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RESUMO

Neste trabalho, objetivou-se analisar isotopicamente méis comercializados nas regides Sul e Sudeste do Brasil,
para adeteccéo de fraude. Foram colhidas amostras comerciais com registro no Servico de Inspecéo Federal, Estadual ou
Municipal. As amostras foram submetidas a combustdo no Analisador Elementar EA 1108 CHN e analisadas no
espectrometro de massas de razdo isotopica DELTA-S (Finningan Mat). Os val ores isotopicos (¢ *C) dos méisin natura
foram comparados aos de suas respectivas proteinas (padrao interno). Foram consideradas adulteradas as amostras cuja
diferenca entre o valor isotdpico da proteina e do mel foi igual ou inferior a-1%.. As amostras consideradas adulteradas
pelaandlise i sotopica foram submetidas a testes quimicos qualitativos que ndo foram capazes de indicar adulteragéo para
algumas delas. Das 61 amostras analisadas, 18,0% encontram-se adulteradas, sendo 11,5% na Regiao Sudeste e 6,5% na
Regi&o Sul. Ao contrario dos testes quimicos, aandlise i sotépi ca mostrou-se eficaz em identificar e quantificar aadulteracéo
de méis comerciais.

Termos paraindexagédo: Mel, adulteraco, isotopos estaveis, carbono-13, IRMS.

ABSTRACT

The aim of this study was the isotopic evaluation of honey traded in the Southern and Southeastern Brazilian regions,
to detect fraud. Commercial samples, registered in the municipal, State or Federal Inspection Service, were collected and
submitted to combustion in the EA 1108 CHN Elemental Analyzer and analyzed in the DELTA-S (Finningan Mat.) isotope
ratio mass spectrometer. The isotopic values (§**C) of in natura honey were compared to their respective proteins (internal
standard). Samples whose difference between the isotopic value of protein and honey was equal or inferior to -1%. were
considered adulterated. The samples considered adulterated were submitted to qualitative chemical testswhich were unableto
show adulteration for some of them. Among the 61 samples analyzed, 18.0% were adulterated; 11.5% in the Southeastern and
6.5% in the Southern region. Unlike chemical tests, isotopic analysis has shown to be efficient to identify and quantify
adulteration in commercial honey.

Index terms: Honey, fraud, stable isotopes, carbon-13, IRMS.

(Recebido em 29 de maio de 2008 e aprovado em 17 de julho de 2009)

INTRODUCAO

Entre os alimentos presentes na dieta humana, o mel
sempre foi alvo de adulteracdes (Doner, 1991). Geralmente,
0 processo de adulteracdo é feito com a adicdo de agUcares
comerciais, como glicose comercial, solugdo ou xarope de

Segundo Arauco (2005), a detecgdo de aglicar
comercial ou aglcar invertido erafeita pela quantificacdo
de hidroximetilfurfural (HMF), composto resultante da
degradacéo de hexoses, que pode ser encontrado no mel,
em pequena quantidade. No entanto, a presenca de HMF

sacarose, melado e solugdo de sacarose invertida. Porém, a
formamais utilizada de adulteracéo é obtida a partir do caldo
de cana-de-agUcar que é levado ao fogo para concentrar o
acUcar, clarificado com aditivos quimicos e, em seguida,
adicionado a0 mel (Rossi et al., 1999).

pode também ser resultado do superaquecimento do
produto e estocagem prolongada. Até 1974, a deteccdo
guantitativa e qualitativa de HMF era capaz de garantir a
pureza do produto contra a principal fraude realizada até
ent&o (White Junior & Doner, 1978a).
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A partir daguele ano, novo tipo de adulteracéo
comegou a ser realizado nos Estados Unidos por meio da
adicdo de HFCS (High Fructose Corn Syrup) a0 mel. Trata-se
de produto com baixo custo de produg&o, obtido a partir de
tratamento enzimético do xarope de milho e que possui glicose
e frutose como os principais €l ementos de sua composicdo. A
adicdo de HFCS ao mel ndo pode ser detectada pela andlise
do hidroximetilfurfural (White Junior & Doner, 1978a).

Na medida em gque novos tipos de adulteracbes
ocorreram, novos métodos analiticos foram desenvolvidos
com intuito de detectar tais fraudes. Entre esses métodos,
a andlise isotdpica do carbono é capaz de identificar e
guantificar se 0 mel foi ou ndo adulterado com aglicar
comercial ou xarope de milho (aglcares associados ao
metabolismo fotossintético C,).

