo universal e podem ser
empregados na classificacdo de méis florais.

Em outro estudo, a impressdo cromatografica de 77 amostras de méis florais gregos de
sete origens diferentes (Castanea sativa, Gossypium hirsutum, Abies spp., Erica manipuliflora,
Pinus spp., Corydothymus capitatus e Citrus spp.) foi investigada a partir do uso da
cromatografia a gas associada a espectrometria de massas. Por meio do uso da microextracao
em fase solida no modo “headspace”, compostos volateis foram extraidos e em seguida
submetidos a analise cromatografica. Diferentes ferramentas estatisticas foram utilizadas no
tratamento dos dados, a saber: analise de componentes principais, analise discriminante de
projecdes ortogonais para estruturas latentes, analise hierarquica de projecGes ortogonais para
estruturas latentes e modelagem independente e flexivel por analogia de classe. Os autores
verificaram que a combinacdo das impressdes cromatograficas associada a analise hierarquica
de projecOes ortogonais para estruturas latentes resultou na separagdo correta de 98% dos méis
investigados, demostrando o potencial do uso dessa abordagem na discriminacao e classificacéo
de méis de acordo com a sua origem botanica (ALIFERIS et al., 2010).

O potencial da impressdo espectrométrica na discriminagdo do mel de melato de
bracatinga de méis florais de diferentes origens boténicas oriundos do Brasil foi investigado por
Bergamo et al. (2020). Por meio da avaliacéo do perfil espectrofotométrico visivel (380 a 800
nm) de ambos 0s méis associado a analise de componentes principais, foi possivel verificar a
existéncia de um perfil especifico para o0 mel de melato de bracatinga, independente do ano de
coleta, o qual permitiu a sua satisfatoria diferenciacdo de meéis florais da mesma regido
geografica e, possivelmente de outros méis de melato de diferentes origens botanicas e
geograficas. Segundo os autores, a impressdo espectrométrica construida a partir das amostras

contribuiu para a avaliagdo da autenticidade do mel de melato de bracatinga.



2.2 Marcadores de autenticidade: analise alvo

Ao contrério da impressdo digital no qual ndo é necessaria a identificacdo e
quantificacdo dos metabolitos, na analise alvo essas praticas sdo necessarias e utilizadas para a
verificacdo da autenticidade e diferenciacdo de meis, tanto por meio da sua origem botanica
como geogréfica (CASTRO-VAZQUEZ et al., 2014; GASIC et al., 2015), uma vez que a
composi¢do do mel é influenciada por diversos fatores como espécie da planta, condi¢Bes
ambientais e climaticos, processamento e estocagem, dentre outros (PISANI; PROTANO;
RICCOBONO, 2008; PYRZYNSKA; BIESAGA, 2009). Ainda, o conhecimento prévio dos
analitos possivelmente presentes na amostra alvo é importante para que seja entdo escolhido o
método mais adequado para sua deteccéo.

A seguir serdo reportados alguns dos principais grupos de compostos presentes nos meis

e alvos comuns da busca por marcadores quimicos de autenticidade.

2.2.1 Acucares

Além da presenca majoritaria dos monossacarideos frutose e glicose (entre 60 e 80% da
composicdo do mel), normalmente sdo também encontrados, em menores concentracdes,
especialmente di e trissacarideos como sacarose, maltose, isomaltose e rafinose (KAMAL,;
KLEIN, 2011; NAYIK; DAR; NANDA, 2015; PASCUAL-MATE et al., 2018), os quais vém
sendo investigados principalmente como marcadores de origem botanica e também de
diferenciacdo entre méis de melato e méis florais (BERGAMO et al., 2019; CAN et al., 2015;
DE LA FUENTE et al., 2011; ESCUREDO et al., 2013; KASKONIENE; VENSKUTONIS;
CEKSTERYTE, 2010; MANZANARES et al., 2011; OUCHEMOUKH et al., 2010).

Em 77 méis da Espanha (53 méis florais e 24 méis de melato), os acgUcares frutose,
glicose, sacarose, maltose, isomaltose, trealose, turanose e melezitose foram avaliados
utilizando HPLC acoplado ao detector de indice de refracdo diferencial por Manzanares et al.
(2011). Os autores observaram que as concentracdes de trealose e isomaltose eram maiores em
méis de melato quando comparados aos méis florais, enquanto para a glicose, sacarose, turanose
e melezitose as concentracOes encontradas foram menores. Segundo os autores, o perfil de
acucares aliado a analise estatistica multivariada pode contribuir na discriminacdo de méis
florais e méis de melato.

