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RESUMO

Este trabalho apresenta e discute os resultados da validagdo de um método
para determinacdo de residuos de sulfonamidas em mel de abelhas
africanizadas da regido do Alto Turi - MA. No preparo das amostras de méis,
utilizou-se hidrélise acida e empregou-se um sistema de extracdo em fase
sOlida em cartucho ABS - ELUT Nexus. O eluato foi analisado por
cromatografia liquida com deteccao por arranjos de diodos. Para determinacao
dos limites de deteccdo e quantificacdo, foram construidas curvas analiticas
com solucdes em concentracdes de 0,025 a 5,0 ug mL™, o método mostrou-se
linear nessa faixa. Os coeficientes de correlacdo obtidos variaram de 0,9994 a
0,9999 para as sulfonamidas em estudo. Os limites de deteccdo e de
guantificacdo foram calculados conforme procedimentos estatisticos
convencionais e os resultados considerados satisfatérios para o propésito do
método. As recuperacdes foram obtidas em intervalo de 63 a 98%, com
coeficiente de variacdo entre 0,4 - 9,9%, que para matrizes complexas é
satisfatdrio. O limite maximo de residuos de sulfonamidas em mel é 50 pg kg™,
no entanto devido a complexidade da amostra a quantificacdo so foi possivel
na concentracdo de 100 pg kg™*. Também foi feita a caracterizacéo fisico-
guimica das amostras de meis utilizando-se metodologia baseada no CODEX
Alimentarius e Association of Official Analitical Chemists, nas quais se verificou
gue todas as amostras analisadas encontraram-se dentro do padréo
estabelecido pela legislacdo brasileira no que se refere a indice de diastase,
minerais, cor e hidroximetilfurfural. No referente a acidez, 71% das amostras
tiveram valores elevados, quanto ao teor de umidade e sdlidos insoluveis,
apenas duas amostras, tiveram valores superiores aos recomendados pela
Instrucdo Normativa n°11 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento.

Palavras-chave: Mel. Andlise fisico-quimica. HPLC. Valida¢do. Sulfonamidas.



ABSTRACT

This work presents and discusses the results of the validation of a method for
determination of sulfonamide residues in honey bees africanized of the Alto Turi
- MA. In preparation of the honey samples, was used acid hydrolysis and
employed a system of solid phase extraction in cartridge ABS - Elut Nexus. The
eluate was analyzed by liquid chromatography with diode array detection. To
determine the limits of detection and quantification, standard curves were
constructed with solutions in concentrations ranging from 0.025 to 5.0 ug mL™,
the method was linear in this range. The correlation coefficients obtained
ranged from 0.9994 to 0.9999 for the study sulfonamides. The limits of detection
and quantification were calculated according to conventional statistical
procedures and results were considered satisfactory for the purpose of the
method. The recoveries were obtained in the range from 63 to 98%, with a
coefficient of variation from 0,4 to 9,9%, which is satisfactory for complex
matrices. The maximum sulfonamide residues in honey is 50 pg kg™, however
due to the complexity of the sample for quantification was possible only at a
concentration of 100 pg kg®. It was also made the physicochemical
characterization of the honey samples using a method based on CODEX
Alimentarius and Association of Official Analytical Chemists, in which it was
found that all samples were within the standards established by the Brazilian
legislation  regarding the index diastasis, minerals, color and
hydroxymethylfurfural. Regarding the acidity, 71% of the samples had high
values, already on the moisture content and insoluble solids, only two samples
were higher than those recommended by Instruction n°11 of the Ministry of

Agriculture, Livestock and Supply.

Keywords: Honey. Physicochemical analysis. HPLC. Validation. Sulfonamides.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

Mel é um alimento produzido pelas abelhas a partir do néctar recolhido
de flores e processado pelas enzimas digestivas desses insetos. E
armazenado em favos em suas colméias para servir-lhes de alimento em
periodo de pouca fartura de néctar (BRASIL, 2000).

Existe uma grande diversidade de méis, que variam segundo a
floracdo, condi¢cdes do solo e do clima da regidao em que foram produzidos e/ou
ainda segundo as técnicas de coleta.

Devido as propriedades nutritivas, medicinais, cicatrizantes e
antissépticas, o mel tem valor comercial amplamente reconhecido, que implica
na necessidade de garantir a qualidade do produto e também justifica a vasta
utilizagdo como fonte de variados estudos cientificos e tecnolégicos.

A producao brasileira de mel saltou de 38 mil toneladas em 2009 para
50 mil toneladas em 2010, o que colocou o Pais na 112 posicdo no ranking dos
produtores mundiais. Atualmente o pais é o quinto maior exportador do
produto. De acordo com o Ministério da Agricultura (2011), programas de
incentivo a producao apicola e capacitacdo de agricultores envolvidos com a
cadeia produtiva sao os responsaveis pelo destaque do setor nos ultimos anos.

Apesar do grande potencial do mel brasileiro, € necessario que este
esteja em conformidade com normas nacionais e internacionais para que possa
ser comercializado no mercado interno e externo. Para isto, o produto deve
cumprir as exigéncias do Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade do
Mel (Instrucdo Normativa n° 11, de 20/10/2000, do Ministério da Agricultura
Pecuéaria e Abastecimento) e também cumprir os critérios de qualidade
estabelecidos no Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de
Origem Animal (PNCR), especificamente o Programa Setorial de Residuos em
Mel, PCRM.

No que se refere a residuos, um dos problemas que assolam a
apicutura € a contaminacdo do mel por substancias utilizadas na agricultura ou,
ainda, por substancias utilizadas na prevencdo e controle de doencas nas

colméias. A exemplo disso, as sulfonamidas séo as substancias mais utilizadas


http://pt.wikipedia.org/wiki/Alimento
http://pt.wikipedia.org/wiki/Abelha
http://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%A9ctar
http://pt.wikipedia.org/wiki/Flor
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://pt.wikipedia.org/wiki/Inseto
http://pt.wikipedia.org/wiki/Colmeia
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na atividade apicola e a consequéncia desta pratica é a presenca de residuos
desse composto no mel.

O Maranhdo ainda ndo dispde de laboratorios especializados em
analise de residuos em mel, que tem levado pesquisadores a atuarem nessa
area, buscando financiamentos que tém proporcionado desenvolvimento de
metodologias para andlise de residuos em mel e a capacitagdo de recursos

humanos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Estabelecer metodologia para analise de residuos de sulfonamidas em méis de
abelhas, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia e extracdo em fase

solida.

1.1.2 Especificos

e Otimizar método analitico utilizando cromatografia a liquido de alta
eficiéncia para determinacdo de agentes antimicrobianos usados em abelhas e

possiveis contaminantes do mel;

e Avaliar a eficiéncia da extracdo em fase solida na quantificacdo de
sulfonamidas em amostras de méis, através de ensaios de recuperacao e
deteccdo em HPLC-DAD;

e Validar método analitico para deteccao e quantificacdo de sulfonamidas

em méis;

e Caracterizar fisico-quimicamente méis de abelha africanizada produzido

na regido do Alto Turi — MA;

e Aplicar método analitico otimizado em meéis de abelha africanizada

utilizando HPLC-DAD para deteccao das sulfonamidas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Apicultura no Brasil

A apicultura é a criagdo de abelhas em confinamento, sob controle do
homem, alojadas em colméias artificiais, utilizando-se métodos e equipamentos
desenvolvidos para melhor explorar as capacidades naturais desses insetos
(PERUCA et al., 2002).

No Brasil, o padre Antdnio Carneiro foi responsavel pela introducéo de
abelhas Apis mellifera no Rio de Janeiro, dando inicio a apicultura brasileira.
Nos anos seguintes, outras abelhas européias foram trazidas ao Brasil.

O marco da apicultura ocorreu em 1956 quando o pesquisador
Warwick Estevam Kerr trouxe para o pais a abelha Apis mellifera scutellata,
chamada vulgarmente de abelha africana. Segundo informacdes de
pesquisadores da EMBRAPA (PEREIRA; LOPES; CAMARGO, 2003), tais
abelhas sdo muito agressivas e produzem maior quantidade de mel do que as
abelhas européias.

O principal objetivo do pesquisador Kerr era obter uma raca produtiva
em um programa de melhoramento genético (SEBRAE, 2007). No entanto,
acidentalmente as abelhas africanas fugiram e passaram a se acasalar com as
abelhas européias dando origem a um hibrido conhecido como abelha
africanizada, com varias caracteristicas importantes, destacando-se sua
eficiéncia na polinizacédo de diversas culturas, producdo de mel e resisténcia a
doencas (COUTO & COUTO, 2006).

Em contraposicdo a alta produtividade de mel, a acentuada
agressividade das abelhas africanizadas impossibilitou, por muito tempo, a
criacdo racional dessas abelhas. S6 apos desenvolvimento de técnicas
adequadas foi possivel a criacdo e o consequente aumento da producdo de
mel no Brasil.

A procura pelo mel brasileiro teve seu apice em 2001. Nesse ano, 0s
maiores produtores de méis, China e Argentina, tiveram seus méis embargados
devido a contaminacdo por antibioticos. Isso fez com que a procura por mel e

0S precos aumentassem e, paises com menores expressdes nas exportacoes
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de meéis, como o Brasil, comecaram, entdo, a aumentar suas vendas no
mercado externo (PAULA, 2008).

Como mostrado na Tabela 1, as exportagbes do mel brasileiro
cresceram até 2004 e, a partir de 2006, houve diminuicdo devido a volta da
China ao mercado e também devido ao embargo do mel brasileiro pela Unido
Européia. Segundo o Instituto de Economia Agricola (IEA), a decisdo foi
baseada na circular de 21 de fevereiro da Federacao Europeia de Comércio de
Produtos do Agronegdcio, que recomendava a proibicdo da importacdo de mel
do Brasil em consequéncia da persisténcia de falhas no sistema de
monitoramento de residuos de antibiéticos no mel brasileiro também ja

apontadas por outra misséo técnica em 2003 (PEREZ, 2006).

Tabela 1. Quantidade de mel exportado pelo Brasil e seus principais estados
exportadores nos anos de 2001 a 2006 (kg)

Estado/

Ano

2001 2002 2003 2004 2005 2006

Sdo Paulo  197.361 5.387.041 6.336.670 8.555.013 6.051.598  4.754.258
Ceara 244.479 1.965.622 2.342.318 2.385.459 2.341.794  2.723.024

Santa
1.814.498 2.717.836 4.036.393 4.183.153 2.261.980 2.002.029

Catarina
Piaui 0 741.304 3.009.844 1.747.586 2.503.026 1.939.923
Rio Grande
314 77.092 555.087 1.691.229 588.783 1.483.807
do Sul
Parana 122.896 848.659 1.911.613 1.735.004 332.821 898.496
Brasil 2.488.671 12.640.487 19.273.148 21.029.045 14.438.569 14.599.720

Fonte: ALICEWEB / MDIC /SECEX / UAGRO, 2006 (apud SEBRAE, 2007)

O embargo ao mel brasileiro acabou em 2008, quando a Unido
Européia aprovou o Plano Nacional de Residuos e Contaminantes (PNCRC) do
Brasil. ApGs esse periodo, segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (2011), a producao saltou de 38 mil toneladas em 2009 para 50
mil toneladas em 2010, sendo o Brasil o quinto maior exportador de mel.

Apesar de o Brasil estar entre 0s doze maiores produtores de mel, a
populacédo brasileira consome pouco esse alimento. Segundo dados do IBGE

(2010), o consumo per capita anual de mel é de 0,048 kg/ano. Téao baixo
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consumo faz com que a producao brasileira dependa do mercado externo, para
escoar sua producao.

Diante disso, a Confederacdo Brasileira de Apicultura (CBA) e o
SEBRAE, juntamente com a Fundagéao do Banco do Brasil, tem incentivado o
consumo interno. Um exemplo disso foi a campanha intitulada “Meu dia pede
mel”, criada para incentivar o consumo do mel de abelha e, consequentemente,
fortalecer o mercado interno (AGROLINK, 2012). A campanha tem como
objetivo mostrar a populagéo os beneficios no consumo do mel, como alimento
saudavel, enérgico, natural e que pode ser utilizado para diversos fins
(APACAME, 2012). Muitos estados brasileiros incluiram o mel na merenda
escolar para estudantes da rede publica e estadual, como contribuicdo a

campanha.

2.2 Apicultura em Santa Luzia do Parua — MA

Santa Luzia do Parua (MA), situada na Pré-Amazénia, na regidao do
Alto Turi tem uma posicao privilegiada, pois é a principal via de acesso do
Maranhédo as Regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do pais. Isso favoreceu
a migracao de grandes proprietarios de alto poder aquisitivo, que percebiam a
pecuaria como grande geradora de renda. Entretanto, a renda ficou
concentrada nas maos de uma minoria. Com isso, a populacédo local teve
dificuldade de acesso as condi¢des do solo que, aliada a falta de infra-estrutura
basica e a pouca tradicdo de cultivo agricola, contribuiram para a emigracao ao
Pard, cuja principal fonte de renda era o trabalho no garimpo (DUARTE, 2006).

Segundo Duarte (2006) a venda das propriedades dos colonos aos
imigrantes fizeram com que muitas areas de mata virgem fossem desmatadas
e usadas para a criacdo de gado e para as lavouras. Tais atividades
econdmicas, na visdo dos colonos, ndo promoveram a distribuicdo de riquezas,
apenas estimulou o crescimento populacional, a concentracdo fundiaria e o
aumento da pobreza.

Sabendo disso, o0 governo e a prépria populacdo buscaram alternativas
gue pudessem melhorar a qualidade de vida na regido. Partindo dessa
premissa, deu-se inicio em 1993 a atividade apicola impulsionada pelo padre

José Ribamar Abas Filho, da pardquia de Santa Luzia do Parud, que geraria
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além de renda a diminuicdo das queimadas e do desmatamento (SEBRAE,
2006).

Num primeiro momento a producdo foi pequena e desmotivou 0s
produtores. Surgiu, entdo, a necessidade de organizacao das familias por meio
do associativismo. Desse movimento surgiu a Associacdo dos Apicultores do
Alto Turi (Turimel). A partir dai, a producdo vem aumentando no decorrer dos
anos e consolidou a regido do Alto Turi como uma das maiores produtoras de
mel (SEBRAE, 2006).

No entanto, muitos desafios vém surgindo como, por exemplo, a
obtencdo do Selo de Inspecdo Federal (SIF) nacional e internacional. Para a
aquisicdo de ambos é necesséaria que o mel apresente conformidade com
critérios estabelecidos por lei como, por exemplo, 0s parametros das analises
fisico-quimicas e andlises de residuos de pesticidas e antibioticos.

A procura por melhorias na producdo e na administracdo da
associacao Turimel, fez com que houvesse a busca por parceiros importantes
como: SEBRAE, UFMA, BNB, UEMA, dentre outros. Com auxilio desses
parceiros a Turimel conseguiu melhorar sua estrutura fisica e atualmente conta
um numero razoavel de apicultores associados, em Santa Luzia do Parua
especificamente, sdo aproximadamente 32 apicultores, com 975 colméias
(BRITO, 2009). Na Figura 1 é mostrado o entreposto da Turimel.

Figura 1: Estrutura fisica da Associ¢ao Turimel
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Fonte: Arquivo pessoal
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Na Figura 2, € mostrada a parte interna da Turimel e alguns
equipamentos usados na extragdo das amostras de mel. Os decantadores e as
centrifugas sdo de aco inoxidavel seguindo, assim, o recomendado pelas
normas higiénico-sanitarias e tecnoldgicas para o mel, designadas pelo MAPA
(1985).

Figura 2: Equipamentos da associa¢ao Turimel - decantadores e centrifugas

Fonte: Arquivo pessoal

Apesar do empenho dos parceiros e dos apicultores em transformar a
apicultura numa atividade rentavel, ainda existem empecilhos que dificultam a
exportacdo do mel e o crescimento da producdo. Um dos problemas
enfrentados pelos apicultores € que durante muito tempo ndo havia a
preocupacdo com o ambiente, dando-se prioridade a criagdo de gado. Entéo
extensas areas de mata virgem foram queimadas, derrubadas para
conseguinte plantacdo da braquiaria (Brachiaria), que € um tipo de vegetacao
gue impede o desenvolvimento das gramineas nativas e sufoca o
desenvolvimento dos campos nativos. Sendo assim, o aumento dessas
atividades altera o espaco percorrido pelas abelhas, fazendo com que voem
cada vez mais longe em busca de alimento aumentando assim, a probabilidade
de contaminacdo por agrotoxicos usados em plantacfes distantes da area do
apiario (BRITO, 2009).
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A concentracdo de apiarios numa pequena regiao também é resultado
de producao menor do que esperado de mel, pois as abelhas tém que competir
por alimento ou buscar os mesmos em outros locais, 0 que recai na
problemética anterior (BRITO, 2009). Na Figura 3, € mostrada a densidade dos
apiarios numa regido, onde também é possivel se verificar os efeitos do

desmatamento no decorrer dos anos.

Figura 3: Comparacdo da mata nativa em diferentes anos e estudo da densidade de
apiarios, onde triangulos vermelhos sinalizam apiarios e bolas amarelas as residéncias
dos apicultores

Fonte: BRITO, 2009

As queimadas também sdo motivo de reclamacdo por parte dos
apicultores, pois estas sdo feitas com descaso, sem nenhuma preocupacao
com o ambiente, gerando muita poluicdo, queima de muitas colméias, além de
dificultar a visibilidade nas estradas podendo ocasionar acidentes graves.
Sendo assim, durante os periodos de queimadas, fica quase impossivel
produzir mel na regido. A solucdo tem sido a apicultura migratoria que,
entretanto, altera caracteristicas do mel e pode comprometer a qualidade do
produto apicola (BRITO, 2009).