A andliseisotdpicade mel foi inicialmente utilizada
por White Junio & Doner (1978b), que coletaram cerca de
500 amostras de méis puros e destas, analisaram 119
amostras. Os resultados revelaram aparente
homogeneidade dos dados relativos a composi¢éo
isotopica, o valor médio de 5*C de todas as amostras foi
de -25%o e 0 coeficiente de variagdo de 3,7%. A partir deste
trabalho, um novo método foi aprovado para o controle da
qualidade do mel nos Estados Unidos (White Junior &
Doner, 1978b).

Na andlise isotopica de mel, o espectrometro de
massa fornece os resultados em §*°C, cuja definicéo
matemética é dada abai xo:

3( )-1], 10° @)

amostra, eréo) = [(Ramostra / Rpadréo

5 Canostra o ) = €Nriquecimento isotopico da amostra
relativo ao padrdo internacional (PDB), expresso em per
mil (adimensional);

R = razdo isotopica de *C/*2C, da amostra e do padréo
(adimensional), respectivamente.

White Junior & Winters (1989) propde a utilizagdo
de um padrdo interno nas andlises isotépicas de mel.
Sugeriram a proteina, pois esta pode ser facilmente isolada
e seu valor isotdpico ndo se atera com a adulteracédo do
produto.

Segundo Arauco (2005), no Brasil esta técnicatem
sido pouco empregada, por desconhecimento de seu

potencial como método analitico por parte dos produtores,
envasadores e 6rgaos fiscalizadores.

White Junior & Doner (1978b) referiram-se a duas
amostras de méis brasileiros, cujos resultados foram de -
25,0%0 € -25,6%0. Ross et a. (1999) realizaram analises
isotopicas em 61 amostras de méis, encontrando o0s
seguintes valores médios: -24,8%. paramel de laranjeira, -
25,5%0 paramel floral, -25,5%0 paramel de eucalipto e -25,1%o
paramel sem origem conhecida, com médiageral de -25,3%o.
Neste trabalho, cinco amostras estavam adulteradas.
Padovan et d. (2003) avaliaram 40 amostras de méis do Brasil
e oito importadas (Argentina, Canada e Estados Unidos),
encontrando seis amostras de méis brasileiros adulteradas.

Arauco (2005) analisou 211 amostras de méis que
foram adquiridas de apicultores de diversos estados do
Brasil e constatou que 92% dos méis eram puros. A variagdo
isotdpica dos méis esteve entre -23,79%o a -28,59%o e da
sua proteina variou de -23,81%. a -28,09%., atestando a
idoneidade dos apiarios nacionais.

Conduziu-se este trabalho, com o objetivo de andisar
0s méis comercializados em supermercados das Regides Sul
e Sudeste do Brasil, e indicar a porcentagem, quando houver,
de adic&o de aglcares de plantas do ciclo fotossintético C,,
por meio da andlise da razdo isotopica de*C/2C e, também,
comparar os resultados da andlise isotdpica com os de testes
quimicos qualitativos usados na deteccdo de fraude em mel.

MATERIAL E METODOS

As andlises isotépicas do carbono foram realizadas
no Centro de Is6topos Estaveis Ambientais, Instituto de
Biociéncias de Botucatu, UNESP. Para a andlise isotopica
do mel e de sua proteina, utilizou-se a metodol ogia oficial
daAssociation of Official Analytical Chemists (AOAC,
2000). Algumas modificacdes metodol bgicas com relacéo
ao procedimento de extracdo da proteina do mel (dobrar a
guantidade dos reagentes tungstato de sodio e &cido
sulfarico) foram feitas para garantir maior quantidade de
proteina extraida.

As amostras de mel e de sua proteina foram
submetidas & combust&o em analisador elementar Fisons
Instruments EA 1108 CHN e analisadas em espectrometro
de massas de razdo isotdpica Finnigan Mat DELTA-S.

A porcentagem de adulteracdo foi determinada pela

equacdo (2):

% adulteraggo = [(S*Cproteina— 5=Cmel)] /[(5**Cproteina — §**Cadulterante)].100 2
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Na Equagdo 2, adiferenca no valor isotopico entre
a proteina e o mel ( §°C proteina - 5°C mel) de -1%o
corresponde ainclusdo de 7% de produtos das plantas do
ciclo fotossintético C, (aglicares comerciais). Amostras com
valores abaixo deste limite (< -1%0 ou>7% C,) sdo
consideradas adulteradas pela metodologia oficial (AOAC,
2000); consequentemente, valores acima do limite (>-1%o
0u< 7%o C,) indicam méis puros.