A contribuicdo do perfil e concentracdo de acucares na discriminacdo entre méis de
melato e méis florais também foi investigada por Bergamo et al. (2019a) utilizando eletroforese
capilar acoplada a detector de arranjo de diodos. Maiores concentracGes de maltose e menores
concentracdes de glicose e sacarose foram encontradas em méis de melato de bracatinga, os
quais contribuiram fortemente para a discriminacgéo entre os dois tipos de méis (melato e floral)

utilizando a andlise de componentes principais.



Em outro estudo, 108 méis uniflorais e multiflorais espanhois foram investigados por
De La Fuente et al. (2011) quanto ao seu perfil e concentracdo de aglcares por cromatografia a
gas acoplada a espectrometria de massas. As maiores concentragcdes foram encontradas para a
frutose seguida da glicose. Dissacarideos, como turanose, maltulose, isomaltose, maltose,
kojibiose e trealulose, e outros oligossacarideos, como erlose, rafinose, 1-cestose e melezitose,
também foram encontrados, porém em menores concentracfes e com ampla variabilidade
dentro da mesma origem botanica. Entretanto, alguns acgucares foram identificados como
possiveis indicadores da origem botanica do mel, como a teanderose e panose em méis de
alecrim; a 6-kestose para méis de Rosaceae; a sacarose para méis de citrus; e rafinose e 1-
kestose para méis de urze. Sendo assim, esses agucares podem contribuir na classificacdo dos
méis citado acima.

Além da variabilidade no perfil e concentracdes de acucares a partir da origem botanica
e geogréfica, outros fatores como a acdo de enzimas e rea¢Ges durante 0o armazenamento e
processamento resultam em uma variabilidade adicional da composicao de agucares em méis
(DE LAFUENTE etal., 2011). Dessa forma, a exploracdo da composicao de carboidratos como
marcadores de diferenciacdo de origem boténica e geografica, bem como de adulteracdes,

apresenta potencial, mas ainda requer estudos complementares.

2.2.2 Minerais

Os minerais compdem pequena quantidade da composicdo dos méis (normalmente até
1%), sendo encontrados em maiores concentragdes em méis escuros, como méis de melato ou
méis florais de tonalidade escura como de eucalipto (BOBIS et al., 2020; GONZALEZ-MIRET
et al., 2005; SERAGLIO et al., 2019; VANHANEN; EMMERTZ; SAVAGE, 2011).

E reconhecido que o perfil e concentracdo desses compostos em méis esta diretamente
relacionado a quantidade e tipos desses elementos absorvidos pelas plantas por meio do solo e
4gua (GONZALEZ-MIRET etal., 2005). Dessa forma, esses elementos também trazem consigo
informagdes quanto & contribuicdo do préprio ambiente (GASIC et al., 2015; TUZEN et al.,
2007). Considerando essas caracteristicas, 0s minerais presentes no mel sdao um reflexo da
caracteristica da regido onde o mel foi elaborado, apresentando enorme potencial para ser
explorado como marcador de origem geogréafica e diferenciacdo entre méis de melato e méis
florais.

No estudo conduzido por Madejczyk e Baralkiewicz (2008), a composigéo de minerais
de amostras de mel monofloral de colza e de mel de melato oriundos de diferentes regides da
Poldnia foram investigados. Os elementos potassio, magneésio, calcio, ferro, zinco, cobre,
aluminio, boro, manganés, niquel e cromo foram quantificados, sendo as maiores concentragdes

de sddio, magnésio e zinco encontradas nos méis de melato e de célcio e manganés nos méis



monoflorais de colza. Por meio do uso da analise de agrupamento hierarquico, foi possivel a
diferenciacdo entre os dois tipos de méis (melato e colza) e os distinguir geograficamente.

Em outro estudo, com base nos minerais potassio, calcio, sédio, magnésio e manganés,
Bergamo et al. (2018) propuseram um modelo de classificacdo para a diferenciacéo entre méis
de melato de bracatinga puros de méis florais e méis de melato de bracatinga adulterados com
5, 15 e 25% de méis florias. O modelo de classificacdo proposto apresentou resultados
promissores, podendo contribuir na verificacdo da autenticidade e deteccdo de fraudes

relacionado ao mel de melato de bracatinga.