Apesar das dificuldades, o mel da regido do Alto Turi tem-se mostrado
de excelente qualidade, indicando, assim, potencial para comercializacdo no
mercado externo desde que atendidas as exigéncias de qualidade que incluem,

além das andlises fisico-quimicas, o controle de residuos.
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2.3 Mel e sua composicéao

O mel é resultado da desidratacdo e transformacdo do néctar. A
guantidade de mel que pode ser obtida de uma determinada planta varia com
os fatores que influenciam a producédo e a concentracdo de néctar e, ainda,
com a concentracao e proporcdes de seus carboidratos, com a quantidade de
flores da area e com o numero de dias em que as flores estdo secretando
néctar, dentre outros fatores (CRANE, 1975).

Quimicamente falando, o mel é altamente higroscopico e muito
concentrado. Como amostra para andlise, € considerada uma matriz muito
complexa (KUJAWSKI, 2008). A composicao do mel depende, basicamente, da
composicado do néctar da espécie vegetal produtora e da espécie de abelha
gue o produz, conferindo-lhe caracteristicas especificas, enquanto que as
condicbes edafo-climaticas e o manejo do apicultor tém menor influéncia na
composic¢éo (WHITE JUNIOR, 1978).

O mel apresenta-se, em condi¢des normais, como uma solucéo liquida
com baixo teor de agua (entre 13 a 20%) e alta concentracdo de matéria seca.
Possui grande quantidade de acucares simples (média de 32% de glicose e
38% de frutose) e pequenas quantidades de outros acUcares (sacarose,
maltose e outros dissacarideos), sais minerais (potassio, sodio, cloro, enxofre,
célcio, fosforo, silicio, ferro e magnésio), aminoacidos e enzimas (NOGUEIRA
COUTO & COUTO, 2006).

O mel € um alimento rico em vitaminas D, E e do complexo B; possui
ainda teores consideraveis de substancias anti-oxidantes, por exemplo, os
flavonoides, dentre outras substancias benéficas ao equilibrio dos processos
biolégicos do organismo humano (REVISTA RURAL, 2008).

Os componentes encontrados nos meéis e a interacao entre eles fazem
com que o este seja um alimento altamente nutritivo e possa ser utilizado de
forma medicinal. Dentre as propriedades terapéuticas do mel pode-se citar:
atividade antimicrobiana, propriedades antioxidantes, propriedades prebioticas.
Além de poder ser usado como: cicatrizante, promotor de epitelizacdo das
extremidades de feridas, promotor no tratamento de Ulceras e problemas

respiratérios, tém propriedades antianémica, € emoliente, antiputrefante,
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digestivo, laxativo e diurético, entre outros (PEREIRA; LOPES; CAMARGO,
2003).

Sua atividade antimicrobiana talvez seja seu efeito medicinal mais ativo
(SATO et al., 2000). Conforme Manyi-Loh e colaboradores (2010), a atividade
antimicrobiana tem importancia terapéutica, em especial nos casos em que a
resposta do organismo € insuficiente para limpar a infec¢@o. A interacdo entre
varios fatores é responsavel pela atividade antimicrobiana. A reacao enzimatica
glicose-oxidase e algumas de suas propriedades fisicas sdo consideradas 0s
principais fatores (SILVA, 2006a). De acordo com Taormina (2001) citado por
Silva (2006a) outros fatores que podem contribuir com a propriedade
antimicrobiana do mel séo: elevada pressdo osmotica/baixa atividade de agua,
baixo pH/meio acido, baixo contetdo protéico, baixo potencial redox devido ao
alto teor de acucares redutores, a viscosidade que limita a solubilidade do
oxigénio e outros agentes quimicos e fitoquimicos.

Segundo Pittella (2009), devido aos beneficios trazidos pelo mel, ele
torna-se um produto muito valorizado no mercado externo e seu preco oscila
em niveis altos, se comparado com outros produtos. Por isso, a busca por
rigorosos padrbes de qualidade torna-se necessaria para atender a um

mercado consumidor cada vez mais exigente.

2.4 Mel organico

O conceito de consumo sustentavel tem crescido muito nos ultimos
anos, com isso 0 mercado procura metodologias, produtos que estejam
engajados em algum tema social e ambiental ou melhor que sigam essa nova
visdo dos consumidores. Um dos produtos que se pode citar nesse conceito de
sustentabilidade s&o os produtos organicos. De acordo com Mandail e
colaboradores (2011), o aumento da producdo e do consumo de produtos
organicos foi impulsionado pela aquisicdo da consciéncia dos maleficios das
substancias quimicas para a saude do consumidor, do produtor, dos animais e
do meio ambiente.

Segundo o Ministério da Agricultura e Abastecimento, alimentos

organicos sao aqueles que em sua producdo adotam técnicas especificas,
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mediante a otimizacdo do uso dos recursos naturais e socioecondémicos
disponiveis e o respeito a integridade cultural das comunidades rurais, tendo
por objetivo a sustentabilidade econbmica e ecoldgica, a maximizacdo dos
beneficios sociais, a minimizacdo da dependéncia de energia ndo renovavel, a
eliminacdo do uso de organismos geneticamente modificados e radiacbes
ionizantes, em qualquer fase do processo de producdo, processamento,
armazenamento, distribuicAo e comercializacdo, e a protecdo do meio
ambiente (BRASIL, 2003).

Nesse contexto de alimentos organicos, pode-se inserir a apicultura,
por se tratar de uma atividade que esta pautada no tripé da sustentabilidade: o
econdmico, porque gera renda aos agricultores, o social, porque utiliza a méo-
de-obra familiar no campo, diminuindo o éxodo rural, e por ser essencialmente
ecoldgica, j& que € uma atividade conservadora das espécies, através da
polinizagdo promovida pelas abelhas e por n&o gerar residuos toxicos
(GUIMARAES, 1989).

No Brasil, a apicultura organica tem mostrado seu potencial devido as
caracteristicas do mel brasileiro que o enquadram, naturalmente, como mel
organico. Segundo Camargo (2012), isso se deve a utilizacdo de abelha
africanizada que, por ser um animal hibrido, apresenta peculiaridades que
permitem uma producdo apicola intensiva sem qualquer utilizacdo de
medicamentos ou drogas veterinarias, o que propicia producdo de mel livre de
residuos de tais substancias. Além disso, segundo o mesmo autor, 0os pastos
apicolas estdo situados em areas naturais e de espécies vegetais nativas, que
ocorrem em regifes de baixa atividade agricola intensiva, com predominancia
da agricultura de subsisténcia, ou em vastas areas naturais, sem a proximidade
de areas agriculturaveis com a aplicacdo de diversos produtos agricolas, ndo
apresentando risco de contaminacao pelo uso intenso desses agroquimicos,
tdo usuais na agricultura mecanizada.

Apesar das vantagens do mel brasileiro em relacdo aos dos grandes
produtores, o mesmo ainda é comercializado sem diferenciacfes, a precos
inferiores ao valor real. Grandes compradores aproveitam a falta de
organizacao dos produtores para lucrarem. Por isso, é importante a avaliacdo

das caracteristicas dos méis brasileiros para a obtencdo de precos
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diferenciados e, consequentemente, a obtencdo de maior lucratividade como
ocorreu com o mel de manuka da Nova Zelandia que teve suas caracteristicas
tipificadas e que por isso sdo vendidos em nichos de mercado, como produtos
exoticos ou terapéuticos, com valores diferenciados e muito acima dos pagos
aos méis convencionais (CAMARGO, 2012).

A agregacdo de valor do mel brasileiro pode ser feito atraves de
certificacbes do produto apicola como organico. As principais exigéncias feitas
pelas certificadoras s&o (SALOME, 2007):

o O pasto apicola deve ser ou estar instalado em propriedades sob

manejo organico ou em areas de mata nativa,

o Os apiarios devem estar localizados a uma distancia de, no

minimo, 3 km de areas com manejo agricola convencional e fontes

contaminantes;

o A utilizacédo de alimentagéo suplementar nos apiarios, se utilizada

deve ser feita com produtos organicos e em época apropriada;

o Devera haver agua de boa qualidade e de facil acesso as

abelhas;

o A origem da cera, dos enxames, das rainhas (em possivel

trabalho de selecdo) e do material combustivel utilizado no fumegador

devem ser provenientes de apiarios organicos certificados e/ou de
regides sem possibilidade de contaminacao;

o Na limpeza e fabricacdo das colméias ndo devem ser utilizados

produtos toxicos as abelhas, para o meio ambiente ou que possam

comprometer a integridade organica do mel.

o Quanto a unidade de extracdo/processamento, o mel ndo pode

ser aquecido a mais de 37,5 °C ou filtrado sob pressdo. A extragao,

manuseio e processamento de produtos apicolas deverdo ser feitos
usando material inoxidavel lavado com agua quente;

o O uso de medicamentos ndo autorizado é proibido. Se houver

necessidade de tratamento, os homeopaticos e naturais devem ser

priorizados;

o As embalagens devem ser aprovadas por 6rgdo competentes e

homologadas pelas certificadoras.
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Além disso, o processo de certificagdo organica ultrapassa a éarea
comercial, pois considera ndo apenas os sistemas de obtencdo de produtos
isolados e sim processos mais sustentaveis ecologicamente e socialmente.
(SEBRAE, 2008)

Apesar do aumento da produgcdo de mel organico no Brasil, tanto em
niveis de producdo como de exportacdo, o processo de certificacdo, segundo
Pacheco Filho (2005), ainda tem um custo alto dificultando, assim, uma maior
adesao de produtores, apesar do selo agregar valor ao produto.

Santa Luzia do Parud — MA, localizada na mesorregido do oeste
maranhense e situada na regido Pré — Amazodnica, possui potencial de produzir
mel organico, visto que nessa cidade a atividade apicola é desenvolvida em
mata nativa (Figura 4) e tem uma flora bastante diversificada que possibilita
sabor peculiar ao mel dessa regido. Segundo Marques et al. (2011) as
principais familias utilizadas por Appis mellifera em Santa Luzia do Parua sao:
Amaranthaceae, Arecaceae, Asteraceae, Urticaceae, Euphorbiaceae,
Lamiaceae, Fabaceae-Mimosoideae, Flacourtiaceae, Myrtaceae, Poaceae,
Rubiaceae, Mimosa pudica, Borreria, Hyptis e Euterpe.

Além disso, em Santa Luzia do Parua, faz-se uso da abelha
africanizada na producdo de mel, que é uma espécie de abelha bastante
resistente a doencas. E a incidéncia do uso de agrotéxicos ainda é minimizada,
devido a producdo ser de pequeno porte. Nao se tem histérico do uso de
agrotoxicos em regides proximas ao pasto apicola.

Figura 4: Apiarios localizados em mata nativa

b2

Fonte: arquivo pessoal
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Somando-se a tais fatores, no final de 2009, foi feito um levantamento
da atividade apicola em Santa Luzia do Parud, através do plano piloto de
georreferenciamento, o qual teve como objetivo juntar parceiros na metodologia
SIG-PNGEO (Sistema de Informacdes Geografica - Programa Nacional de
Georreferenciamento e Cadastro de Apicultores) da Confederagéo Brasileira de
Apicultores a fim de fazer georreferenciamento de toda a regido do Alto Turi —
MA. Com o trabalho foi possivel identificar os fatores de vulnerabilidade da
atividade apicola visando a aplicacdo de medidas preventivas, garantindo
assim a viabilidade econbmica a atividade e seguranca alimentar (BRITO,
2010).

Os dados obtidos s&o importantes ferramentas para aplicagdo na
apicultura organica. Segundo Miranda (2004), os dados servem para
determinar a localizacdo exata dos apiarios, de forma a evitar a concentragcéo
de abelhas em espacos inadequados. Mediante o0 uso do sistema é possivel
monitorar o0 raio de acdo das abelhas de cada apiario, possibilitando a
producéo de mel organico. Caso haja algum lugar onde as abelhas estejam
coletando pdélen com interferéncia humana, é possivel fazer o remanejamento
da colméia.

Todos os fatores citados mostram que Santa Luzia do Parua tem
possibilidades de produzir mel organico de qualidade, seguindo as
recomendacdes dos 6rgados de certificacbes e das normas do regulamento

técnico de identidade do mel.

2.5 Doenca das abelhas

A apicultura, assim como em todas as atividades agropecuarias, esta
sujeita a perda de lucro e de produtividade provocados por doencas que
atingem os apiarios.

De acordo com De Jong (2012), a apicultura, através dos anos, tem
encontrado varios tipos de obstaculos para manter as abelhas saudaveis,
entretanto, as perdas aumentaram muito em anos recentes e 0S Nnovos
sintomas afetam seriamente a apicultura e as culturas que dependem das

abelhas para a polinizagao.
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A averiguacdo da saude das abelhas € uma ferramenta importante
para prevenir e tratar as doencas. A saude desses insetos esté ligada a fatores
de vérias naturezas (bacteriana, viral, parasitaria, e outros), a disponibilidade
de tratamentos adequados, as espécies invasivas e as mudancas ambientais.
Outro fator a se considerar, € a utilizacdo de agrotéxicos na agricultura que
também podem influenciar a saide das mesmas (COMISSAO EUROPEIA,
2010).

A Comissdo Europeia (2010) relata ainda que ha provas cientificas
cada vez maiores de que as abelhas que tém acesso a uma mistura de pélens
de plantas diferentes sdo mais saudaveis do que as que se alimentam apenas
de um tipo de pdlen.

As doencas podem atingir as abelhas tanto em fase de cria como na
fase adulta. As principais doencas que atingem as abelhas na fase de cria séo:
cria putrida americana, cria putrida europeia e cria ensacada. Na fase adulta
pode-se citar a nosemose, acariose, paralisia, amebiase, septicemia e
varroase. Segundo pesquisa realizada por Pereira e colaboradores (2003),
doencas em crias geralmente causam maiores prejuizos do que em abelhas

adultas. Sabendo disso, deu-se énfase ao estudo da cria putrida americana.

2.5.1 Cria putrida americana

A cria putrida americana (AFB) é responsavel por sérios danos
causados a apicultura mundial nos ultimos anos. Ela € uma doenca bacteriana
produzida pelo bacilo Paenibacillus Larvae e que atinge as abelhas no estado
de larva e pupa. A contaminacdo ocorre através da ingestdo de alimento
contaminado com esporos desta bactéria.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) (2007), tal
bactéria pode produzir mais de um bilhdo de esporos em cada larva infectada.
Os esporos sobrevivem por longo tempo e sdo extremamente resistentes ao
calor e agentes quimicos. Apenas 0S esporos sdo capazes de causar a
doenca. Os alvéolos de apiarios infectados podem apresentar sinais clinicos

caracteristicos que permitem o diagndstico da doenca.
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Sabendo disso, é importante que o apicultor esteja atento as mudancas
que ocorrem nas colméias verificando, de acordo com as orientacdes do
SEBRAE (2007) e de pesquisadores da EMBRAPA (PEREIRA; LOPES;
CAMARGO, 2003):

e A ocorréncia de favos falhados com opérculos perfurados, escurecidos
e afundados;

e As larvas mortas apresentam consisténcia viscosa e coloracgdo
marrom-escura, como mostrado na Figura 5a;

e Pré-pupas ou pupas com mudanca de cor em toda extenséo do corpo;

e Cheiro putrido;

e Presenca de escamas ao longo da parede lateral do alvéolo (restos da
cria jA seca e muito escura), normalmente de dificil remocdo como
mostrado na Figura 5b. Entre outros sintomas caracteristicos da

doencga.

Figura 5: Sintomas da Cria Putrida Americana - (a) consisténcia viscosa da cria (teste
do palito), restos de crias mortas e (b) ressecadas coladas nas paredes do alvéolo

Fonte: EMBRAPA, 2003

Por se tratar de uma doenca que pode dizimar enxames é necessario
gue o apicultor tome todas as medidas cabiveis na protecdo de suas colméias.
Esse cuidado vai desde a compra de alimento para as abelhas, até a compra
de rainhas e novos enxames. Apesar da doenca ndo se manifestar em abelhas
adultas, as mesmas podem servir de veiculo para transmissdo da doenca para

as crias.
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No Brasil, o primeiro foco da contaminacdo das abelhas pela cria
patrida americana, foi registrado em 2006 no municipio de Quatro Barras,
estado do Parana, como resultado da compra de alimento importado para as
abelhas (mel e pdélen) que estavam contaminados com a bactéria Paenibacillus
larvae. Conforme Silva (2010) um programa de contingenciamento foi
deflagrado pelo Comité Consultivo Cientifico em Sanidade Apicola do MAPA
visando controlar o foco.

Apesar do controle do primeiro foco da AFB no Brasil, Gramacho
(2004) relata que ainda ndo hé politica adequada no pais no que se diz respeito
ao controle da entrada de mel e produtos apicolas estrangeiros, podendo a
importacao servir como entrada da doenga em nosso pais.

Muitas pesquisas tém sido realizadas com intuito de se conseguir um
hibrido ainda mais resistente que a abelha africanizada no combate a AFB.
Para isso Taber (1982) comenta, ao analisar os resultados descobertos por
Rothenbuhler (1964a, b), que os dois genes descritos para o comportamento
higiénico (r= removedor e d= desoperculador) conferem as abelhas uma
resisténcia a todas as doencas de crias (GRAMACHO, 2004). Entdo essa é
uma alternativa para controle da AFB em varios paises, visto que o tratamento
por antibiotico, além de gerar residuos ao mel, ndo € eficaz, pois as bactérias

sao resistentes a esse tratamento e também a agentes quimicos.