Nareferida expressdo, foi utilizado, como valor de
adulterante, o valor do HFCS (-9,7%o0). No entanto, poderia
ser utilizado o valor isotépico do aglcar invertido (-12,04%o),
ou ainda, o vaor da glicose de milho (-10,86%o). Optou-se
pelo valor do HFCS por ser o utilizado na metodologia
oficial AOAC (2000).

As amostras que foram consideradas adulteradas
pelas andlises isotdpicas do carbono foram submetidas a
testes quimicos qualitativos, normalmente empregados na
deteccdo de fraude em mel.

Coleta das amostras

Os méis foram obtidos de supermercados e
estabel ecimentos comerciais das regifes Sul e Sudeste do
Brasil, sendo que a maioria das amostras analisadas possuia
registro no Sistema de Inspecdo Federal, Estadual ou
Municipal.

Foram coletadas 61 amostras de mel de laranjeira,
eucalipto, assa-peixe, macieira, silvestre e sem origem
botéanica definida (Tabela 1), com a seguinte distribuicéo
por estado: Séo Paulo, 19; Rio de Janeiro, 6; Minas Gerais,
9; Espirito Santo, 2; Parana, 7; Santa Catarina, 11; Rio
Grande do Sul, 7. A origem boténica das amostras foi obtida
por meio de informagdes contidas no rétulo.

Extragdo da proteina do mel

A proteinafoi extraida a partir dadiluicdo de mel em
agua bidestilada, seguida de clarificagdo em peneira (100
mesh) e homogeneizagdo. A solucdo foi tratada com
tungstato de sodio (10%) e &cido sulfurico (2%), seguida
de nova homogenei zag&o e tratamento térmico em banho-
maria (80°C/4h). A proteina precipitadafoi separada por
centrifugac&o (3500 rpm / 5 min). Essa operacéo foi repetida
5 vezes, utilizando agua bidestilada, para a lavagem do
precipitado proteico (AOAC, 2000).

Procedimento utilizado para a analise isotopica do mel e
suaproteina

Foram pesados, aproximadamente, 100 a 150ug de
mel e 450 a 500 pg de sua respectiva proteina (seca), sendo
que cada amostra foi colocada em cpsula de estanho.
Essas capsulas foram dobradas, colocadas no analisador

elementar, onde ocorreu a combustéo. O CO, gerado foi
analisado no espectrémetro de massas de raz&o isotdpica

Testes quimicos qualitativos

Reacado de L ugol: tem como base areacdo da solucéo de
Lugol com os polimeros provenientes da hidrolise do amido
contido no xarope de amido de milho hidrolisado (Marchini
et al., 2004). Se o resultado for uma solugéo vermelhaou
violeta, houve adulteragdo com produto derivado de amido.
Reacdo de L und: baseia-se na precipitagdo de substancias
albumindides (proteinas e seus precursores), que so
componentes naturais do mel, pela acéo do &cido tanico. Se
o resultado for negativo, na presenca do mel puro aparecera
um precipitado cujo volume dependera da origem floral do
mel (entre 0,6 e 3,0 mL). Se o resultado for positivo, na
presenca do mel adulterado ndo havera formagéo de
depdsito, ou ele sera desprezivel (Marchini et al., 2004).
Reacéo de Fiehe: aandlise baseia-se naidentificacdo do
HMF por meio de reagBes quimicas com resorcinaem meio
acido (Marchini et a., 2004). A adulteracdo do mel com
glicose comercial ou agUcares resulta em solucdo de cor
vermelho-cergja.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 61 amostras analisadas, 11 foram consideradas
adulteradas, segundo a metodologia oficial (AOAC, 2000).
A Regi&o Sudeste apresentou maior percentagem de fraude
em relagdo a Regido Sul. Na Regido Sudeste, 7 das 36
amostras apresentaram adulteragdo (19,4%), enquanto na
regido Sul, foram 4 das 25 amostras (16,0%). Com relacdo a
origem botanica dos méis, a quantidade de fraude foi:
laranjeira 1, eucalipto 2, assa-peixe 0, macieira 1, silvestre 3
e sem origem boténica 4. Portanto, amaior frequéncia de
adulteragdo ocorreu em méis, cujos rétul os ndo atestavam
asua origem boténica, sendo trés deles na Regido Sudeste
eum na Sul.

