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VALIDACAO DE METODO PARA A DETERMINACAO DE 5-HIDROXIMETILFURFURAL EM MEL POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA E SUA INFLUENCIA NA QUALIDADE DO PRODUTO
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METHOD VALIDATION TO HMF DETERMINATION IN HONEY BY HPLC-UV AND ITS INFLUENCE ON THE PRODUCT
QUALITY. In honey 5-hydroxymethyl-2-furaldehyde (HMF) is one of the most typical products of degradation: it is usually absent in

fresh honey, but its concentration tends to rise as a result of heating processes or long-term storage. The validation protocol was performed
in terms of detection and quantification limits, precision (by repeatability and intermediate precision), linearity and accuracy (by recovery
tests). The method has been tested on 15 honey samples of different ages and geographical origin. HMF correlated highly with the age of
the samples has been considered a very important parameter to put these honeys on the market or not and/or to estimate their shelf life.
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INTRODUCAO

O mel € um alimento natural produzido por abelhas meliferas, a
partir do néctar ou secregdes de plantas, modificado e armazenado
em colmeias.! E um produto semiliquido que contém uma mistura
complexa de carboidratos (principalmente glicose e frutose), dcidos
organicos, lactonas, aminodcidos, minerais, vitaminas, enzimas,
pdlen, cera e pigmentos.?

O crescente consumo do mel nas tultimas décadas, estimulado
pelas propriedades reconhecidamente benéficas a saide humana,
vem exigindo um controle de qualidade cada vez mais eficiente deste
produto. Os mais importantes pardmetros para avaliar a qualidade
do mel sdo teores de contaminantes (antibidticos, pesticidas, metais
pesados), origem floral, drea de produ¢@o e tempo de prateleira. O
parametro mais utilizado para conferir se ocorreu um aquecimento
indesejavel, ou avaliar o tempo de estocagem do mel, sdo os teores
de 5-hidroximetilfurfural (HMF) e o indice de diastase.’

O HMF geralmente ndo estd presente em méis frescos e seu con-
teddo tende a aumentar durante o processo de aquecimento e o longo
tempo de estocagem,*¢ pela reacao de Maillard em carboidratos ou
desidratagdo catalitica dcida das hexoses. O HMF € um dos principais
produtos de degradacio no mel sendo o aumento de sua concentragao
influenciada pelo baixo pH, acidez total, minerais, origem botanica,
umidade, temperatura e stress fotoquimico.’

O Codex Alimentarius e a Unido Europeia estabeleceram um nivel
méximo de HMF em mel de 40 mg kg'!, com excegéo para os méis
oriundos de paises de temperaturas tropicais e para os méis com bai-
x0s niveis enzimadticos, cujos niveis maximos de HMF estabelecidos
sdo de 80 e 15 mg kg, respectivamente.”®

A flutua¢do de HMF em méis uniflorais armazenados a tempera-
tura ambiente tem sido considerado como um pardmetro muito im-
portante para certificar a qualidade dos méis disponiveis no mercado
ou estimar sua estabilidade de prateleira.?

A presenca de componentes potencialmente téxicos (tais como
aldeidos reativos) em alimentos vem aumentando a atencdo de
agéncias protetoras do consumidor e de controle de qualidade.
Em particular, alguns estudos mostram que o HMF esta entre as
substancias de risco de citotoxicidade, genotoxicidade e atividade
mutagénica.” Existem vdrios métodos propostos para determi-
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nar o HMF em mel, espectrofotometricamente pelo método de
Winkler ou modificagdes desse método e o método de White que
envolvem medidas de absorvancia na regido ultravioleta (UV) e
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Este ultimo
parece ser o mais apropriado devido a interferéncias provocadas
por substancias derivadas, provavelmente, do aquecimento ou es-
tocagem inadequada quando utiliza os métodos UV. Além disso, a
utiliza¢do de CLAE proporciona andlise de outros componentes.*!°
O crescimento da atengdo que a comunidade cientifica vem dando
as potencialidades dos efeitos téxicos do HMF requer esforcos
para estabelecer um método rdpido e sensivel para determinar o
analito em matrizes reais.’

Os objetivos deste trabalho foram otimizar e validar um método
que utiliza cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para deter-
minagdo do HMF em amostras de méis provenientes do Sudoeste da
Bahia e, avaliar a influéncia do tempo de estocagem na concentragiao
do HMF nos méis produzidos no Sudoeste da Bahia, visando uma
melhor eficiéncia no controle de qualidade do produto comercializado.

PARTE EXPERIMENTAL
Amostras de mel

Foram avaliadas 15 amostras de méis de abelhas Apis mellifera
oriundas de diferentes municipios localizados na regido Sudoeste do
estado da Bahia, incluindo diferentes origens botanicas, caracteristicas
de solo e clima, de acordo com a Tabela 1. As amostras foram obtidas
diretamente em associacdes de produtores e na casa do mel da escola
de Agronomia da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia.