2.6 Avaliacdo da qualidade dos méis

2.6.1 Andlise dos parametros fisico-quimicos

Segundo Marchini (2001), a producdo de mel depende, dentre outras,
da abundancia e da qualidade das flores existentes no raio de acdo das
abelhas. Desta forma, como a flora brasileira € bastante diversificada, em
consequéncia da extensdo territorial do pais e da variabilidade climética
existente, é fundamental a caracterizacdo regional dos méis e o
estabelecimento de padrdes, levando-se em consideracdo a grande
diversidade botanica e varia¢es climaticas de cada regiao.

No entanto, apesar da variacdo dos méis, o Ministério da Agricultura e

Abastecimento através da Instru¢cdo Normativa n°® 11 de 20 de outubro de 2000,
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definiu algumas analises necessarias a fim de assegurar condi¢des igualitarias
e total transparéncia na elaboragcdo e comercializagdo do mel (BRASIL, 2000).
Existe, portanto, uma padronizagdo indicando assim possiveis fraudes e/ ou a
identidade dos méis de uma regido.

Parametros sensoriais e fisico-quimicos séo utilizados como requisitos
na determinacdo da condicdo de qualidade do mel, além das analises de

residuos de agrotoxicos e drogas veterinarias no mesmo.

2.6.1.1 Parametros sensoriais
2.6.1.2 Cor

A cor do mel € um fator determinante no mercado mundial de acordo
com Carvalho (2005). Segundo o mesmo autor, ha uma tendéncia dos meéis
claros serem preferidos pelos consumidores, consequentemente, tém maior
valor comercial que os escuros. Existe uma relagcédo imperfeita entre a cor e 0
sabor, pois se acredita que meéis com sabor agradavel sdo sempre claros,
enquanto que méis escuros tém, normalmente, um sabor forte.

De acordo com Gonzalez (2002) citado Silva (2006b), a cor do mel esta

ligada a diversos fatores:

v' Origem floral e a composicao fisico-quimica do produto: o mel
escuro possui maior acidez, conteido mineral e sdo mais ricas em
dextrinas, enquanto que o de cor clara contém mais glicose e frutose;

v' Caracteristicas climatolégicas e ambientais: o mel colhido na
primavera, em ambientes umidos, tem cor mais clara de que méis do
final de temporada;

v Presenca de pigmentos: carotenos, xantofilas, elementos minerais
e polifendis;

v Maturacdao; presenca de impurezas e aguecimento inadequado.

A cor do mel é classificada de branco d’agua a ambar escuro (BRASIL,
2000). No mercado internacional a preferéncia € por méis com classificacao

entre extra-branco e extra ambar claro (MOURA, 2006).
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2.6.1.3 Sabor e aroma

O sabor e 0 aroma do mel sédo influenciados por varios fatores: origem
floral, cor, condi¢cbes de armazenamento, fatores climaticos durante o fluxo do
néctar, técnicas de preparacdo e presenca de microrganismos como leveduras
(BASTOS, 2002; SEEMANN & NEIRA, 1988).

O aroma e o sabor caracteristico sdo conferidos aos alimentos pela
presenca dos compostos volateis (BASTOS et al., 2002). A composi¢cao desses
volateis em um alimento é muito complexa, pois consiste em um grande
namero de substancias organicas (FACUNDO, 2009). Em geral, os compostos
volateis mais agradaveis do mel sdo aqueles com menor ponto de ebulicdo. O
aroma e 0 sabor estdo no seu ponto 6timo quando o mel é retirado diretamente
da colméia, pois podem ser modificados pelo processamento usado para
extrai-lo dos favos. O envelhecimento do mel leva a uma perda de seu aroma
caracteristico, devido ao aparecimento de compostos como alcodis superiores,
guando ocorre contaminacdo microbiolégica, e de compostos furanicos,
relacionados a degradacao de acucares presentes no mel (CHERCHI, 1997;
BASTOS et al., 2002)

2.6.2 Parametros fisico-quimicos

2.6.2.1 Maturidade

2.6.2.1.1 Umidade

A agua € o segundo componente em guantidade na composi¢cao do
mel variando, geralmente, de 15 a 20%. Normalmente, quando o mel se
encontra maduro tem menos de 18,5% de umidade (SEEMANN & NEIRA,
1988). Schweitzer (2001), afirma que acima desse valor, o0 risco de
fermentacdo € elevado, pois de acordo com White Junior (1978), certos
microorganismos tolerantes ao acglcar, quando presentes no mel, multiplicam-

se com 0 aumento da umidade. Estes microorganismos estdo presentes nos
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corpos das abelhas, no néctar, no solo, nas é&reas de extracdo e
armazenamento do mel.

Crane (1998) relata que estudos realizados na Universidade de
Michigan, USA, mostraram que mel armazenado em ambiente com umidade
relativa do ar superior a 60% absorve agua, e, quando a estocagem é feita em
ambiente com umidade relativa do ar inferior a 60%, ele libera umidade.
Portanto, cuidados durante a etapa de extracdo, centrifugacdo, envase e
armazenamento do mel devem ser tomados.

Segundo a Pereira e colaboradores (2003) a etapa de centrifugacgéo,
por exemplo, € critica visto que a centrifuga pulveriza o mel em micro
particulas, favorecendo a absorcdo de agua pela formacdo de uma grande
superficie em relacdo ao volume. Por isso, recomenda-se que a sala de
centrifugacéo seja equipada com desumidificador de ambiente.

A umidade pode ser influenciada pela origem botéanica da planta, por
condicBes climaticas e geograficas ou pela colheita do mel antes da sua
completa maturidade. A umidade é uma das caracteristicas mais importantes,
por influenciar na sua viscosidade, peso especifico, maturidade, cristalizacao,
sabor, conservacao e palatabilidade (SEEMANN E NEIRA, 1988; SILVA, 2005).

De acordo com a legislacdo vigente no Brasil (BRASIL, 2000), é
estipulado como teor maximo de umidade 20%. Acima desse valor, processos

fermentativos sao favorecidos.

2.6.2.1.2 Acucares Redutores e Sacarose Aparente

Os carboidratos representam a maior porcdo de matéria seca do mel,
sendo responsavel por suas qualidades e propriedades fisicas: viscosidade,
propriedades térmicas, higroscopicas, granulométricas, valor energético e a
atividade antibacteriana (CRANE, 1975, 1990; WHITE JUNIOR, 1979;
ARRUDA, 2003).

Segundo Moreira & De Maria (2001), o mel € uma solucéo concentrada
de dois monossacaridios: D-frutose e D-glicose. As propor¢des em que cada
um dos acglcares se encontram nos meéis variam muito, dependendo das flores

de onde as abelhas foram em busca do néctar e também, de certa forma, da
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atividade da invertase. A invertase, formada provavelmente nas glandulas das
abelhas, atua como agente catalitico transformando qualquer quantidade de
sacarose, que ja se encontra no néctar, em produtos hidrolisados, glicose e
frutose (ROOT, 1973; STONOGA e FREITAS, 1991).

De modo geral, ha predomindncia de frutose sobre a glicose
(MOREIRA & DE MARIA 2001; CRANE, 1976). Casos raros de méis com mais
glicose que frutose sdo encontrados e como esses apresentam cristalizagao
mais rapida, sdo menos aceitos pelos consumidores. De acordo com entrevista
feita por Zamberlan e Santos (2010), 46% dos consumidores de méis
desconfiam da qualidade do produto quando este esta cristalizado.

Os demais acuUcares do mel sdo representados por dissacarideos e
trissacarideos (WHITE JUNIOR, 1979). Dentre os dissacarideos, a sacarose
representa em média 2 a 3% dos carboidratos para os méis de Apis e quando
superior a este valor, geralmente indica um mel verde ou adulterado.
(CARVALHO, 2005; SILVA, 2005). A legislacao vigente aceita como percentual
maximo de sacarose aparente 6% para méis florais.

A analise de acucares redutores em mel € importante, visto que 0s
acucares desempenham um papel importante na conservacdo do mel, a
pressdo osmotica que exercem impedem o desenvolvimento de leveduras e
outros microorganismos (SILVA, 2006b). Teores altos de acuUcares podem
indicar adulteragcdes com agtcar comercial (ARAUJO, 2006).

A legislacdo determina 65% como minimo de acucares redutores em

méis florais.

2.6.2.2 Pureza

2.6.2.2.1 Sélidos InsolUveis

Os sélidos insoluveis séo as particulas do mel maiores que 15,40 um e
gue nao sao solluveis em agua a 80 °C. Grédos de areia, restos vegetais e
madeira que ndo atendem a essa determinacao significam falhas na execucgéao
das Boas Praticas Apicolas (BPA) em todo o processo produtivo (SENAI,
2009b; MOURA, 2010).
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Sendo assim, o teor de solidos insollveis determina se os meéis em
estudo apresentam bons indices de pureza, e também, trata-se de uma analise
que permite saber as condi¢cdes higiénico-sanitaria as quais os meis foram
submetidas.

De acordo com a legislacdo vigente estabelecida pelo Ministério da
Agricultura e do Abastecimento (BRASIL, 2000), o teor maximo permitido de
sélidos insoltuveis em agua no mel € de 0,1%, exceto em mel prensado, em que
se tolera até 0,5%, unicamente em produtos acondicionados para sua venda

direta ao consumidor.

2.6.2.2.2 Minerais ou Cinzas

O teor de cinzas expressa 0S minerais presentes no mel, sendo
bastante utilizado na verificacdo da qualidade do produto (CARVALHO et al.,
2005). Nesta analise, € possivel verificar irregularidades nos meéis, como por
exemplo, a falta de higiene e a ndo decantacdo e/ou filtracdo no final do
processo de retirada do mel pelo apicultor (VILHENA; ALMEIDA-MURADIAN,
1999; EVANGELISTA-RODRIGUES, 2005).

A proporcdo de minerais pode ser alterada em funcdo de diversos
fatores como a origem floral, regido, espécie de abelhas e tipo de manejo
(LASCEVE & GONNETE, 1974). Influem diretamente na coloracdo do mel,
estando presentes em maior concentracdo nos méis escuros, em comparagao
com os claros (ORTIZ-VALBUENA, 1989). Ja foram identificados no mel
inimeros elementos quimicos: K, Na, Ca, Mg, Mn, Ti, Co, Mo, Fe, Cu, Li, Ni,
Pb, Sn, Zn, Os, Ba, Ga, Bi, Ag, Au, Ge, Sr, Be, Va, Zn (WHITE JUNIOR, 1979).

2.6.2.3 Deteriorizacao
2.6.2.3.1 Acidez Livre
Os acidos contidos nos méis podem ser provenientes de diversos

fatores entre eles as diferentes fontes de néctar, atividade enziméatica da

glicose-oxidase que origina o acido glucénico, acdo das bactérias durante a
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maturacao e aos minerais presentes na sua composicao (WHITE, 1975; HORN
et al., 1996).

Dentre esses &cidos, o acido glucbnico é o que se apresenta em maior
guantidade nos méis. Em menores quantidades, pode-se encontrar os &acidos:
acético, butirico, latico, oxalico, formico, malico, succinico, piravico, glicélico,
citrico, butiricolatico, tartarico, maléico, piroglutamico, alfa-cetoglutarico, 2- ou
3-fosfoglicérico, alfa- ou beta-glicerofosfato e vinico (WHITE, 1975; PEREIRA
et al., 2003).

Segundo o0 Instituto Adolfo Lutz (1985) num processo de
decomposicado, seja por hidrélise, oxidacdo ou fermentacdo, a concentracao
dos ions de hidrogénio apresenta-se quase sempre alterada, revelando assim,
na medicdo dessa concentracdo, seu estado atual de conservagcdo. Sendo
assim, a acidez pode ser utilizada como parametro para determinacdo da
gualidade dos méis.

Segundo a Legislacdo vigente estabelecida pelo Ministério da
Agricultura e do Abastecimento (BRASIL, 2000), o teor maximo permitido de

acidez no mel é de 50 meq kg™.

2.6.2.3.2 Atividade Diastasica

A diastase (a -amilase) é uma das enzimas presentes no mel, formada
principalmente pelas glandulas hipofaringeanas das abelhas, sendo encontrada
também, em baixa propor¢cdo, nos graos de polen (PAMPLONA, 1989). Sua
funcdo é digerir a molécula de amido, estando, possivelmente, envolvida na
digestdo do pdlen. Segundo Vansell & Freeborn (apud CARVALHO, 2005)
existe uma perfeita correlacéo entre a quantidade de polen no mel e a atividade
da diastase.

Segundo Crane (1983), a diastase ndo esta presente nos xaropes de
acucar invertido preparados por aquecimento e inversao acida de sacarose de
cana, e a adicado desse tipo de xarope ao mel certamente diminuiria o indice de
diadstase do produto, na mesma proporc¢éo da fraude.

A auséncia da diastase reflete procedimentos e/ou adulteracbes

realizadas no mel, tal como uso de temperatura acima de 60 °C durante o
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beneficiamento, adicdo de acgucar invertido, condicbes de armazenamento
inadequadas (tempo de armazenamento acima de seis meses e temperaturas
elevadas). A atividade diastasica diminui devido a desnaturacdo parcial ou total
das amilases (AROUCHA et al., 2008).

White Janior (1994) sugeriu que a atividade diastasica fosse retirada
dos parametros que definem a qualidade do mel por se tratar de uma analise
com resultados variantes em méis recém-colhidos e ndo aquecidos dependo,
por exemplo, do clima das regides. Segundo o mesmo autor 0s meis
produzidos em regides quentes e secas apresentam menor atividade de
enzimas do que os de regides quentes e Umidas.

A Legislacdo Brasileira define como aceitaveis valores = 8 (BRASIL,
2000).

2.6.2.3.3 Hidroximetilfurfural

A liquefacdo do mel por meio de aquecimento € uma pratica
comumente usada por consumidores de meéis. Essa pratica pode reduzir a
umidade e retardar a cristalizacdo, mas € prejudicial, pois além da perda de
propriedades nutritivas importantes do mel, forma-se um componente
indesejavel, o hidroximetilfurfural.

Sabendo disso, a determinacdo de teores de hidroximetilfurfural em
mel indicaria se 0 mesmo passou por processos de aquecimentos desejaveis
(liguefacdo do mel para melhor vendagem) ou indesejaveis (quando
armazenados em locais inapropriados), indicaria o tempo de estocagem visto
gue em méis frescos, uma pequena quantidade de HMF é encontrada (DURAN
et al., 1998) e também se houve adulteracBes por meio da adicdo de xaropes.

A formacdo do 5-hidroximetilfurfural no mel, bem como em varios
outros alimentos, deve-se a desidratacdo das hexoses catalisadas por acidos
(BELITZ; GROSCH, 1992). A presenca no mel de acucares simples e 4gua em
meio acido fornece condicdes favoraveis a formacdo desse composto furanico
(NOZAL et al., 2001; SILVA, 2008b).

Segundo Spano e colaboradores (2006) o HMF é um dos principais

produtos de degradacdo no mel sendo o aumento de sua concentracao
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influenciada pelo baixo pH, acidez total, minerais, origem botanica, umidade e
temperatura.
A legislacdo brasileira estabeleceu como méaximo de HMF 60 mg kg™

em mel.

2.7 Anélise de residuos em mel

Atualmente, a busca por lucros cada vez maiores, a obtencdo de
retorno de prazo menor na atividade econémica e o0 aumento na producao de
alimento, causado pela abertura ao comércio internacional, vem aumentando o
uso de insumos quimicos. Tais praticas, no entanto, podem afetar a qualidade
dos alimentos, fazendo com que haja necessidade da analise rotineira para
avaliar a qualidade dos alimentos frente aos residuos.

Segundo Kujawski (2008), os beneficios do mel podem ser suprimidos
por toxinas, poluentes e contaminantes introduzidos ao mel durante o seu
processamento, resultante do ambiente e/ou de praticas agricolas e apicolas.

Em se tratando de pratica apicola, um dos perigos quimicos que se
destaca € o uso de medicamentos veterinarios, que devido a inobservancia de
boas praticas veterinarias, podem levar a residuos no mel e,
consequentemente, prejuizos a saude do consumidor, ndo cumprindo portanto
com a norma do termo de Seguranca Alimentar (ISO 22000), o qual diz-se que
deve-se controlar os perigos no processo produtivo, evitando assim qualquer
tipo de contaminacédo do produto e garantindo que 0 mesmo esteja seguro no
momento do consumo (ABNT, 2006).

Além disso, € uma exigéncia do mercado que o mel seja isento de
residuos de medicamentos veterinarios.

No Brasil, o controle de residuos em mel é feita através do Plano
Nacional de Residuos em Produtos de Origem Animal - PCRN mais
especificamente pelo Programa de Controle de Residuos em Mel - PCRM. Este
direciona suas acdes ao conhecimento das violagcdes em decorréncia do uso
indevido de medicamentos veterinarios ou de contaminantes ambientais
(BRASIL, 1999).



42
REVISAO DE LITERATURA

Os antibioticos fazem parte dos compostos que podem contaminar o
mel, devido ao seu uso no combate a doencas que afetam as colméias. Os
principais antibioticos que tém sido detectados em mel segundo Bogdanov
(2006) sao: estreptomicina, sulfonamidas, tetraciclinas e cloranfenicol.

2.7.1 Sulfonamidas

As sulfonamidas (SAs) pertencem a classe dos agentes
antimicrobianos e sdo compostos sintéticos derivados do para-amino-benzeno-
sulfonamida (ANVISA, 2007; ALABURDA et al., 2007; SANTOS, 2009).

De acordo com Spinosa (2002), antimicrobianos sdo substancias
guimicas inespecificas ou especificas que atuam sobre 0os microrganismos em
geral, patogénicos ou ndo. Pertencem ao primeiro grupo os desinfetantes e
anti-sépticos, ao segundo, 0s quimioterapicos e 0s antibidticos, que séo
substancias sintetizadas em laboratorio e produzidas parcial ou totalmente por
microrganismos, respectivamente.