Os resultados da variabilidade isotopica dos méis
dos Estados de Sao Paulo (SP), Rio de Janeiro (RJ), Espirito
Santo (ES), Minas Gerais (MG), Parana (PR), Santa Catarina
(SC) e Rio Grande do Sul (RS) encontram-se na Tabela 1.

Das amostras coletadas no Estado de S&o Paulo,
seis encontraram-se adulteradas (55% do total fraudado
nas duas regides), indicando que este é o Estado com
maior nimero de fraudadores, merecendo maior atencéo
por parte dos érgaos fiscalizadores.

As amostras MGO7 e SC05 néo tinham mel em sua
composi¢do. Todo o carbono mensurado no espectrémetro
de massa era de fonte C, (cana-de-aglicar &/ou milho). Estas
foram as fraudes mais grosseiras encontradas no presente
estudo.
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Tabela 1 — Valores isotopicos (6**C) das amostras de mel e de sua proteina (padréo interno) dos estados da Regido
Sul e Sudeste.

Amostra Origem botanica Mél (%o) Proteina (%o) Diferenca % adulteracéo
SPO1 SOB -24,05 -24,62 -0,6 38
SPO2 SOB -25,38 -24,96 04 0,0
SPO3 E -26,42 -24,86 1,6 0,0
SP04 L -24,49 -24,34 0,1 0,0
SPO5 S -25,00 -25,53 -0,5 33
SP06 E -27,94 -26,34 1,6 0,0
SPO7 L -24,74 -24,80 -0,1 04
SPO8 SOB -22.31 -24,24 -19 133
SP09 L -24,41 -24,96 -0,5 3,6
SP10 S -20,93 -26,36 -54 32,6
SP11 SOB -25,43 -25,73 -0,3 19
SP12 L -25,02 -26,19 -1.2 71
SP13 SOB -21,87 -24,67 -28 18,7
SP14 E -26,57 -25,26 13 0,0
SP15 S -25,57 -24,98 0,6 0,0
SP16 E -26/43 -27,81 -14 7.6
SP17 SOB -22,28 -24,99 2,7 17,7
SP18 L -24,26 -24,83 -0,6 3,8
SP19 E -26,53 -25,21 13 0,0
RJO1 SOB -26,19 -24,94 13 0,0
RJO2 A -27,92 -26,65 13 0,0
RJO3 S -27,43 -26,11 13 0,0
RJ04 SOB -27,44 -27,23 0,2 0,0
RJ05 E -26,49 -25,63 0,9 0,0
RJO6 S -26,79 -25,94 0,9 0,0
ESO1 A -26,84 -26,59 0,3 0,0
ES02 SOB -25,79 -25,49 0,3 0,0
MGO01 E -26,22 -24,81 14 0,0
MGO02 SOB -25,49 -24,83 0,7 0,0
MGO03 SOB -26,22 -25,39 0,8 0,0
MG04 A -25,49 -25,36 0,1 0,0
MGO05 S -26,73 -25,58 12 0,0
MGO06 A -26,37 -25,81 0,6 0,0
MGO7 E -11,56 - - 100
MG08 S -26,72 -25,23 15 0,0
MG09 S -25,78 -25,51 0,3 0,0
PRO1 S -27,37 -26,96 0,4 0,0
PRO2 SOB -28,35 -25,55 2,8 0,0
PRO3 SOB -27,91 -27,95 0,1 0,0
PRO4 SOB -25,71 -25,65 0 0,0

Continua...
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Tabela 1 — Continuagéo...

PRO5 SOB -26,46
PRO6 SOB -26,42
PRO7 SOB -26,32
SC01 SOB -25,67
SC02 S -27,26
SC03 SOB -25,13
SC04 M -26,60
SC05 M -11.95
SC06 S -26,95
SCO7 E -27,17
SCO08 SOB -25,59
SC09 S -16.25
SC10 E -26,02
SC11 SOB -26,15
RSO1 S -26,02
RS02 E -25,06
RS03 SOB -24.77
RS04 SOB -25,56
RS05 SOB -26,37
RS06 SOB -26,86
RS07 S -15.59
Média+ DP* -25,02+ 2,05

-25,80 0,7 0,0
-25,84 0,6 0,0
-26,14 0,2 0,0
-25,29 04 0,0
-26,59 0,7 0,0
-25,95 -0,8 50
-26,01 0,6 0,0

- - 100
-26,95 0 0,0
-26,45 0,7 0,0
-26,09 -0,5 31
-25,14 -89 57,6
-26,01 0,1 0,0
-25,61 0,5 0,0
-26,01 0 0,0
-25,97 -0,9 5,6
-26,10 -13 81
-25,80 -0,2 15
-25,44 09 0,0
-26,64 0,2 0,0
-23,58 -80 57,6

-25,68 + 0,64

*DP = Desvio Padréo; Sublinhado = amostra adulterada; A = assa-peixe; E = eucalipto;
L = laranjeira; M = macieira; S = silvestre; SOB = sem origem botanica.