As amostras foram armazenadas em frascos de polipropileno
contendo 250 e 500 g de mel, mantidas a temperatura ambiente em
local fresco e escuro antes das andlises.

Reagentes e solucoes

Todas as solugdes foram preparadas utilizando dgua ultrapura,
obtida pelo sistema de purificagdo Millipore (Millipore, SP, Brasil).
A fase movel utilizada foi composta de dgua ultrapura e acetonitrila
com grau HPLC (J. T. Baker). A fase mével foi filtrada através de uma
membrana de acetato de celulose 0,45 um (Millipore) para remover
todas as impurezas.
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Tabela 1. Concentragdo média de HMF em (mg kg' + desvio padrdo) das
amostras de méis por ano/més de coleta em diferentes municipios do Estado
da Bahia

Ano de coleta Més Municipio HMF (mg kg™!)
1999 Vitéria da Conquista 400,8 £ 15,5
2004 e Vitéria da Conquista 2674 +21,2
2006 Junho Vitéria da Conquista 116,9 + 10,2
Agosto Itabela 180,5+7,6
2007 Abril Mortugaba 73,80 + 4,50
Agosto Seabra 25,45+ 1,14
Outubro Jequié 76,80 £ 2,15
2008 Fevereiro Amargosa 66,60 = 2,20
Marco Itambé <LD
Marco Tremedal <LD
Julho Vitéria da Conquista 27,40 £ 0,60
Dezembro Maracas 26,80 + 0,25
2009 Fevereiro  Vitdria da Conquista 28,70 £0,25
Marco Vitéria da Conquista 26,90 £ 0,55
Abril Maracas 26,73 £ 1,55

As solucdes analiticas de referéncia foram preparadas por su-
cessivas dilui¢des de uma solugio 5 g L' de HMF com 99,95% de
pureza (MFS, Advantec).

Todas as solucdes foram armazenadas em frascos de polipropileno
descontaminados (Company, Rochester).

Preparo das amostras

Todas as vidrarias e frascos de polipropileno foram limpos com
uma solu¢d@o de detergente neutro e dcido nitrico 10% (v/v) por 24 h.

Precisamente 5 g de cada amostra de mel foram diluidas em 4gua
ultrapura, em um baldo volumétrico de 50,00 mL. A seguir, foram
filtradas em membrana borossilicato de 0,45 um e o filtrado recolhido
em frasco de polietileno.

As amostras de mel foram separadas em 3 grupos de acordo
com o tempo de estocagem, sendo 5 amostras com tempo inferior/
igual a 12 meses, 5 amostras entre 12 e 24 meses e as outras 5 com
tempo superior/igual a 24 meses, conforme apresentado na Tabela 1.

Equipamento e condi¢des cromatograficas

O sistema de cromatografia liquida CLAE utilizado € composto
de uma bomba series 200, vdlvula de amostragem, loop de 20 pL e
um detector Series 200 UV/VIS, Perkin Elmer (USA). A separacdo
do analito foi realizada utilizando-se uma coluna RP-C18 (250 mm
x 4,6 mm, 5 um de tamanho de particula, Thermo, USA). O volume
de amostra injetada foi de 20 pL, a qual foi submetida a uma eluicio
isocrdtica com dgua/acetonitrila (80:20) e fluxo de 1 mL min', e a
detec¢do do analito realizada em 285 nm.

Validacio do método

A validagido do método de determinacdo do HMF em méis por
CLAE foi realizada com base na andlise dos seguintes parametros: li-
nearidade, limite de detec¢do e quantificacdo, exatidao (recuperagdo),
precisdo (repetibilidade: precisdo intradia e precisdo intermedidria
- interdias), e robustez.

Todas as operagdes matematicas e estatisticas foram realizadas
com auxilio dos programas Origin 5.0 e Statistica 7.0 (Statistica for
Windows, Statsoft, Inc, 1999. Tulsa, OK, EUA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Linearidade

A curva de calibracgdo foi construida utilizando a padronizagdo
externa, a partir de 5 pontos das solugdes padrao de HMF em agua
nas concentra¢oes de 10 a 50 mg L', preparadas no mesmo dia em
que se realizaram as andlises. Os padrdes foram preparados em tripli-
cata e cada uma das replicatas foi injetada 5 vezes. A linearidade foi
avaliada entre dias diferentes e foi estimada pela andlise de regressao
linear através do método dos minimos quadrados.