O uso de antimicrobianos € justificado por serem utilizados na
producdo animal para diversos fins (ANADON & MARTINEZ-LARRANAGA,
1999; AARESTRUP, 2005; MAMANI, 2007; e BANDO,2006):

(a) tratar enfermidades (terapéutico);

(b) prevenir contra enfermidades (profilatico);

(c) prevenir que animais saudaveis que pertencam ao mesmo rebanho

ou cercado dos animais com sinais clinicos sejam contaminados

(metafilatico);

(d) melhorar a taxa de crescimento ou conversao alimentar (promotores

de crescimento).

Na criacdo racional das abelhas, as sulfonamidas séo utilizadas no
tratamento e prevencdo das doencas, ou melhor, para fins terapéuticos e
profilaticos (ZOTOU & VASILIADOU, 2006). Mas especificamente, elas podem
ser usadas no combate a Cria Putrida Americana, doenca provocada pelo
Paenebacillus Larvae.

Segundo Santos (2009), as sulfonamidas sdo analogos estruturais e

antagonistas competitivos do acido para-aminobenzéico (PABA), como
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mostrado na Figura 6, dai explica-se 0 mecanismo de acdo dessas
substancias. Como relatado por Goodman & Gilman (1990) as sulfonamidas
atuam competindo com o &cido p-aminobenzéico na sintese enzimatica do
acido didrofélico. Elas, entdo, agem como antimetabdlitos, ou seja, as bactérias
utilizam as sulfas no lugar do PABA (que é necessario para a sintese do acido
folico) e, como consequéncia, o acido diidrofélico ndo € formado e nem o
material genético bacteriano (MARQUES, 2011).

Figura 6: Semelhanca estrutural entre sulfonamidas e o acido p-aminobenzéico (PABA)
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Fonte: AFONSO, 2008

Todas as sulfonamidas tém o mesmo nucleo, como mostrado na Figura
7, nestes sdo adicionados ou substituindo varios grupos funcionais ao grupo
amida. Estas alteracdes originam compostos com diferentes propriedades

fisicas, quimicas, farmacoldgicas e antibacterianas (MARUGAN, 2008).
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Figura 7: Estrutura quimica das sulfonamidas em estudo
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Em se tratando de propriedades fisico-quimicas segundo Hoff (2008),
as sulfonamidas, como resultado das propriedades indutivas do grupamento
SO,, sdo compostos que exibem comportamento anfotérico, por possuirem
grupamentos quimicos com carater acido e basico, que permite que em
determinadas faixas de pH estas moléculas se comportem como zwitterions.
Este comportamento tem influéncia na atividade antibacteriana das sulfas.

O uso de sulfonamidas na apicultura pode incorrer em residuos no mel.
A principal razdo para a presenca de residuos acima do permitido pela
legislacdo € o uso improprio de medicamentos, com doses e periodo de
tratamento acima do recomendado, ndo respeitando, portanto, o periodo de
caréncia especifico ao produto.

Segundo Sversson (apud ALABURDA, 2007) a maioria das sulfas
apresenta meia-vida relativamente longa, ocasionando sérios problemas a
saude humana, entre o0s quais reacdes alérgicas ou toxicas. Algumas
sulfonamidas s&@o potencialmente carcinogénicas e estima-se ainda que
aproximadamente 5% dos pacientes humanos que s&o tratados com
sulfonamidas sofram efeitos colaterais (MONTANARO, 1998). Por sua vez, o
amplo uso de medicamentos veterinarios pode ser responsavel pelo

aparecimento de cepas de bactérias resistentes.
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Sabendo que as sulfonamidas em proporc¢des altas geram riscos aos
consumidores de méis, é importante definir um limite no qual esse composto
ndo seja prejudicial a satde humana. O limite maximo de residuo (LMR) de
sulfonamidas no Brasil é estabelecido pelo Programa de Controle de Residuos
e Contaminantes em mel (PNCRC). Define-se como limite maximo de residuos
de sulfonamidas em mel 50 pg kg™ (BRASIL, 2012).

2.7.2 Métodos de andlises de sulfonamidas em mel

As abelhas s&o bioindicadoras de poluigdo ambiental (BALAYIANNIS &
BALAYIANNIS, 2008), sabendo disso é importante verificar a condicao de
gualidade dos méis comercializados no mercado, pois, como alimento natural
nao € permitido que no mesmo tenha compostos toxicos e se o tenham que
sejam em quantidades inferiores ao estabelecidos pelas normas.

Em concordancia com a informacdo, muitos trabalhos tém sido feitos
para validar metodologias na qual seja possivel avaliar a condicéo de qualidade
dos méis tanto em nivel de agrotéxicos como também de antibidticos
provenientes de praticas de prevencdo ou tratamento de doencas das abelhas.
Esses trabalhos sdo importantes, visto que a analise de rotina da qualidade de
alimentos tornou-se uma pratica constante devido aos graves problemas de
poluicéo.

Levando em consideracdo o foco do estudo, no Quadro A, em Anexo,
sdo apresentados algumas técnicas de validacdo de metodologias para
determinacdo de sulfonamidas em matrizes de méis e no Quadro B (ANEXO)
sdo mostradas metodologias aplicadas para determinacdo de sulfonamidas em

outras matrizes.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Amostragem

As amostras de mel de abelhas africanizadas, da espécie Apis
Mellifera, foram coletadas em apiarios da Regido do Alto Turi - MA,
especificamente nas cidades de Nova Olinda do Maranhdo e Santa Luzia do
Parud, a noroeste do estado do Maranh&o, como observado na Figura 8.

Figura 8: Mapa do Maranh&o com destaque da regido do Alto Turi
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A amostragem foi feita em trés anos consecutivos, no periodo de
novembro/2010 a agosto/2012, como especificado no Quadro 1. A cada
amostra foi atribuido um namero sequencial de 1 a 18, conforme ordem de
recebimento. As amostras 1 e 2 e 13 a 18 foram coletadas por apicultores da
Turimel, jA& as amostras 3 a 12 foram extraidas por apicultores com
acompanhamento dos pesquisadores da UFMA e ambas as coletas
representam apiarios diversos da cidade de Santa Luzia do Parua e Nova

Olinda do Maranhao.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Santa_Luzia_do_Paru%C3%A1
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Quadro 1: Coleta das amostras de méis — Més/Ano e Local

Amostras Periodo de coleta Local
1 Novembro / 2010 Nova Olinda do Maranhao
2 Janeiro/2011 Nova Olinda do Maranhao
3,4,5,6e7 Setembro/2011 Santa Luzia do Parua
8,9,10,11e 12 Agosto/2012 Santa Luzia do Parua
13,14, 15,16,17 e 18 Agosto/2012 Nova Olinda do Maranhao

Para as amostras coletadas foram determinados os parametros fisico-
guimicos e sendo as mesmas também utilizadas para estabelecimento de um
método cromatografico para deteccdo e quantificacdo de residuos de
sulfonamidas em mel.

A fim de evitar a alteracdo na condicdo de qualidade do méis e,
consequentemente, dos resultados, as amostras foram mantidas em local seco
e arrejado, em temperatura ambiente e armazenadas em fracos de vidro

envoltos por papel aluminio.

3.2 Andlise fisico-quimica

Na analise de parametros fisico-quimicos foram utilizadas
metodologias estabelecidas na Instru¢do Normativa n° 11, de 20 de Outubro de
2000, do Ministério da Agricultura e Abastecimento (BRASIL, 2000), baseado
em meétodo preconizado pelo Codex Alimentarius (CAC) e pela Association of

Official Analitical Chemists (AOAC). As analises foram feitas em triplicata.

3.2.1 Instrumentacédo para analise de parametros fisico-quimicos

Para analise dos parametros fisico-quimicos foram utilizados um
refratbmetro Atago portatil modelo PAL-RI, um espectrofotbmetro BioSpectro
modelo SP 220 com faixa de 200 a 1.000 nm, uma mufla Linn Elektro Therm
com controle de temperatura até 1.200 °C, uma estufa Fanem modelo Orion
515A com ajuste de temperatura até 300 °C e uma placa de aquecimento

Quimis modelo Q313-F21 com regulagem de temperatura de 50 a 320 °C.
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3.2.2 Reagentes, solventes e materiais para a analise fisico-quimica

Os solventes e reagentes utilizados nas analises fisico-quimicas foram
sulfato de cobre trihidratado, acetato de zinco, azul de metileno, sacarose,
hidréxido de sodio, &cido cloridrico, biftalato de potassio, fenolftaleina,
ferricianeto de potéssio, tartarato de sédio e potassio tetrahidratado, amido,
iodeto de potassio, iodo ressublimado, cloreto de sédio, acido acético glacial e
acetato de sédio, todos grau PA da marca Merck — Germany.

Também foram utilizados: pipetas, erlenmeyers, buretas, baldes
volumétricos, cadinhos de porcelana, cadinhos de vidro com fundo poroso,
cubetas de quartzo, dessecador, bastdes de vidro, béqueres, provetas e funil
de vidro.

3.2.3 Cor

A determinagdo da cor dos meéis foi feita através de leituras no
espectrofotometro em 560 nm, utilizando como branco glicerina pura (PA). Os
resultados foram convertidos usando como referéncia a escala de Pfund para
determinacao da cor (Quadro C - ANEXO).

3.2.4 Umidade

A umidade foi determinada através do método refratométrico de
Chataway. Para isso, mediu-se o0 indice de refracdo dos méis com um
refratbmetro e os resultados foram convertidos pela Tabela de Chataway
(Quadro D - ANEXO) para indice de umidade. Considerando que a temperatura
do mel nédo fosse 20 °C, como determinado pelo método, adicionou-se 0,00023
ao resultado do indice de refracdo a cada grau acima de 20 °C antes da

conversao pela tabela de Chataway.



49
MATERIAIS E METODOS

3.2.5 Sélidos insolUveis

Na determinagdo de solidos insoluveis foram utilizados cadinhos de
fundo poroso que foram aquecidos a 135 °C e deixados em repouso no
dessecador até resfriamento, esse processo foi repetido até peso constante do
cadinho. Em seguida, pesou-se 20 g de mel e adicionou-se agua destilada a 80
°C, sendo essa solucéo filtrada no cadinho. Esses foram lavados com 1L de
agua destilada e levados a secagem na estufa a 135 °C por 1 h. Os célculos
usados na analise estdo descritos na Equacao 1:

(mc1 -

m
% solidos insollveis =T°2) x100 (Eq.1)

Onde: m= massa do mel em g; m¢;= massa do cadinho apos filtragéo
da amostra de mel; m¢;= massa do cadinho antes da adicdo da amostra (com

massa constante).
3.2.6 Minerais ou cinzas

Na determinacdo de minerais foram utilizados cadinhos de porcelana
gue foram pré — tratados através de aquecimento por 30 min a 600 °C, o
processo foi repetido até peso constante do cadinho. Em seguida, 5 g de mel
foram pesados nos cadinhos e levados a uma chapa de aquecimento até inicio
da carbonizacdo e dai transferidos a uma mufla por 5 h a 600 °C. Apds
conclusdo desse procedimento, os cadinhos foram resfriados em dessecador e
pesados. Os resultados das massas foram usados nos calculos mostrados na

Equacéo 2:

Mg1- M
%minerais e cinzas= %MOO (Eq.2)

Onde: m= massa do mel em ¢g; mg= massa do cadinho apdés
carbonizacdo da amostra de mel; mg;= massa do cadinho antes da adicdo da

amostra (com massa constante).
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3.2.7 Hidroximetilfurfural

Pesou-se 5 g da amostra, adicionou-se 25 mL de agua e transferiu-se a
mistura a um baldo de 50 mL. Posteriormente, adicionou-se 0,5 mL da solugéo
Carrez 1 (solucéo de ferricianeto de potassio) e 0,5 mL solugcédo de Carrez 2
(solucéo de acetato de zinco) ao baldo e completou-se com agua destilada até
aferir o mesmo. Filtrou-se com papel de filtro a amostra e descartou-se 0s
primeiros 10 mL. Pipetou-se 5 mL do filtrado em dois tubos de ensaio. No
primeiro adicionou-se 5 mL de agua e no segundo 5 mL de NaHSO3; como
branco. Mediu-se a absorbancia da amostra, nos comprimentos de onda de
284 nm e 336 nm. Os calculos de HMF foram feitos segundo Equacéo 3:

_ (A284-A336)x 14,97 x5
m

HMF

(Eq.3)

Onde: A,gs = absorbancia em 284 nm; Azzs = absorbancia em 336 nm;

m = massa da amostra em g; 5 = massa tedrica da amostra; 14,97 = fator.
3.2.8 Acidez livre

A acidez foi determinada pelo método baseado em volumetria de
neutralizacdo e o resultado dado em meq kg™. Pesou-se 10 g da amostra de
mel e adicionou-se 75 mL de agua descarbonatada e gotas de fenolftaleina.
Titulou-se, sob agitacdo, com hidroxido de sédio 0,05 mol L' até pH 8,5
anotando o volume gasto. Em seguida, para obter-se a acidez lactbnica,
adicionou-se 10 mL de hidréxido de sédio 0,05 mol L™ e titulou-se com é&cido
cloridrico 0,05 mol L™ até pH 8,89 e anotou-se o volume gasto.

Para o branco, adicionou-se 75 mL de agua e titulou-se com hidréxido
de sodio 0,05 mol L™ até atingir pH 8,5. Nos célculos de acidez livre, acidez

lactdnica e acidez total utilizou-se as Equacdes 4, 5 e 6:

Viaon - Vi)X50
Acidez livre=" Nao“m ») (Eq.4)
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(10-V,_,)x50
peso da amostra

Acidez lacténica= (Eq.5)

Acidez total=Acidez Livre+Acidez Lactbnica (Eq.6)

Onde: Vnaon = volume de NaOH gasto na titulacdo — fator de correcao
da solucdo de NaOH; m = massa da amostra em g; Vuci = volume de HCI gasto

na titulacéo — fator de correcéo da solucao de HCI.
3.2.9 Atividade diastasica

Para verificacdo da atividade diastasica é necessaria uma etapa prévia
de padronizacdo do amido, no qual solubilizou-se 5 mL da solu¢cdo de amido
em 10 mL de agua destilada. Pipetou-se 1 mL dessa solucdo em 10 mL de
solucéo de iodo 0,0007 eq L™, agitou-se. Diluiu-se essa solucdo com agua até
obter-se absorbancia 0,76 + 0,02 a 660 nm.

Na determinacao da atividade diastasica, fez-se uma solucdo contendo
10 g de mel, 5 mL de uma solucdo de acetato de sodio e 20 mL de agua
destilada. Apos diluicdo do mel transferiu-se a solu¢cdo a um baldo volumétrico
de 50 mL contendo 3 mL de cloreto de sodio e aferiu-se com agua destilada.
Uma aliquota de 10 mL da solucdo foi colocada em um tubo de ensaio. Em
outro tubo, colocou-se 5 mL de uma solucédo de amido. Ambos os tubos foram
levados a banho-maria a 40 °C por 15 min. As duas soluc¢des foram misturadas
e 1 mL dessa foi retirada a cada 5 min e adicionada ao volume de agua
determinada na padronizacdo do amido. As absorbancias foram medidas no
espectrofotobmetro. Curvas analiticas foram construidas relacionando-se
absorbancia versus tempo e através delas, encontrou-se as médias dos
tempos em que a amostra alcancou a absorbancia menor que 0,235. O calculo

de indice diastase € apresentado na Equacao 7:

. _, 300
Indice diastase= RS (Eq.7)

Onde: t = tempo em que a absorbéancia encontrada é < 0,235.
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3.3 Andlise cromatografica

3.3.1 Instrumentacéo

Para desenvolvimento do método para determinacdo de residuos de
sulfonamidas foi utilizado um cromatégrafo a liquido Varian equipado com
bomba de alta presséo binéria (Varian Polaris ProStar 210/210), injetor manual
com loop de 20 pL, detector espectrofotométrico por arranjo de diodos DAD e
software Galaxie para aquisicéo e processamento dos dados.

Também foram utilizados balanca analitica (Bell Engineering — lItaly),
com faixa de 10 mg a 210 g, um medidor de pH modelo MPA-210/MPA 210P
(TECNOPON- Brasil), banho ultrassom USC 1450 (Unique Thorton — Brasil) e
banho ultrassom modelo Maxiclean com sistema de aquecimento (Unique
Thorton — Brasil)

Também se utilizou centrifuga modelo 4K15 (Sigma Laboratory
Centrigfuges) na separacdo dos extratos e rotaevaporador, modelo 802
(Fisatom — Brasil), com controle de temperatura foi utilizado para a secagem do
solvente de extracdo e a extracdo em fase solida foi executada com o auxilio
de um manifold (Varian — EUA) com capacidade para processamento de

multiplos cartuchos.

3.3.2 Reagentes, solventes e materiais para a analise cromatografica

Os solventes utilizados nas analises cromatograficas foram acetonitrila
e metanol grau HPLC de pureza superior a 99,8% (Merck — Germany) e acido
acético glacial PA (Merck — Germany). A agua deionizada foi obtida em um
sistema de deionizacdo Puritech Microprocessado 220, modelo Permution.

Na preparacdo das amostras de mel foi utilizado acido cloridrico e
hidroxido de sédio PA (Merck — Germany).

Os cartuchos utilizados na extracdo em fase soélida foram do tipo ABS-
ELUT Nexus (sorvente polimérico) 60 mg/3 mL adquiridos da Varian, e as

membranas de acetato celulose e nylon utilizadas na filtracdo de solventes
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(porosidade 0,45 uym e diametro 47 mm) foram fornecidas pela Merck —
Germany.

Na secagem das amostras, utilizou-se gas nitrogénio (N,) da White
Martins — Brasil com grau de pureza 99,999%.