Num patamar intermediario de percentual de
adulteracdo, estdo as amostras SP08 (13,3%), SP10 (32,6%),
SP12 (7,1%), SP13 (18,7%), SP16 (7,6%), SP17 (17,7), SC09
(57,6%), RS03 (8,1) e RS07 (57,6%). Nesse caso, produtos
agucarados de origem C, foram adicionados aos méis.

As amostras que apresentaram teor de carbono C,
abaixo de 7% foram consideradas puras pela metodologia
oficial (AOAC, 2000). E provéavel, entretanto, que essas
amostras tenham sido contaminadas com carbono de fonte
C, em virtude do manejo indevido, ou seja, pela sua
proximidade com a cultura de cana-de-aglcar ou
alimentacdo das abelhas com produtos agucarados C, em
periodo de baixa florag&o.

Todas as amostras dos Estados do Rio de Janeiro,
Espirito Santo e Paran& ndo apresentaram qual quer trago
de fraude.

Os méis considerados adulterados pela anélise
isotépica foram submetidos a trés testes quimicos
gualitativos que podem indicar a presenca de fraudes:
Reacdo de Lugol, Reacdo de Lund e Reagéo de Fiehe

(exceto as amostras SP08 e SP13, por ndo apresentarem
quantidade suficiente). Os resultados obtidos por meio
dos testes quimicos qualitativos estdo expressos na Tabela
2, sendo comparados com os da analise i sotopica.

Os testes quimicos sdo qualitativos, nao
quantificando o carbono de origem C, que foi usado na
adulteracdo do mel. Os resultados mostrados, ha Tabela 2,
indicam que esses testes apenas sdo eficazes para fraudes
grosseiras, como foi 0 caso das amostras MGO07, SC05
(100% de adulteracdo) e RSO7 (57,6%). Para essas amostras,
0s trés testes deram resultados positivos. Para o restante
das amostras adulteradas, pelo menos um dos métodos
guimicos falhou na identificacdo da fraude. Para as
amostras SP17 (17,7%) e RS03 (8,1%), os trés testes
quimicos falharam.

Embora os testes quimicos qualitativos sgjam de
baixo custo e possam ser realizados por |aboratérios de
andlises quimicas bésicas, eles ndo seriam indicados para
0 controle de pequenas adulteracdes no mel, por
apresentarem menor sensibilidade. Por outro lado, as
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Tabela 2 — Resultados comparativos das andlises de méis adulterados por testes quimicos qualitativos e analises

isotdpicas. Os resultados foram apresentados como adulterados (A) e ndo adulterados (NA).

Amostras Lugol Fiehe Lund Andlise Isotépica
SP10 NA A NA A (32,6%)
SP12 NA A NA A (7,1%)

SP 16 NA NA A A (7,6%)
SP 17 NA NA NA A (17,7%)
MG 07 A A A A (100%)
SC 05 A A A A (100%)
SC 09 A A NA A (57,6%)
RS 03 NA NA NA A (8,1%)
RS 07 A A A (57,6%)

analises isotdpicas do carbono, mesmo com custo mais
elevado, conseguem detectar adulteracBes a partir de 3%,
quando o mel for adulterado com produtos a base de sacarose
de cana-de-aglicar (Arauco, 2008). Essa andlise pode ser feita
em laboratérios que trabalham com espectrometria de massa
de razdo isotopica e deveria ser indicada como metodologia
oficia para o teste de fraude em mel, por apresentar maior
sensibilidade que os testes quimicos qualitativos.

CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a
analise isotopicado carbono é uma ferramenta adequada
paraaidentificacdo e quantificacdo de adulteracdo em mel.
Os testes quimicos qualitativos realizados neste trabalho
ndo sdo capazes de identificar todos os tipos de fraude. A
andlise isotopica do carbono pode contribuir para melhorar
aqualidade do mel comercializado no Brasil, por meio do
desencorgjamento da fraude por parte de produtores,
distribuidores e comerciantes.
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