2.2.3 Compostos volateis

As caracteristicas especialmente sensoriais, como aroma e sabor, de cada tipo de mel
sdo influenciados em grande parte pela composicdo e concentracdo da sua fracdo volatil
(ESCRICHE et al., 2009; SORIA; MARTINEZ-CASTRO; SANZ, 2007, 2008). Esses
compostos sdo constituintes minoritarios do mel provenientes de diversas fontes como do
néctar, polen e/ou melato (ALISSANDRAKIS et al., 2003; CASTRO-VAZQUEZ et al., 2009);
produzidos pela abelha; do processo de maturacdo do mel; da manipulacdo e condicdes pos-
colheita (ROWLAND et al., 1995). Nesse ultimo caso, a presenca de compostos derivados de
furano, como furfural e 5-hidroximetilfurfural, podem ser detectados quando o mel foi
submetido a aquecimento e/ou estocagem prolongada, ocasionando o decréscimo da sua
qualidade e indicando assim possivel deterioracdo do produto (CASTRO-VAZQUEZ; DIAZ-
MAROTO; PEREZ-COELLO, 2006). Além disso, os compostos volateis apresentam grande
potencial na busca por marcadores de autenticidade.

Por meio da investigacdo da composicdo volatil de 16 méis de melato e 29 méis florais
da Espanha, Soria et al. (2004) observaram que 70% das amostras foram corretamente
diferenciadas principalmente com base nos compostos borneol-alcool terpendide (maior
concentracdo no mel de melato) e 1-(2-furanil)-etanona (caracteristico dos meis florais).

Em outros estudos com méis espanhais, trés compostos (erytro-2,3-butanediol, treo-
2,3-butanediol, 1-hidroxi-2-propanona e 3-hidroxi-2-butanona) foram sugeridos como
indicadores de méis de melato, uma vez que s6 foram encontrados nesse tipo de mel
(ESCRICHE et al., 2009; SORIA et al., 2005). Ainda, o trans-carvalho lactona foi proposto
como indicador de origem botanica de mel de melato de carvalho (CASTRO-VAZQUEZ;
DIAZ-MAROTO; PEREZ-COELLO, 2006).

Elevada abundancia dos acidos benzoico, fenilacético, 2-hidroxibenzoico e 4-
hidroxifenilacético aliada a abaixa abundancia do 4-hidroxifeniletanol e dos acidos 4-
hidroxibenzoico e 4-metoxibenzoico foram sugeridos como possiveis marcadores quimicos do
mel de melato de Salix spp. JERKOVIC et al., 2010).



Em outro estudo, 55 compostos volateis foram identificados em méis de Pinus spp. de
diferentes regides da Grécia, sendo estes pertencentes as classes de ésteres, &lcoois, acidos
carboxilicos, aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos e outros (KARABAGIAS et al., 2014).
Segundo os autores, a utilizacdo dos compostos volateis contribui com maior precisdo para a
discriminagdo geografica desses méis, do que quando empregados parametros como fisico-
quimicos.

Portanto, considerando a diversidade de compostos presentes na fracdo volatil de méis,
esse grupo de compostos apresentam elevado potencial para ser explorado na busca de
marcadores quimicos de autenticidade de méis e indicacdo de fraudes. Portanto, a continua
investigacao

3 Considerac0es finais

Nessa breve revisao, principalmente 0 uso do fingerprint
cromatografico/espectrométrico e da analise alvo (marcadores quimicos) foram abordados
como ferramentas na avalia¢do da autenticidade de méis. Com base nas informacdes levantas
foi possivel verificar que a analise alvo, por meio da busca de marcadores quimicos especificos,
vem sendo mais explorada do que o fingerprint cromatogréfico/espectrométrico. Minerais,
acucares e compostos volateis podem ser citados como 0s principais grupos de compostos com
potencial para identificacdo de marcadores quimicos. Entretanto, outras classes de compostos
presentes em méis, como aminoacidos e proteinas, também podem ser exploradas na busca de
marcadores quimicos, bem como a continua investigacdo de possiveis fingerprints apresenta
promissor potencial. Sendo assim, nessa revisdo foi possivel entender a importancia da
continuidade da investigacdo dessas e outras ferramentas para a avaliacdo da autenticidade de
méis, visto o promissor potencial apresentado por essas ferramentas na deteccdo de fraudes e
garantia da autenticidade de méis.
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