3.3.3 Padrbes

As sulfonamidas selecionadas neste estudo fazem parte dos
contaminantes que devem ser monitorados em mel de abelhas, conforme
estabelece o Programa de Controle de Residuos em Mel — PCRM/2000,
regulamentado pela Instrucdo Normativa n° 42, de 20/12/1999. A referida
instrugdo normativa inclui, além de outros antimicrobianos, sulfatiazol,
sulfametazina (também conhecida como sulfadimidina) e sulfadimetoxina. Tais
substancias, antes com limites maximos permitidos de 100 pg kg™ tiveram,
recentemente, novos limites de referéncia (soma igual a 50 ug kg™) (Instrucéo
Normativa n°® 11, de 22/05/2012). Na Tabela 2 sdo mostrados os padrdes

empregados neste estudo.

Tabela 2: Padrdes de sulfonamidas usadas no desenvolvimento do método

Padrao Pureza (%) Fabricante Numero do CAS
Sufatiazol 99,9 Sigma - Aldrich 72-14-0
Sulfadiazina 99,7 Sigma - Aldrich 68-35-9
Sulfametazina* 99,9 Sigma - Aldrich 57-68-1
Sulfacloropiradazina 99,0 Dr. Ehrenstorfer 80-32-0
Sulfadimetoxina 99,8 Sigma - Aldrich 122-11-2

*Novos limites de referminantes que precisam ser monitorados em mel de abelhas,
conforme estabelece o Programa de Controle de Residuos em Mel (BRASIL, 2012)

As solugcbBes-estoque das sulfonamidas foram  preparadas
individualmente a partir dos padrdes analiticos, sendo dissolvidas em metanol
grau HPLC, em concentracdo de 100 ug mL™* e armazenadas em refrigerador a
4 °C. As solucdes de trabalho, inicialmente, foram preparadas na concentracao
1 pg mL?* para se conhecer o tempo de retencdo de cada uma das
sulfonamidas. Foram preparadas solu¢cfes mistas das sulfonamidas em estudo,
a partir das solucdes-estoque das sulfas e diluidas em solugédo tampéo acetato
de sédio 0,05 mol L, pH 4,5.
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Seguindo recomendacgdes de Silva (2008), as solucbes estoque e de

trabalho foram renovadas a cada 3 meses e 3 semanas, respectivamente.

3.3.4 Condigdes cromatograficas

Levando-se em consideragdo o desenvolvimento de um método capaz
de detectar sulfadiazina, sulfadimetoxina, sulfametazina, sulfatiazol e
sulfacloropiridazina com sensibilidade, precisédo e exatiddo satisfatorias, foram
feitos testes para selecao da coluna analitica, da fase moével e do comprimento
de onda, além da avaliacdo da conformidade do sistema apdés otimizacao das
condicdes cromatograficas.

3.3.4.1 Selecéo da coluna analitica

Colunas analiticas de C18 foram testadas para a deteccdo das
sulfonamidas: Zorbax STABLEBOND SB (4,6 mm x 250 mm, 5 pm); Vertical
VERTISEP GES (4,6 mm x 150 mm, 5 um); e Phenomenex Synergi Fusion -
RP (4,6 mm x 150 mm, 4 um). A escolha da coluna foi feita através da

avaliacdo das areas para todas as sulfonamidas em estudo.

3.3.4.2 Selecao da fase mével

Foram testadas varias condicbes cromatograficas para selecdo da
melhor fase mével e das melhores proporcdes. Todos os testes foram feitos em

modo gradiente e divididos em dois grupos de testes:

1. Proporcdes testadas usando como fase A (acetonitrila) e fase B
(agua);
2. Proporcoes testadas usando como fase A (acetonitrila) e fase B

(tamp&o acetato de sédio 0,05 mol L™ pH 4,5).

Em ambos os testes as fases moveis passaram por filtracdo em

membrana acetato celulose (para agua e tampé&o) ou membrana de nylon (para



55
MATERIAIS E METODOS

acetonitrila) seguida de desgaseificagdo em banho ultrassom por 30 min para

gue as bolhas de ar néo interferissem no resultado das analises.
3.3.4.3 Selecao do comprimento de onda

A selecdo do comprimento de onda para deteccdo das sulfonamidas
foram feitas através da injecdo de amostras individuais de cada sulfa na
concentracdo de 1 pg mL™ no cromatografo. Os espectros de absorcdo foram
obtidos no préprio detector do equipamento (HPLC-DAD). A varredura foi feita
entre 190 e 400 nm e as maximas absorbancias foram determinadas. Com
base nos resultados obtidos, novas injecdes foram feitas utilizando os trés
principais comprimentos de ondas em cada canal do cromatégrafo. As areas
obtidas em cada canal foram comparadas e usadas como determinante na

escolha do melhor comprimento.

3.3.5 Extracéo de sulfonamidas em mel

As variaveis utilizadas no estabelecimento das condi¢cdes de extracao
foram: massa do mel, volume de acido cloridrico, agitacdo com
(aproximadamente 40 °C) e sem aquecimento em banho ultrassom.

As condicbes de extracdo foram baseadas em metodologia
desenvolvida por Silva (2008) com algumas modificacées. Cercade 1,0 £0,2 g
e 5 £ 0,2 g de amostra de mel foram pesados em erlenmeyers adicionando-se,
respectivamente, 5 e 10 mL de &cido cloridrico 2 mol L™ com objetivo de fazer
a hidrdlise acida, quebrar a ligacdo entre as sulfonamidas e os acucares
contidos no mel para possivel extracdo. Agitou-se até dissolucéo total do mel e
colocou-se em banho ultrassom com e sem aquecimento por 45 min. Em
seguida, o pH foi ajustado com solucéo de hidréxido de sédio 2 mol L™ e
tampdo acetato de sédio (pH 4,5) 0,05 mol L™, sendo a solucdo resultante
levada para um baldo volumétrico de 100 mL. Na afericdo do volume, foram
testadas agua e tampao mantendo o pH 4,5. A solucdo foi filtrada em
membrana de acetato de celulose e em seguida extraida em cartucho SPE

ABS- ELUT, previamente condicionado com 2 x 5 mL de acetonitrila, agua e
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tamp&o acetato de sédio (pH 4,5) 0,05 mol L™. O cartucho foi seco durante 45
min sob vacuo e a eluicdo foi efetuada com 5 mL de acetonitrila. O eluato foi
cuidadosamente evaporado até a secura com fluxo baixo de nitrogénio. O
residuo seco foi reconstituido em 1000 pL de tampdao acetato de sodio (pH 4,5)
0,05 mol L™ sendo 1% deste valor metanol, em seguida homogeneizado em

vortex.

3.3.6 Validacao do método

Para validacdo do método analitico foram avaliados os seguintes
parametros: seletividade, intervalos de trabalho, linearidade, precisdo, exatidao,
limite de deteccdo e limite de quantificacdo, tendo como base as
recomendagdes da ANVISA (2003).

3.3.6.1 Conformidade do sistema

Para estabelecer a conformidade do sistema, 0s seguintes parametros
foram avaliados: resolucdo (Rs), numero de pratos (N) e fator de assimetria
(As). Foram adotados os seguintes valores como critérios de aceitacao: Rs>2,0
e N>2000 (SHABIR, 2003).

3.3.6.2 Seletividade

A seletividade foi avaliada comparando-se inje¢cdes das amostras de
méis isentos de sulfonamidas (amostra branco) com amostras de méis
fortificados com padrbes das sulfas. Mediante comparacédo é observado se ha
presenca de picos interferentes na regido do tempo de retencdo do analito de
interesse (LANCAS, 2004).

3.3.6.3 Intervalo de trabalho

Intervalo de trabalho corresponde a faixa do maior ao menor nivel que

possa ser determinado com precisdo e exatiddao (BRITO et al.,, 2003).
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Geralmente, a faixa é determinada de acordo com o uso pretendido e deriva de
estudo da linearidade do método. No caso do método para deteccdo de
sulfonamidas a analise do intervalo de trabalho foi determinado a partir de
injecBes que variaram de 0,025 pg mL™ a 5 ug mL™. As injecdes foram feitas
em triplicata.

3.3.6.4 Linearidade e sensibilidade

A linearidade foi avaliada por meio do coeficiente de correlacdo da
curva analitica. Estas foram feitas utilizando-se solu¢des padrdes e também
amostras de méis fortificados com solucdo-padrdo. Nas curvas, relacionou-se
as razoes da area do pico do analito com as concentracdes das sulfonamidas
estudadas.

As curvas foram feitas dentro do intervalo de trabalho que variou de
0,025 ug mL™* a 5,0 ug mL™. Os resultados foram considerados satisfatorios
guando estes foram proporcionais as concentracdes dentro do intervalo de
trabalho estudado e o coeficiente de correlacao entre 0,91 <r < 0,99.

A sensibilidade foi avaliada pelo coeficiente angular obtido nas curvas

analiticas das sulfonamidas.
3.3.6.5 Teste de Huber

Os resultados das éareas obtidas no intervalo trabalho estudado
passaram pelo tratamento estatistico do Teste de Huber. O teste de Huber é
um meétodo baseado no grafico de linearidade no qual é possivel identificar e
rejeitar dados anémalos. Esse teste parte do principio que o quociente entre as
areas medidas e as correspondentes concentracdes (A/C) sdo constantes.
Sabendo disso, € necessario estabelecer um intervalo de confianca que define
guais dados sado aceitaveis, ou seja, que estdo dentro do intervalo de
confianca. Portanto um valor central é estabelecido de forma que ele né&o
dependa dos dados andémalos. Isso é feito pelo calculo da mediana (md) dos
valores obtidos pelo quociente A/C. A mediana é entdo usada para calcular as

diferencas absolutas entre cada valor de A/C e md a partir dessa diferenca &
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calculado o desvio absoluto da mediana (mad) dos valores |A/C — md|. Com
esses valores é possivel calcular o intervalo de confianga (IC) (VALENTE et al.,
2003), como mostrado na Equagéo 8:

IC=md tk.mad (Eq.8)

Onde k € um valor que varia entre 2 e 8 e é definido pelo analista. Na
pratica, quanto maior for o valor de k mais permissivo é o critério de linearidade

dotado, uma vez que amplia o intervalo de confianga (FUJITA, 2009).
3.3.6.6 Limite de deteccao e quantificacéo

Os limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) instrumental para
cada uma das sulfonamidas foram determinadas usando o método baseado em
parametros da curva analitica. Nas equacgdes 9 e 10 sdo mostrados os calculos
de LD e LQ:

LD=3,3 x g (Eq.9) LQ=10 x g (Eq.10)

Onde: s é estimativa do desvio padrao do coeficiente linear da equacéo

dareta e S é ainclinacdo da curva analitica (RIBANI et al., 2004).
3.3.6.7 Preciséao

A avaliacdo da precisdo do método foi feita utilizando-se ensaios de
repetibilidade e de preciséo intermediaria.

Nos ensaios de repetibilidade, verificou-se a concordancia dos dados
frente a analise de amostras submetidas as mesmas condicfes de analise:
analista, equipamento, mesmo laboratério e num espaco de tempo curto.
Fortificacdes de mel nas concentracbes 100, 500 e 1000 pg kg™ foram
extraidas e injetadas. Em cada nivel de fortificacdo foram feitas 5 solucfes e

cada uma injetada trés vezes.
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Os ensaios de precisdo intermediaria, também, foram feitos em
quintuplicata nas concentracées, 100, 500 e 1000 ug kg™?, sendo as injecdes
das amostras fortificadas feitas em dias diferentes e os resultados avaliados
pelos calculos do coeficiente de variagdo.

Como critério de aceitacdo foi adotado um CV maximo de 15%,
conforme preconizado pela ANVISA (2003).

3.3.6.8 Exatidao

Para avaliar a exatiddo, utilizou-se ensaios de fortificacdo e os
resultados foram analisados pelos dados de recuperagao das substancias em
estudo. Os ensaios de fortificacdes foram realizados a partir de uma solucéo de
trabalho na concentracdo de 1 ug mL™ contendo as cinco sulfonamidas, em
diferentes niveis de concentragéo, obtendo-se as seguintes concentracdes nas
amostras de méis: 100, 500 e 1000 pg kg™. Os volumes da solucdo analitica
correspondentes para cada nivel de fortificagdo foram adicionados aos meéis

logo apos pesagem.

3.3.7 Aplicacdo do método

O método validado foi aplicado em amostras de méis da regido do Alto
Turi — MA e os resultados analisados foram apresentados a comunidade como
informacfes para que se pudesse através dessa, melhorar as condi¢cdes de

producdo do mel e assim aumentar a lucratividade.
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4 RESULTADOS

4.1 Analises fisico-quimicas

Os resultados das andlises fisico-quimicas para amostra de méis de
abelhas africanizadas da Regido do Alto Turi — MA sdo mostradas nas Tabelas
3 e 4. Todos os parametros foram avaliados segundo Instru¢do Normativa n°
11 do MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2000).

Tabela 3: Caracterizacao fisico-quimica para méis da regido do Alto Turi — MA

Umidade Sl MCH**
Amostra Cor
(%) £ RSD* (%) (%) + RSD* (%) (%) = RSD*(%)
1 18,4+0,1 0,004+25 0,18+55 Extra &mbar claro
2 19,4 +0,2 0,110+ 9,0 0,09 +4,4 Ambar claro
3 18,0+0,1 0,046 £ 6,5 0,07 £10,0 Ambar claro
4 21,0+£0,5 0,060 + 4,6 0,09 £9,0 Ambar claro
5 16,6 £ 0,1 0,026 +7,7 0,08 +12,0 Ambar claro
6 17,6 0,2 0,004 +4,0 0,10 +£8,0 Extra @mbar claro
7 18,0+0,1 0,006 + 5,0 0,006 + 3,0 Extra @mbar claro

*RSD = Desvio padrao relativo, n=3; **Sl= Soélidos insollveis; ***MC = minerais ou
cinzas

As amostras analisadas apresentaram predominancia da cor ambar
claro com representativo de 57% das amostras, seguida da cor extra ambar
claro com 43%. Para o parametro cor todas as amostras de méis estdo em
conformidade com a norma vigente (BRASIL, 2000) que estabelece que a cor
do mel, varia de branco d’agua a ambar escuro.

As porcentagens de umidade variaram de 16 a 21%. Apenas a amostra
4 apresentou valor superior ao permitido pela legislacéo brasileira que é 20%
(BRASIL, 2000). No entanto, ndo se trata de valor alarmante visto que
umidades superiores jA foram encontradas em méis de outras regifes, por
exemplo, Mato Grosso do Sul, onde foram encontrados valores de 15 a 26,0%
(VIEIRA, 2005).
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O valor da umidade na amostra 4 pode ter sido aumentada, por falhas
no processo de extracdo do mel como colheita antes da completa desidratac&o
ou umidade relativa do ar durante a extragdo estar acima de 65%, resultando
na absorcdo de agua pelo mel (NUNES, 2005). E importante que durante a
extracdo do mel todos os cuidados sejam tomados, pois processos
fermentativos podem ser favorecidos, resultando em perda de lucro e dos
produtos no processo.

Na analise de sdlidos insoluveis, verificou-se que apenas a amostra 2
apresentou valor acima do recomendado pela legislacdo (méaximo 0,1%). No
entanto, através da aplicacdo do teste t verifica-se que a diferenca entre o valor
conhecido (0,1%) e o valor obtido (0,11%) é aceitavel, visto que tcaculado <
tiabelado (1,75 < 4,30), com um nivel de 95% de confianca. Portanto, como néo
ha diferenca significativa pode-se considerar a amostra 2 dentro dos padrdes.

Os resultados obtidos na andlise de minerais variaram de 0,0059 a
0,18%. A norma vigente estabelece como maximo 0,6%, estando, portanto
todas as amostras abaixo do maximo estabelecido pela norma.

No referente ao parametro acidez, valores acima do maximo permitido
foram encontrados, como mostrado na Tabela 4. De acordo com Horn e
colaboradores (1996), a acidez do mel tem sua origem na variacdo dos acidos
organicos de diferentes fontes de néctares, pela acdo da enzima glicose-
oxidase que origina o acido glucénico, pela acdo das bactérias durante a

maturacdo do mel e pelas quantidades de minerais presentes no mel.

Tabela 4: Avaliacdo de parametros fisico-quimicos em méis da regido do Alto Turi- MA

Acidez HMF**

Amostra Diastase + RSD* (%)
meq kg™t + RSD* (%)  mg kg™ + RSD* (%)
1 72,0+4,9 503+1,0 16,04 + 6,2
2 66,8 £ 4,0 4,26 +0,5 1592+75
3 51,8+2,9 4,26 +1,2 22,18 + 14,0
4 64,5+ 3,7 2,46 £0,8 23,14+ 10,5
5 46,1 +4,3 1,97 £0,5 16,07 + 12,2
6 52,4+6,1 1,97 £0,9 22,45+5,6
7 449 +22 1,39+0,2 1135+7,1

*RSD = Desvio padréo relativo, n=3; **HMF = Hidroximetilfurfural
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Apesar de a legislacdo vigente aceitar como méaximo 50 meq kg™,
Bogdanov e colaboradores (1997) relatam que em regides tropicais 0s méis
apresentam um teor de acidez naturalmente mais elevado, podendo, assim,
explicar os valores elevados de acidez em 71% das amostras de méis da
regido do Alto Turi.

Considerando que a acidez possa estar relacionada com as
caracteristicas proprias do mel da regido do Alto Turi — MA, pode-se atrelar,
além do fator clima, a flora da regido, pois o néctar das flores coletado pelas
abelhas africanizadas pode acrescentar a composicdo do mel uma
concentracdo maior de acidos organicos (BERTOLDI et al., 2007) fazendo com
gue valores altos de acidez sejam obtidos. Além disso, pode-se relacionar a
guantidade de minerais presentes no mel com a acidez obtida: altas
percentagens de minerais como, por exemplo, na amostra 1, geram altos
valores de acidez.

No entanto, devido as analises ndo serem efetuadas em todos os
periodos de coleta de mel, ndo pode-se afirmar que os valores altos de acidez
sdo ocasionados pelas condi¢cdes edafoclimaticas da regido do Alto Turi - MA.
Sendo assim, segundo o0 MAPA, este mel ndo é recomendado para venda e
consumo.

A Legislacdo Brasileira tolera como maximo de hidroximetilfurfural
(HMF) no mel 60 mg kg™ e como apresentado na Tabela 4 todas as amostras
analisadas estdo em conformidade como o estabelecido pela legislacdo
estando abaixo do maximo permitido. Este dado é um indicativo de que o mel
coletado apresenta adequada condicdo de qualidade, pois valores aumentados
de HMF significam, segundo Verissimo (1988), queda no valor nutritivo do mel
pela destruicdo, por meio de aqguecimento, de algumas vitaminas e enzimas
gue sao termolabeis, além de indicar, segundo Evangelista-Rodrigues e
colaboradores (2005), adulteracéo do produto com agucar comercial.

Em relacdo aos valores de diastases obtidos, nota-se que todas as
amostras analisadas estdo em conformidade com a legislacdo que aponta
como aceitaveis valores = 8. O indice de diastase € um parametro importante,
pois com ele é possivel verificar o estado de conservacdo do mel, etapas de

aquecimentos (SOLOVEVE, 1971) ou até mesmo fraudes, com adicdo de
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xaropes. A observacao dos resultados mostra que o mel da regido do Alto Turi
nao foi adulterado e nem aquecido, apresentando, portanto, adequada

condicao de qualidade.

4.2 Estabelecimento das condi¢des cromatograficas

No estabelecimento das melhores condi¢cdes de andlise foram testadas
diferentes colunas analiticas, sendo também determinado o comprimento de

onda de melhor sensibilidade de sinal.

4.2.1 Escolha da coluna

Na Tabela 5, € mostrada a média dos resultados das éareas das
sulfonamidas para comparacédo entre as colunas C18 de marcas diferentes:
Zorbax, Vertical e Phenomenex. Segundo Malintan & Mohd (2006), devido a
natureza anfotérica das sulfonamidas a separacdo em coluna cromatografica
mais polar, como C8, é dificultada, sendo observadas separacfes bastante
satisfatorias em colunas do tipo C18, avaliando-se neste trabalho a eficiéncia

de distintas colunas de C-18.

Tabela 5: Comparacdo entre as colunas Zorbax, Vertical e Phenomenex para
estabelecimento das condi¢cdes cromatograficas

Zorbax Vertical Phenomenex

Analitos Area Altura Area Altura Area Altura
(mAU.sec) (mAU) (mAU.sec) (mAU) (mAU.sec) (mAU)

Sulfadiazina 106,1 52 74,0 5,0 186,6 29,2
Sulfatiazol 150,6 8,8 126,2 6,6 224,1 35,1
Sulfametazina 63,6 3,9 40,5 2,0 188,8 19,1
Sulfacloropiradazina 80,7 4,9 51,2 2,4 175,4 11,1
Sulfadimetoxina 76,9 3,7 35,4 5,2 228,1 27,5

Verificou-se que as areas dos picos variaram consideravelmente. As
maiores areas foram obtidas com colunas Zorbax e Phenomenex, esta ultima
apresentando maiores areas e sinal de resposta (altura do pico), justificando a

escolha desta para andlises posteriores.
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4.2.2 Escolha do comprimento de onda
Na Figura 9 sdo apresentados 0s espectros de absorcao na regido do
UV e os comprimentos de onda de maxima absorcéo, obtidos na faixa de 190 a

400 nm para as sulfonamidas estudadas.

Figura 9: Espectros UV, obtidos no sistema HPLC/DAD Varian ProStar
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As absorcbes maximas foram observadas entre 265 e 284 nm, que é

justificado devido a presenca de cromoéforos aromaticos que possuem absorcao
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maxima acima de 200 nm. A variagdo nos comprimentos de onda sao relativos
aos ‘“incrementos” da estrutura molecular representado pelo radical.
Selecionou-se 0s comprimentos de onda de 260, 270 e 278 nm para avaliagcéo
das maiores areas, mostradas na Tabela 6. Os melhores resultados de areas
foram apresentados por 260 e 270 nm, selecionando-se 270 nm por ser mais
préximo da absor¢cdo maxima para quatro sulfonamidas, excecdo apenas o
sulfatiazol. Apesar de nao ser o melhor comprimento para sulfatiazol,

resultados satisfatorios foram encontrados.

Tabela 6: Avaliacdo dos comprimentos de onda através analise das areas das sulfas

Analito 278 nm 270 nm 260 nm
Sulfadiazina 159,03 187,30 175,37
Sulfatiazol 196,90 169,13 167,50
Sulfametazina 178,60 206,00 203,50
Sulfacloropiradazina 163,30 176,80 155,20
Sulfadimetoxina 211,10 227,10 212,10

4.2 .3 Estudo da fase movel

Como especificado no Quadro A (ANEXO), a maior parte dos trabalhos
encontrados na literatura trabalham com fase movel acetonitrila e tampéao, tanto
de acido acético como de acido formico. Alguns testes foram feitos dando-se
prioridade a testes com a fase movel citada anteriormente. Testes com
acetonitrila e agua também foram feitos, visto que o uso de tampdes diminui o
tempo de vida util das colunas analiticas (MALDANER, 2010; MALITAN &
MOHD, 2006). Nas Tabelas 7 e 8, sdo mostradas as principais proporcdes e

fases moéveis testadas.
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Tabela 7: Estudo das proporcdes e da fase mével para deteccdo das sulfonamidas,

com fluxo constante de 1 mL min™

Teste Tempo (min)

0
10
15
20
25
30

10

20
25
30

10

20
25
30

30

12
5 15
20
23
25

Fase movel (proporgdes %)

ACN*
10
15
30
40
15
10
10
14
14
30
40
14
10
10
20
20
30
40
20
10
20
20
10
20
20
30
40
20
10

TA*
90
85
70
60
85
90
90
86
86
70
60
86
90
90
80
80
70
60
80
90
80
80
90
80
80
70
60
80
90

*ACN = acetonitrila; **TA = tampao acetato de sodio
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Tabela 8: Estudo das propor¢cbes e da fase mével (ACN/H,O) para deteccdo das

sulfonamidas, com fluxo constante de 1 mL min*

Teste Tempo (min)

0
10
15
20
25
30

Fase movel (proporgdes %)

ACN*

10
15
30
40
15
10

H.O
90
85
70
60
85
90

*ACN = acetonitrila

Nas Figuras 10 e 11, sdo mostrados alguns cromatogramas obtidos

com testes com as variacdes das proporcoes testadas. Nestes, percebe-se que

tanto os testes utilizando agua como tampao acetato de sodio apresentaram

boa separacao analitica dos compostos em estudo. No entanto, maiores areas

foram obtidas para as sulfonamidas separadas em fase movel acetonitrila e

tampdo. Levando em conta a necessidade de obter maiores sensibilidades,

optou-se pelo uso do tampao, a despeito dos maiores cuidados exigidos para a

coluna analitica.

Figura 10: Cromatograma das sulfonamidas 1 pg mL™ — fase mével ACN/H,O teste 6
sulfacloropiradazina e

(1- sulfadiazina, 2- sulfatiazol,

5- sulfadimetoxina)
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Figura 11: Cromatograma das sulfonamidas1 pg mL™* —fase moével ACN/tamp&o teste 1
(1- sulfadiazina, 2- sulfatiazol, 3- sulfametazina, 4- sulfacloropiradazina e
5- sulfadimetoxina)
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O teste 5 também apresentou bons resultados, como mostrado na
Figura 12. Uma vantagem desse teste em relacdo aos testes 1 e 6 mostrados
nas figuras anteriores é que, além de uma boa separacédo analitica, as areas
dos picos sdo maiores, sendo possivel obter menor tempo de analise
cromatografica (25 min).

Figura 12: Cromatograma das sulfonamidas em 1 pg mL™* — fase mével ACN/tamp&o
teste 5 (1- sulfadiazina, 2- sulfatiazol, 3- sulfametazina, 4- sulfacloropiradazina e
5- sulfadimetoxina)
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As Figuras 10, 11 e 12 mostraram que as fases e as proporgdes
utilizadas nos testes 1, 5 e 6 foram satisfatorias. Todos esses testes foram
usados na verificagdo de melhores resultados frente a matriz, que sendo
complexa apresenta alta quantidade de interferentes e consequentemente
sobreposicao dos picos das sulfonamidas com substancias provenientes da
matriz, dificultando a quantificacdo dos picos. Por isso a necessidade de
analises com diferentes proporc¢des da fase moével na otimizacao das condicbes

cromatograficas.

4.3 Estabelecimento das condi¢cdes de extracao das sulfonamidas

A preparagao da amostra de mel € uma etapa importante, visto que o
esta € uma matriz complexa e que, conforme estabelecido no Plano Nacional
de Controle de Residuos Biologicos em Produtos de Origem Animal (PNCRB)
apresenta baixos niveis de concentracdo em que as sulfonamidas sé&o
permitidas (LMR — 50 pg kg™®) (BRASIL, 2012). Sendo assim, resultados
confiaveis derivam de uma preparacao adequada das amostras de méis.

A preparacdo das amostras demanda técnicas de extracdo e
concentracdo dos analitos para se atingir os limites de sensibilidade dos
equipamentos e/ou a eliminacdo dos possiveis interferentes (PITTELLA, 2009).
Quatro procedimentos de extracdo foram testados, tendo como variaveis a
massa da amostra e o solvente utilizado no preparo das solu¢des de mel.

Em todos os procedimentos foram efetuadas hidrélise acida do mel, por
se tratar de uma etapa imprescindivel para correta quantificacdo das sulfas,
sem a qual, a determinacdo de sulfonamidas em mel ficaria subestimada
(PERES, 2009).

As analises foram efetuadas usando amostras testemunhas (amostra
branco) e amostras fortificadas de sulfonamidas na verificacdo de possiveis
interferentes e subsequente estudo de recuperacbes de residuos de
sulfonamidas em mel.

Nas andlises de amostras de méis, foi necessario que a solucdo mix do
padrdo das sulfonamidas ficasse em contato direto com o mel por, no minimo,

30 min permitindo, assim, que houvesse a ligacdo entre sulfonamidas e
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acucares. O tempo de interacdo das sulfonamidas com o mel é necesséria para

obtencéo de resultados mais préximos a situacdo real de contaminacédo do mel.

4.3.1 Etapas de extracdo com condi¢Bes cromatogréficas do teste 6

4.3.1.1 Procedimento 1

Procedimentos de extracdo em fase soélida séo dificultados quando
trabalha-se com matriz complexa, como mel. Pode-se citar dois empecilhos: o
efeito matriz e a viscosidade do mel. De acordo com HajSlova e colaboradores
(1998), a intensidade do efeito de matriz é influenciada pela natureza da
amostra e pelo tipo de coextrativos (tamanho das moléculas, polaridade,
estabilidade térmica, volatilidade, etc.). Coextrativos como carboidratos e
alguns pigmentos podem permanecer solubilizados nos extratos
(FERNANDEZ, 2001), mesmo apoés a purificacdo da amostra, gerando o efeito
de matriz nas anélises cromatogréaficas (HAJSLOVA et al., 2003). No caso do
mel, a alta quantidade de acucares da matriz interfere significativamente na
guantificacédo dos analitos.

Além disso, o0 mel € um liquido muito viscoso, dificultando assim a
extracdo em fase soélida devido a saturacéo e obstrucdo do cartucho SPE. Para
facilitar a passagem da amostra pela fase estacionaria do cartucho é
necessario fazer diluicdo desse liquido viscoso em agua ou numa mistura de
agua e solventes organicos (PITTELLA, 2009). Por isso, o primeiro teste de
preparacdo das amostras de méis foi feito com a diluicho do mel em agua,
apos hidrdlise acida, completando um volume de 100 mL, de forma que no final
esse volume estivesse com pH ajustado para 4,5.

As andlises descritas a seguir foram baseadas em metodologia
desenvolvida por Silva (2008) com algumas variaveis, sendo acetonitrila/agua
utilizada como fase movel na analise cromatografica, com proporces
especificadas no teste 6 descrito na Tabela 8 (item 4.2.3 - estudo da fase
movel).

Na Figura 13, sdo apresentados os procedimentos utilizados nessa

etapa do trabalho:
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Figura 13: Fluxograma do procedimento experimental 1 para otimizac&do da extracdo
em fase soélida

s Y (Ajuste do pH para 4,5 com )
JNY 's mL de HCI 2 HCI 2| Agitacdo NaOH e tamp3o acetato de

L< DL tvasom | | compimpmatoo i
de mel ) / ultra som completado para m
10 mL de HCI por 45 min . o

1 com agua e extracdo em
2 oI L , s
\ J fase sdlida

As extracOes feitas com 1 g de mel, fortificado com 100 pL e 1.000 pL
de solucdo 1 ug mL™ de cada sulfonamida (concentracdes finais de 100 pg kg™
e 1.000 ug kg™, vérias interferéncias foram observadas dificultando, assim, a
deteccéo de algumas sulfonamidas (por exemplo, sulfametazina). A Figura 14
apresenta o cromatograma do extrato do mel fortificado com 1.000 pg kg™,
percebendo-se, mesmo nesta concentracdo, a influéncia da matriz através de
coeluentes como, por exemplo, no tempo de retencdo da sulfametazina (15,23

min), onde houve sobreposi¢cao deste analito com um pico interferente.

Figura 14: Cromatograma do extrato das sulfonamidas fortificado com 1.000 ug kg™ e
analise cromatografica com fase mével ACN/H,O (1- sulfadiazina, 2- sulfatiazol, 3-
sulfametazina, 4- sulfacloropiradazina e 5- sulfadimetoxina)
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A Figura 15 apresenta extracbes feitas com 5 g de mel, sendo
observado efeito matriz mais pronunciado, devido a forte interacdo das
sulfonamidas com os acgucares do mel, de dificil quebra mesmo com maiores

guantidades de acido cloridrico. Para a maioria das sulfonamidas, embora
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fossem identificados os picos, ndo foi possivel a quantificagdo. Em razao disso,
foi fixada a massa de 1 g para novas analises de extracdo devido a menor
intensidade dos interferentes e linha de base mais limpa do que com 5 g de

mel.

Figura 15: Cromatograma do extrato do branco do mel com massa de 5 g diluido em
solucdo de agua com pH 4,5 e analise cromatografica com fase mével ACN/H,0O
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Foi observado que o uso de agua na preparacao das amostras de meis
nao foi eficiente em termos de recuperacdes de sulfonamidas devido a
instabilidade das mesmas em agua. Segundo Santos (2009), as sulfonamidas
apresentam melhor solubilizacdo e estabilidade em solucdes de sais de sodio,
sendo confirmado em ensaios de recuperacbes em que € usado solucéo
tamp&o acetato de sédio 0,05 mol L™ (pH 4,5) no preparo da solucéo de mel,

conforme mostrado na Tabela 9.

Tabela 9: Comparacédo das recuperagbes com e sem aquecimento preparados com
tamp&o e de extratos preparados com agua na concentracdo 1.000 pg kg™, com
proporcdes conforme teste 6

_ Rec. (%) Rec. com tampéo (%)
Analitos ] : :
agua Sem aquecimento Com aquecimento
Sulfadiazina 47,80 38,72 39,05
Sulfatiazol 52,80 70,45 59,78
Sulfametazina 21,30 21,42 112,52
Sulfacloropiradazina 29,15 33,09 29,40

Sulfadimetoxina 62,34 64,60 57,13
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A comparacao entre as taxas de recuperacdes obtidas com solucdes
de méis preparadas com tampdo e com agua sdo mostradas na Tabela 9.
Considerando-se que, na determinacdo em nivel de tragcos e em matrizes
complexas, recuperagdes na faixa de 50 - 120%, com precisao de + 15% séao
aceitaveis (RIBANI et al., 2004), melhores resultados puderam ser obtidos nos
extratos preparados em tampao, sem etapa de aguecimento, sendo este o
procedimento escolhido para etapas posteriores de ensaios de recuperagao.

Objetivando diminuir o efeito matriz, uma etapa de aquecimento no
banho ultrassom foi avaliada. A temperatura maxima adotada foi 40 °C, pois
acima desta, picos interferentes seriam gerados como, por exemplo, o
hidroximetilfurfural que é dos componentes que indicam adultera¢des ou
acondicionamento inadequado dos méis em funcdo do aquecimento. Embora a
etapa de aquecimento tenha diminuido significativamente a intensidade dos
interferentes presentes no extrato do mel, as recuperacdes obtidas ndo foram
melhores que as recuperacdes obtidas sem aquecimento e preparadas com
tampédo, como mostrado na Tabela 9. A degradacdo das sulfonamidas em
razao do aquecimento pode ter sido a causa da diminuicdo das recuperacoes.

A metodologia baseada em Silva (2008) néo foi eficiente em termos de
recuperacbes e apresentou sensibilidade inadequada, conseguindo-se
guantificar na amostra de mel concentracdes de sulfonamidas a partir de 1.000
ng kg', estando esse valor acima do limite méaximo de residuos de
sulfonamidas que é 50 ug kg™, além de ter efeito matriz pronunciado.

Com intuito de quantificar sulfonamidas em concentracées menores
que 1.000 pg kg™, utilizou-se acetonitrila/tamp&o acetato de sédio na fase
mével, cuja sensibilidade € maior que a fase movel acetonitrina/agua na analise
cromatografica, conforme apresentado no item 4.2.3. Para tanto foram
utilizadas as proporcdes descritas no teste 1 (item 4.2.3, Tabela 7) e o preparo
da solucdo de mel, apds hidrélise acida, foi feita com tampdo e sem
aguecimento para conseguinte extracdo em fase sélida. Os cromatogramas

obtidos sdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16: Cromatograma do branco (A) e da amostra fortificada (B) com 500 ug kg™
(1- sulfadiazina, 2- sulfatiazol, 3- sulfametazina, 4- sulfacloropiradazina e
5- sulfadimetoxina)
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Apesar da obtencao de sinal analitico melhor, o método em analise néo
apresenta seletividade, pois, como matriz complexa, o mel ndo apresenta um
extrato totalmente limpo apesar de todas as etapas de tratamento e limpeza da
amostra. Dois interferentes especificamente aparecem nas mesmas zonas de
eluicdo das sulfonamidas, nos tempos de 15 e 18 min aproximadamente,
fazendo com que a andlise das substancias em estudo possam ser
inequivocas, interferindo assim na determinacdo das sulfas na amostra.
Segundo Lancas (2004), a pureza de um pico pode ser interferida pela co-
eluicdo de estruturas quimicas similares, e podem atuar aumentando ou
reduzindo o sinal analitico, neste caso, os interferentes atuam aumentando o

sinal dos picos.
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Sabendo disso, é necesséria a analise com outros métodos de
extracdo para reducao dos interferentes da amostra e obtengao de extrato com
maior percentagem de recuperagao das sulfonamidas. Dois procedimentos de
extracao foram testados e descritos nos procedimentos 2 e 3.

4.3.1.2 Procedimento 2

O segundo procedimento esta descrito na Figura 17 e foi baseado no
método descrito por Bonta e colaboradores (2009), com algumas modificacdes.
A escolha do método de extracdo deve-se a utilizacdo de uma extracao liquido
— liquido antes da extracao em fase sélida, que poderia solucionar o problema
com os interferentes, visto que alguns compostos podem nao solubilizar na

solucéo de extracao acetonitrila:diclorometano.

Figura 17: Fluxograma do procedimento experimental 2 para otimizacdo da extracao
em fase soélida

g A Y
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mel HCl por 30 P ’ ' com tampao
. 4,5 (80:20). e
min ) ~ acetato de sddio
Centrifugacao. ~
\ ) \ e extragdo em
o a0
fase sélida.

O uso dos solventes acetonitrila e diclorometano séo justificados pelo
fato das sulfonamidas terem mais afinidade com solventes polares.

Uma diminuicdo significativa dos interferentes foi obtida com este
método, como apresentado na Figura 18. No entanto, a perda de sulfonamidas
durante o processo de tratamento da amostra e extracdo das sulfonamidas
também foram significativos. A Figura 19 mostra o cromatograma do extrato do
mel fortificado com sulfonamidas na concentracdo de 500 pg kg™. Nota-se que
0s sinais obtidos por esse método dao rendimentos (%) inferiores aos obtidos
pelo 1° procedimento, apesar deste Ultimo ndo apresentar boa seletividade,
Tabela 10. Este resultado foi causado pelo aquecimento durante a etapa de
secagem no evaporador rotativo; apesar de se utilizar como temperatura
méaxima 50 °C a solu¢cédo permanecia por um tempo longo nessa condicdo para

secagem total, podendo ter ocasionado perdas de analito.
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Figura 18: Cromatograma do extrato do branco de méis utilizando metodologia
descrita por Bonta (2009) e usando como fase mével ACN/tampéao
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Figura 19: FortificacBes das sulfas em concentracéo de 500 pg kg™ (1- sulfadiazina, 2-
sulfatiazol, 3- sulfametazina, 4- sulfacloropiradazina e 5- sulfadimetoxina)
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Tabela 10: Recuperacdes em 500 pg kg™ para 1° e 2° procedimento, ambos utilizando

fase moével ACN/tampdo, segundo propor¢cdes do testel e meétodo descrito
por Bonta (2009)

Analitos Rec. 1°roc (%) Rec. 2°proc.(%)
Sulfadiazina 62,5 13,0
Sulfatiazol 56,0 6,3
Sulfametazina 104,1 44,5
Sulfacloropiradazina 81,0 57,1

Sulfadimetoxina 66,0 87,2
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4.3.2.1 Procedimento 3

O procedimento 3 foi baseado no método descrito por Bernal e
colaboradores (2009). Avaliou-se um novo método de extracdo de
sulfonamidas com o objetivo de reduzir o tempo da anélise e obter melhores
recuperac0Oes, reduzindo a perda de analitos geralmente observadas no passo
de evaporacao, que sédo usualmente utilizadas para remover o solvente inicial.
O autor avaliou a quebra da ligacdo N-glicosidica com metanol, como descrito
na Figura 20, visto que recuperagcfes obtidas através de hidrélise acida com

HCI ndo foram eficientes.

Figura 20: Fluxograma do procedimento experimental 3 para otimizacdo da extracao
em fase soélida

10 mL de Agitador filtrar- filtro de

5 g mel — N . .
metanol mecanico 5 mm‘ seringa

O procedimento consistiu na adicdo de metanol ao mel fortificado com
todas as sulfonamidas, e para auxiliar o processo de quebra da ligacéo
glicosidica utilizou-se um agitador mecéanico por 5 min. A solucédo foi, entéo,
fillrada em filtro de seringa e a injetada diretamente no cromatografo
diminuindo, assim, as perdas obtidas durante o processo de extracdo e,
consequentemente, aumentando as recuperacoes.

O metanol, sendo um solvente polar, facilita a solubilizacdo das sulfas
e do mel possibilitando a passagem do mesmo pelo filtro de seringa. No
entanto, ndo foi possivel a injecdo cromatografica devido a ineficiéncia da
guebra da ligacdo glicosidica, que deixou a solucdo ainda muito viscosa,
dificultando a filtracdo no filtro de seringa devido a obstru¢cdo dos poros da
membrana.

Esse método, portanto, foi excluido dos procedimentos para novos

testes de extracao.
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4.3.2.2 Procedimento 4

Apresentaram resultados satisfatérios os processos de extracao
provenientes do primeiro procedimento (hidrélise acida com HCI, diluicdo em
solucdo tampdo acetato de soOdio, sem aquecimento e fase movel
ACN/tampdo), no entanto a seletividade do método foi afetada devido aos
interferentes provenientes da matriz mel. Com intuito de alterar as zonas de
eluicdo dos interferentes e dos analitos, foram avaliadas mudangas na
proporcdo da fase mdével ACN/tampado. Foram utilizadas as proporcdes
descritas no teste 5, Tabela 7 (item 4.2.3).

Nas Figuras 21, 22 e 23 sdo mostrados cromatogramas do extrato do
branco dos testes 6, 1 e 5 em que sdao mudadas as proporgcdes e as fases
moéveis e mantendo-se o0 processo de extracdo descrito no 1°procedimento. No
teste 5 (ACN/tampao) é possivel verificar que os interferentes tiveram suas
zonas de eluicdo alteradas com a mudanca na propor¢cdo da fase movel
fazendo com que ndo houvesse sobreposicao/coeluicdo dos picos interferentes
com os analitos.

As etapas do método de extracdo utilizado no preparo das amostras de

mel sdo descritos na Figura 24.

Figura 21: Cromatograma do extrato do branco do mel, utilizando fase movel
ACN/agua conforme Teste 6
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Figura 22: Cromatograma do extrato
ACN/tampéo conforme Teste 1
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Figura 23: Cromatograma do extrato
ACN/tampéo conforme Teste 5
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Figura 24: Etapas do método de extracdo utilizado no preparo das amostras de méis

Agitagdo no ultrassom
por 45 min

1,0 g mel HCI 2,0 mol L1

Cartucho Nexus

0,05 mol L' (pH 4,5) contendo 1% de metanol

A—\R\
E Hidrélise acida
>

Condicionamento SPE I I
5 mL de (1:1:1) Extragéo Filtragao Ajust~ar o pH com o
ACN/Agua/Tampao| B — tampao acetato de sodio
pH 4,5 — 0,05 mol L-"(pH 4,5) e
Eluigao: 5 mL AcN|L U\ NaOH 2,0 mol L
-~
e
» Iniet Analise .
Evaporar o extrato _injetar \\ﬁ cromatografica
com nitrogénio L =" = col c18
oluna: I
e — ! A =270 nm

Reconstituir com 1 mL de tampZo acetato de sédio

e —
Fase movel ACN/Tampao

Baseado em: LINHARES, 2009
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4.4 CondicBes cromatogréaficas otimizadas

Na Tabela 11 sdo mostradas as condigcbes cromatograficas para
determinacaol/identificacdo das sulfonamidas em mel de abelha africanizada.

Tabela 11: Condigbes cromatograficas otimizadas para analise de
sulfonamidas em mel

ltem Condicdes
Equipamento HPLC-DAD
Coluna Phenomenex C18: 150 mm x 4,6 mm, 4um
Eluente A Acetonitrila
Eluente B Tamp&o acetato de sodio 0,05 mol L™, pH
4,5
10:90
20:80
20:80
Proporcao dos solventes (A:B) 30:70
40:60
20:80
10:90
Fluxo 1 mL min™
Volume de injecao 20 uL
Comprimento de onda 270 nm

Na Tabela 12 sdo apresentados os tempos de retencdo obtidos para
cada sulfonamida nas solugcbes mix de padrbes de sulfonamidas apés
otimizacdo das condicBes cromatograficas. Percebe-se que a variacdo dos
tempos de retencdo entre injecbes € muito pequena indicando, assim,

estabilidade do sistema cromatografico.
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Tabela 12: Tempos de retencdo (TR) obtidos para cada sulfonamida na anélise
cromatogréfica de uma mistura de padrfes de sulfonamidas

Tempo de retencao

Analitos _ Desvio padrao
(TR) (min)*
Sulfadiazina 7,00 0,017
Sulfatiazol 7,49 0,023
Sulfametazina 9,97 0,023
Sulfacloropiradazina 14,31 0,015
Sulfadimetoxina 20,99 0,023

*Valor médio de cinco inje¢des consecutivas

A resposta do detector € mostrada na Figura 25 pelo cromatograma da
solucdo padrdo das sulfonamidas em concentracdo 1,0 ug mL™ obtidos no
HPLC-DAD, operando com software Galaxie. Observa-se boa separacéo

cromatografica dos analitos estudados.

Figura 25: Cromatograma da solucédo padrdo mix das sulfonamidas (1 — sulfadiazina, 2
— sulfatiazol, 3 — sulfametazina, 4 — sulfacloropiradazina, 5- sulfadimetoxina)
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4.5 Validacdo do método

Etapas anteriores a validacdo do método devem ser realizadas para
garantir determinacbes adequadas, com precisdo e exatiddo aceitaveis e
confiaveis (MAMANI, 2007). Trata-se de etapas importantes, visto que o

instrumento e o método devem ser adequados ao propésito do experimento
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(suitability test) (LANCAS, 2004). Tais etapas incluem a avaliacdo da

adequacao do sistema e a estabilidade das solu¢cbes e amostras.

4.5.1 Adequacao do sistema

Adequacéo do sistema significa assegurar o desempenho do mesmo
antes ou durante a analise de amostras desconhecidas. Os parametros
resolucéo (Rs), numero de pratos (N) e fator de assimetria (As) foram avaliados
e sdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13: Avaliacdo do desempenho do sistema cromatografico sob andlise dos
parametros de resolucdo, nimero de pratos tedricos e assimetria do pico

Analitos*
Parametros Referéncia**
SDZ STZ SDD SCP SDM
Pratos (N) 28.337,0 32.149,2 23.121,4 18.500 14.829,02 N > 2000
Resolucéo (Rs) 4,48 3,00 11,56 12,77 20,91 Rs>2
Assimetria do
_ 1,17 1,18 1,12 1,10 1,14 As <2
pico (As)
Tempo de
7,00 7,49 9,97 14,31 20,99 -

retencao (tr)

Analitos*: SDZ - Sulfadiazina, STZ - Sulfatiazol, SDD - Sulfametazina, SCP -
Sulfacloropiradazina, SDM — Sulfadimetoxina.
**\/alor de referéncia (SHABIR, 2003)

O numero de pratos teoricos indica a eficiéncia da coluna frente as
substancias analisadas e as condi¢cdes de analises. De acordo com a Tabela
13, para todos os analitos, a coluna Phenomenex mostrou-se eficaz
apresentando N > 2000.

A andlise da resolugdo (Rs) mostrou que as substancias, mesmo
apresentando zonas de eluicdo proximas, apresentam separacao satisfatoria,
sem interferéncias mutuas.

Além disso, 0s picos apresentam simetria, pois apresentam valor
proximo a 1 indicando que ndo houve arrastamento na eluicdo das
sulfonamidas.

De acordo com Tabela 13, todos os parametros avaliados estdo em

conformidade com os estabelecidos por Shabir (2003).



83
RESULTADOS

4.5.2 Seletividade

Para verificar se 0 método para deteccdo de sulfonamidas em mel de
abelha é seletivo, injetou-se amostras em branco e amostras fortificadas e

comparou-se 0s cromatogramas, como mostrado na Figura 26.

Figura 26: Comparacdo dos cromatogramas do extrato do branco (A) e do mel
fortificado com sulfonamidas na concentracdo 1000 pg kg* (B) (1-sulfadiazina, 2-
sulfatiazol, 3- sulfametazina, 4- sulfacloropiradazina e 5- sulfadimetoxina)
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Como mostrado na Figura 26, apesar de ter havido uma diminuicédo
significativa das interferéncias observadas, ndo houve completa eliminacgéao,
sendo verificada a eluicdo de compostos préximos aos tempos de retencdo das

sulfonamidas em estudo, porém com espectros de absorcdo distintos dos
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padrbes das sulfonamidas estudadas. Foi possivel, assim, a deteccdo e
quantificacdo das cinco sulfonamidas em concentracdo de 100 pg kg™ sem
interferéncias das outras substancias provenientes da matriz. Neste caso, a
avaliagdo da seletividade do método é importante, pois trata-se de uma
amostra complexa, o mel, e a presenca de outras estruturas poderiam alterar
os resultados, levando a resultados equivocados, com indicacdo de falsos
positivos.

O método descrito, portanto, mostra-se seletivo por ndo ter

interferentes nos tempos de retencéo das sulfonamidas em estudo.
4.5.3 Linearidade e sensibilidade

A linearidade foi determinada atraves da construcdo de curvas
analiticas e também de curvas de linearidades baseadas no Teste de Huber.
Pelo teste foi possivel a rejeicdo de dados andmalos que resultariam em erros
nos resultados das analises. Para isso foram feitas inje¢cbes sucessivas em
cada nivel de concentracado, iniciando da menor para a maior concentracao.
Apoés a rejeicdo dos dados anémalos as médias das areas foram usadas na
construcdo das curvas analiticas. As curvas de linearidade das sulfonamidas

em estudo sdo mostradas nas Figuras 27, 28, 29, 30 e 31.

Figura 27: Curva de linearidade da sulfadiazina variando de 0,025 - 0,05 pg mL™
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Figura 28: Curva de linearidade da sulfatiazol variando de 0,025 - 0,05 pg mL™
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Figura 29: Curva de linearidade da sulfametazina variando de 0,025 - 0,05 pg mL™
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Figura 30: Curva de linearidade sulfacloropiradazina variando de 0,025 - 0,05 pg mL™*
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Figura 31: Curva de linearidade da sulfadimetoxina variando de 0,025 - 0,05 pg mL™
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Na Tabela 14 e na Figura 32, sdo apresentados os resultados e as
curvas analiticas, respectivamente, obtidas pela injecdo dos padrbes nas
concentragcfes citadas para cada sulfonamida. A avaliacdo das curvas de
linearidade e das curvas analiticas mostraram que para todas as sulfonamidas,
a concentracdo de 5 pg mL™* ndo representou adequadamente a relagéo de
linearidade entre area e concentracdo sendo, portanto, excluida dos pontos
gue representam a linearidade da curva analitica. Outra excecdo na definicdo
do intervalo linear foi a sulfacloropiradazina, na qual os pontos de concentracéo
0,025 e 0,05 pg mL™* foram excluidos da curva analitica, estando fora do
intervalo de linearidade para esse composto. Analisando as equacbes das
curvas analiticas, pode-se concluir que o modelo € linear e adequado para as
sulfonamidas em estudo, fornecendo coeficientes de determinacao (r?) maiores
gue 0,999, que demonstra adequada proporcionalidade entre concentracéo dos

compostos e sinal analitico, obtido na faixa de aplicacdo do método.

Tabela 14: Parametros relativos as curvas de calibragé@o obtidas para sulfonamidas

Analito Intervalo Linear (ug mL™) re Equacéo dareta
Sulfadiazina 0,025-2,0 0,9999 187,94x - 0,5898
Sulfatiazol 0,025-2,0 0,9999 170,02x + 0,0072
Sulfametazina 0,025-2,0 0,9999 206,24x + 0,0188
Sulfacloropiradazina 0,1-20 0,9999 151,77x + 0,5546
Sulfadimetoxina 0,025-1,0 0,9999 227,93x - 0,5924
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Figura 32: Curvas analiticas da sulfadiazina, do sulfatiazol, da sulfametazina, da
sulfacloropiradazina e da sulfadimetoxina variando de 0,025 — 5 ug mL™
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A sensibilidade € um parametro que descreve a resposta do detector,
variando em funcdo da concentracdo do analito. Foi obtida através da
regressao linear da curva analitica, sendo expressa pelo coeficiente angular da
reta (inclinacédo). Os resultados sdo mostrados na Tabela 15, percebendo-se
maior sensibilidade para a sulfadimetoxina, seguida por sulfadimidina,
sulfadiazina, sulfatiazol e sulfacloropiradazina. Os altos valores dos
coeficientes angulares indicam que, com pequenas variacdes na concentracao
obtém-se grandes variagcdes nos sinais medidos, garantindo a diferenciacao
entre duas concentracdes bastante proximas (BRITO et al., 2003).

Considerando-se, assim, a menor concentracdo obtida na curva de
calibracdo (0,025 pg mL™), o menor nivel de concentracdo que pode ser

adequadamente detectado, nas condicfes utilizadas para a pré-concentracao
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da amostra é de 25 ug kg, valor inferior ao limite méaximo de residuos de
sulfonamidas, estabelecido na legislacéo, conforme a Instrucdo Normativa n°
11, de 29 de abril de 2012 (BRASIL, 2012).

4.5.4 Limites de deteccéo e quantificacao

Na Tabela 15, encontram-se os limites de deteccdo (LD) e de
guantificacdo (LQ), calculados a partir dos parametros da curva analitica
obtidos com solu¢cdes de mistura de padrbes de sulfonamidas preparadas em
tampdo acetato de sédio 0,05 mol L™ (pH 4,5) e metanol. Os limites de
deteccdo e de quantificacdo permitem determinacdo em concentracdes
inferiores ao limites méaximo de residuos, de 50 pg kg™. Desta forma,
considerando as condi¢cdes estabelecidas no presente método analitico, €
possivel a quantificagéo das sulfonamidas em concentragdes tdo baixas quanto
2,7 a 49,8 ug L™, o que demonstra a adequacdo do método na determinacéo

de residuos de sulfonamidas em mel de abelhas.

Tabela 15: Resultados da sensibilidade, do limite de deteccdo e de quantificacdo do
método para deteccéo de sulfonamidas

Parametros SDZ STZ SDD SCP SDM
Sensibilidade
187,94 170,02 206,24 151,77 252,58
(Mau mL ug™)
LD (ug L) 1,8 6,7 32,8 6,9 11,7
LO (ug L ) 2,7 10,2 49,8 10,4 17,7

4 5.5 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada por meio de ensaios de
recuperacées, em trés niveis de concentracdo (100, 500 e 1000 pg kg?). Os
resultados sdo apresentados na Tabela 16 e mostram que, para todas as
sulfonamidas, as recuperacfes estdo no intervalo estabelecido para matrizes
complexas, ou seja, de 50 - 120%, com precisdes inferiores a + 15% (RIBANI
et al., 2004). As menores recuperacoes foram obtidas para sulfametazina e

sulfadimetoxina (63 e 64%, respectivamente) na concentracdo de 100 g kg™’ e
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as maiores foram para a sulfacloropiradazina e sulfadiazina (aproximadamente
98 e 96%, respectivamente) nas concentracdes de 500 e 1000 pg kg™,
respectivamente. Ressalta-se, entretanto, que a cromatografia liquida com
deteccdo por conjunto de diodos, a despeito da menor sensibilidade, se
comparada com deteccdo por espectrometria de massas, por exemplo,
apresenta como vantagens a simplicidade do sistema, frequentemente mais

disponivel e acessivel em laboratérios de analise rotineira de controle de

residuos em alimentos.

Tabela 16: Resultado da exatiddo do método para deteccéao de sulfonamidas em 100,

500 e 1000 ug kg™

Concentracao Recuperacgéo

Analito 1 RSD* (n=5)
Mg kg (%)
1000 96,4 0,2
Sulfadiazina 500 87,8 1,2
100 74,2 6,8
1000 88,6 0,8
Sulfatiazol 500 80,4 1,9
100 95,9 14
1000 96,3 0,3
Sulfametazina 500 85,5 0,9
100 63,0 1,8
1000 97,4 0,4
Sulfacloropiradazina 500 98,3 1,0
100 95,0 2,1
1000 96,4 1,4
Sulfadimetoxina 500 86,4 3,9
100 64,0 1,7

RSD*= Desvio padréo relativo das recuperacgdes

4 5.6 Precisao

Na Tabela 17 sdo apresentados os resultados de repetibilidade e
precisdo intermediaria, obtidas para amostras de méis, fortificadas com as

sulfonamidas em estudo, em trés niveis de concentracdo. Para a repetibilidade,
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os coeficientes de variagao variaram entre 0,6 a 10%, valores considerados
satisfatorios, levando-se em consideracdo envolver andlise em matriz de
elevada complexidade. Sendo assim, o método apresenta boa precisdo, em
termos de repetibilidade, visto que para matrizes complexas o aceitavel é de
15%, estando, portanto, dentro das normas estabelecidas pela ANVISA (2003).

Em termos de precisdo intermediaria, o parametro foi avaliado em
funcdo do tempo, com analise das amostras feitas em 2 dias diferentes,
mantendo-se demais condi¢cdes constantes. Os coeficientes de variacéo
obtidos também foram satisfatorios, variando entre 2 e 10%. Verificou-se,
portanto, que o método estabelecido para andlise de residuos de sulfonamidas
em mel é preciso, apresentando resultados confiaveis, conforme normas
estabelecidas pela ANVISA (2003).

Tabela 17: Avaliacdo da precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) do método
cromatografico para determinacao de sulfonamidas

o Precisao
Repetibilidade . o
' Concentracao intermediaria
Analito 1
ug kg , cVv
n CV (%) Dia n
(%)
1000 5 0,4 2 5 2.8
Sulfadiazina 500 5 14 2 5 6,0
100 5 9,9 2 5 10,8
1000 5 0,9 2 5 2,5
Sulfatiazol 500 5 2,6 2 5 5,4
100 5 1,7 2 5 7.4
1000 5 0,6 2 5 5,6
Sulfametazina 500 5 1.4 2 5 3.4
100 5 9,2 2 5 10,2
1000 5 0,8 2 5 2,9
Sulfacloropiradazina 500 5 1,7 2 5 7,8
100 5 3,0 2 5 7,2
1000 5 1,9 2 5 5,9
Sulfadimetoxina 500 5 4.7 2 5 6,2
100 5 57 2 5 5,8
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4.5.7 Aplicagédo do método

O método desenvolvido e validado foi aplicado na determinacdo de
residuos de sulfonamidas em méis produzidos na regido do Alto Turi — MA,
mas especificamente nas cidades de Santa Luzia do Parua e Nova Olinda do
Maranhéo (coletadas em agosto de 2012). As amostras 1 a 7, coletadas em
2010 e 2011, nao foram avaliadas quanto a presenca de residuos de
sulfonamidas, pois como a aplicacdo do método s6 ocorreu em 2012 os
resultados poderiam ser equivocados devido a processos de degradacdo dos
compostos estudados causados pelo tempo de armazenamento. Os resultados

das analises sdo mostrados na Tabela 18.

Tabela 18: Andlise de residuos de sulfonamidas em amostras de méis coletadas na
regido do Alto Turi -MA

Amostras Local Resultado
8,9,10,11e 12 Santa Luzia do Parua nd*
13, 14, 15, 16,17 e 18 Nova Olinda do Maranhao nd*

*nd = ndo detectado

Conforme pode ser observado na Tabela 18 e nas Figuras 33 e 34, nao
foram detectados residuos de sulfonamidas nas amostras de méis coletadas
nas cidades de Santa Luzia do Paruda e Nova Olinda do Maranhé&o,
respectivamente. No entanto, ndo se pode afirmar que o mel esta dentro dos
parametros exigidos pela legislacdo, pois a concentragdo minima de
guantificacdo das sulfonamidas utilizando o método desenvolvido € de 100 ug
kg™ e o limite maximo de sulfonamidas no mel é 50 pg kg™.

Cabe ressaltar também que por ndo apresentar um numero suficiente
de amostras, os resultados das analises ndo podem ser utilizados para definir a
gualidade do mel da regido do Alto Turi, mas apenas a aplicabilidade do

método.
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Figura 33: Cromatograma da amostra 4 referente a cidade de Santa Luzia do Parua
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Figura 34: Cromatograma da amostra 11 referente a cidade de Nova Olinda - MA
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi otimizado um método analitico por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector por arranjos de diodos (HPLC-DAD),
para andlise simultdnea de sulfatiazol, sulfametazina, sulfadimetoxina,
sulfacloropiridazina e sulfadimetoxina em mel de abelhas africanizadas. Nessa
etapa, foram avaliadas colunas analiticas, fases moveis e os comprimentos de
onda. Observou-se que colunas C18 e fase movel acetonitrila/tampdo acetato
de sédio 0,05 mol L™ s&o mais apropriadas para a deteccdo dos compostos em
estudo, assim como o comprimento de onda em 270 nm.

A extracdo em fase sélida (SPE) aliada ao pré-tratamento da matriz
através da hidrélise acida, mostrou-se etapa imprescindivel na quantificacao de
sulfonamidas em mel, devido a elevada complexidade da amostra e a forte
tendéncia de interacdo das sulfonamidas com acucares presentes no mel. A
eficiéncia da SPE foi comprovada por meio de ensaios de recuperacdo, nos
quais se obteve na concentracéo de 100 pg kg™, porcentagens de 63 a 96%,
gue para uma amostra complexa é considerado satisfatorio.

O estudo de validacdo demonstrou que o método otimizado é seletivo,
linear, preciso e exato. Os limites de deteccdo e de quantificacdo variaram,
respectivamente, de 1,8 a 32,8 ug L™ e de 2,7 a 49,8 pg L™, valores inferiores
aos limites maximos de residuos, 50 pg kg, estabelecidos na legislacéo
(Instrucdo Normativa n° 11, de 29 de abril de 2012).

No que se refere aos parametros fisico-quimicos, as andlises
demonstraram que 71% das amostras de méis estavam em desacordo com a
legislacdo brasileira em pelo menos um parametro requerido pela Instrucao
Normativa n°11 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Sendo
assim, considerados ndo recomendados para consumo.

O método otimizado e validado foi aplicado em amostras de méis
adquiridas na regido do Alto Turi — MA, ndo sendo encontrados residuos de
sulfonamidas nessas amostras.

A metodologia analitica e a extracdo em fase sélida estabelecidas para
analise cromatografica apresentaram parametros analiticos aceitaveis, que

demonstra condicdes para uso na analise de sulfonamidas.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Aprimoramento da metodologia de extragdo, minimizando-se efeito
matriz e/ou aumentando-se a taxa de pré-concentracdo, de forma a permitir
maiores niveis de detecc¢ao;

e Utilizacdo de detectores mais sensiveis, como o de espectrometria de
massas;

e A implantacdo das Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) para melhorar e
assegurar a qualidade dos produtos apicolas, que traria valorizagcdo comercial

ao mel produzido na regiao.
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Quadro A: Revisdo de métodos para determinacao de sulfonamidas em mel utilizando cromatografia liquida

LQ

Analito Preparo da amostra Método Coluna Fase Movel Rec. (%) 1 Referéncia
(Mg kg™)
STZ, SMR, SMZ, Hidrolise acida com TA L
TA 0,1 mol L
SMTZ, SMP, SIX, (pH 5). SPE —C18 e CORREIA,
o HPLC-FL  Vertex - C18 (pH 4)/ACN 70 -120 1-9
SDX, SMX, SDM, derivatizagdo com i 2008
_ gradiente
SQX, SME fluorescamina
SCT, STZ, SPD, SMR,  Hidrdlise 4cida com TA Inertsil MeOH/TA ZOTOU &
SMP, SMX e cafeina  (pH 3,6). SPE — Abselut HPLC-UV ODS-3 0.05 mol L™ 80 -117 - VASILIADO,
(P Nexus 5um (pH 3.6), 20:80 (v/v) 2006
SDX, SAD, SCT, SDZ, o )
Diluicdo do mel com Ascentis RP- L
SPD, STZ, SMR, SMZ, L ) TA 0,02 mol L™ (pH BERNAL
MEOH e derivatizagdo  HPLC-FL ~ Amide 5 pm _ 56 - 96 4-15
SMM, SME, SCP, _ 4,5)/ACN gradiente et al., 2009
com fluorescamina 80 A
SGN, SDM e SMT (PI)
Hidrolise acida com o
L . Acetato de sodio
SDM, SMZ, STZ e HCI 2 mol L™, extracéo NOVAPACK 1 GRANJA
_ HPLC-UV 0,005 mol L™ + 61 -95 19-20
SPD (PI) com diclorometano e C-18 4um et al., 2008
o MEOH/ACN
SPE Florisil
S _ 0,1% de AF em
Hidrolise &cida com
1. ) H,0/0,1% de AF em
STZ, SMZ, SMR, SPD, HCI 1 mol L™ e filtrag&do HPLC - Oasis HBL THOMPSON &
ACN /2% de ATF 84 -112 5
SDz, SDX, SDM, SCP com membrana de MS/MS 5um G NOOT, 2005
em

nylon
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Quadro A: Continuacao

LQ
Analito Preparo da amostra Método Coluna Fase Movel Rec. (%) 1 Referéncia
(Hg kg™)
Diluicdo do mel com )
Acquity
SQX, SCP, SDM e Na,EDTA pH 4, HPLC - MeOH/AF 0,05% em VIDAL et al.,
. _ UPLC BEH 70-120 4
outros antibioticos centrifugacdo e SPE MS/MS H.O 2009
C18 1,7 um
OASIS HLB
Hidrolise acida com
HCI 2 mol L™, extragéo TA 0,02 mol L™ em
SGN, SAD, SCT, SDzZ, _ Purospher
ACN, centrifugagéo, ACN (98:2)/TA 0,02 MAUDENS
STZ, SPD, SMR, SME, HPLC-FL Star RP-18 1 37 -67 2-5
SPE Bond Elut SCX e mol L~ em ACN et al., 2004
SMZ, SMP, SDX, SCP o 5um
derivatizagdo com (68:32)
fluorescamina
Diluicdo com AF
pH 2, SPE cartucho de L
. ~ ACN + 0,01 mol L
SCT, SPD, SMR, SMP, permuta catibnica Symmetryshi PANG et al.,
o » HPLC-FL KH,PO, (27:73)em  73-94 5-1
SME, SMX, SDM, SCP sulfénico aromatico , eld RP 18 P 2003
SPE - Oasis HLB e P
derivatizacéo
STZ, SPD, SMR, SME, Hidrolise acida com Waters o
1 0,15% de acido
SMP, SMR, SCP, HCI 2 mol L™, pH 8,5 HPLC - Xterra ) SHERIDAN
o acético/0,15% deac. 61-78 15-15
SMX, SMM, SAI, SDM, foi ajustado e SPE MS/MS MS C18 et al., 2008

SQX, SDZ, SDX

Oasis/HLB

3,5um

acético em MeOH
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Quadro B: Revisdo de métodos para determinacao de sulfonamidas em matrizes diversas utilizando cromatografia liquida

Analito Amostra Técnica Resultados Referéncia
LD foi 0,3 pg L™ e LQ foi 1 pg L™ para
STZ, SMZ, SMX Leite HPLC-FL STZ e SMZ e 2,5 ug L™ para SDM. A ALABURDA etal,
recuperacéo 63 — 91% 2007
SAD, SDZ, STZ, SMR, Aguas residuérias de HPLC - UV Recuperacdes variaram de 32 — 106%. MALITAN &
SMZ, SMP, SDM, SQN suinocultura LQentre5-7,5ng L™ MOHD, 2006

Método seletivo e linear na faixa de
Camarao HPLC - DAD 100 a 1000 pg L™. LD e LQ variaram SANTOS, 2009

de 0,6 — 6 e 2 — 20 respectivamente

STZ, SMZ, SDM, SQN,
SMX
Agua potavel e do arroio Recuperacodes de 40 — 90%, LD 0,3 —

SMX, TCETM o HPLC - UV PEDROSO, 2007
Dilavio de Porto Alegre 36elLQ0,9-12
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Quadro C: Classificagao da cor do mel
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Cor Escala Pfund (mm) Faixa de cor (inc.)*
Branco d’agua la8 0,030 ou menos
Extra branco Mais de 8 a 17 Mais de 0,030 a 0,060
Branco Mais de 17 a 34 Mais de 0,060 a 0,120
Extra ambar claro Mais de 34 a 50 Mais de 0,120 a 0,188
Ambar claro Mais de 50 a 85 Mais de 0,188 a 0,440
Ambar Mais 85 a 114 Mais de 0,0440 a 0,945
Ambar escuro Mais de 114 Mais de 0,0945

* incidéncia (absorbancia em 560 nm)
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Quadro D: Tabela de Chataway

Indicede Umidade Indicede Umidade Indicede Umidade

refracdo a (%) refracdo a (%) refracdo a (%)
20 °C 20 °C 20 °C
1,4740 25,0 1,4845 20,8 1,4945 16,8
1,4745 24,8 1,4850 20,6 1,4950 16,6
1,4750 24,6 1,4855 20,4 1,4955 16,4
1,4755 24,4 1,4860 20,2 1,4960 16,2
1,4760 24,2 1,4865 20,0 1,4965 16,0
1,4765 24,0 1,4870 19,8 1,4970 15,8
1,4770 23,8 1,4875 19,6 1,4975 15,6
1,4775 23,6 1,4880 19,4 1,4980 15,4
1,4780 23,4 1,4885 19,2 1,4985 15,2
1,4785 23,2 1,4890 19,0 1,4990 15,0
1,4790 23,0 1,4895 18,8 1,4995 14,8
1,4795 22,8 1,4900 18,6 1,5000 14,6
1,4800 22,6 1,4905 18,4 1,5005 14,4
1,4805 22,4 1,4910 18,2 1,5010 14,2
1,4810 22,2 1,4915 18,0 1,5015 14,0
1,4815 22,0 1,4920 17,8 1,5020 13,8
1,4820 21,8 1,4925 17,6 1,5025 13,6
1,4825 21,6 1,4930 17,4 1,5030 13,4
1,4830 21,4 1,4935 17,2 1,5035 13,2
1,4840 21,0 1,4940 17,0 1,5041 13,0

Fonte: AOAC, 2000