As curvas analiticas tragadas por padronizagio externa para HMF
demonstraram excelente linearidade na faixa de 10 a 50 mg L', com
coeficiente de correlagdo médio de 0,99899. Isto indica a validade
do método, pois obedece a uma correlagdo linear nos intervalos de
concentracdo avaliados. A curva de calibragdo obtida pelo método
dos minimos quadrados pode ser expressa pela equacdo y = a + bx,
sendo os valores encontrados dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Equagio da reta, coeficiente de correlagdo (r), limites de quantifi-
cacdo (LQ) e detecgdo (LD) obtidos no método de validagdo para HMF por
CLAE-UV

Equagio da reta r
y =-39,8295 + 25,2102x

LQ(mgL") LD (mgL")
0,9986 0,17 0,05

O processo de separacdo e determina¢do do HMF proposto
apresentou uma boa seletividade. Isso se deve a inexisténcia de in-
terferentes nas amostras de mel em estudo. Como pode ser observado
na Figura 1, o tempo retengdo do HMF nos padrdes e nas amostras
foi similar (3,77 e 3,85 min, respectivamente).
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Figura 1. Cromatogramas obtidos pela andlise de solug¢oes de HMF 40 mg
kg (a) preparada em dgua, (b) preparada na amostra
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Limites de deteccao e de quantificacao

Os termos limite de quantificacio e limite de detec¢do sdo utiliza-
dos para demonstrar a habilidade do método em quantificar/detectar
baixas concentragdes de um analito.!!"1*

O limite de detecgdo € definido como a menor concentragio de
um analito que o método é capaz de diferenciar do sinal ruido.'!?
O limite de quantificacio € definido como a menor concentracdo do
analito de interesse em uma amostra, que pode ser quantitativamente
determinado com valores aceitdveis de precisdo e exatidao.!"*

O limite de detec¢do foi definido como trés vezes o ruido da
linha de base, obtido pela determinacdo de dilui¢cdes sucessivas e
decrescentes da solugdo padrdo de menor concentracdo. O limite de
quantifica¢do também foi determinado através do ruido da linha de
base. Foi considerado como limite de quantificacio a concentragio
determinada a partir da relacdo sinal ruido superior a 10:1. '1¢

Os valores dos limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos
encontram-se na Tabela 1 e foram avaliados para determinagéo da
sensibilidade. Esses resultados demonstram que o método € sensivel
para detectar e quantificar os niveis de concentragdo HMF presentes
em amostras de méis.

Exatidao (Recuperacio)

A exatiddo foi avaliada em termos da recuperacdo. A recuperacao
avalia a eficiéncia do método de tratamento das amostras, extracdo,
expressa como a porcentagem da quantidade conhecida de um analito.
A porcentagem de recuperacdo foi obtida pelo valor da relagdo entre a
concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracio
tedrica correspondente ap6s a adi¢do do analito, multiplicada por 100.'13

O método de adi¢do padrdo foi utilizado, pois ndo € possivel
obter a matriz isenta do analito. Para isso, quantidades conhecidas
de HMF foram adicionadas em triplicata no mel em trés niveis de
concentracao, 10,30 e 50 mg L', e em seguida manipuladas conforme
procedimento de preparo da amostra. As amostras sem adi¢cdo de
padrdo e com adicdo de padrdo foram analisadas simultaneamente,
e a recuperacdo expressa em porcentagem da quantidade medida da
substancia em relacdo a quantidade adicionada na matriz.

A exatiddo do método foi determinada por meio da obten¢do da
porcentagem de recuperagdo média avaliada em trés niveis de con-
centragdo, em triplicata. Os valores obtidos encontram-se descritos
na Tabela 2. A determinag@o da recuperagdo do analito foi realizada
pela sua quantificacéio na matriz em estudo pelo emprego de um pa-
drdo analitico. O grau de recuperagdo variou entre 90 a 102%, o que
estd dentro das especificagdes esperadas para matrizes complexas.'®

Precisao

A precisdo de um método analitico € a medida dos erros aleatérios
e representa a proximidade dos resultados obtidos a partir de medidas
independentes de amostragens multiplas de uma amostra homogé-
nea. A precisdo do método foi avaliada levando em consideracdo a
repetibilidade e a precisdo intermedidria.'"!s

Repetibilidade (precisao intradia)

Define a precisdo do método em repetir, em um curto intervalo
de tempo, os resultados obtidos nas mesmas condi¢des de andlise, ou
seja, com 0 mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo laboratdrio
e utilizando os mesmos reagentes.'!"!s

Para avaliar a repetibilidade analitica do método empregada na
andlise, prepararam-se 9 amostras, contemplando o intervalo linear do
método, ou seja, 3 niveis de concentragdo (10, 30 e 50 mg L), com 3
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replicatas cada uma. Essas foram injetadas em quintuplicata no mesmo
dia, nas mesmas condi¢des cromatograficas e pelo mesmo analista.
As respostas foram expressas como o desvio padrio relativo (DPR).

Precisao intermediaria (interdias)

Define a habilidade do método em fornecer os mesmos resulta-
dos quando as andlises sdo conduzidas no mesmo laboratério, mas
em dias diferentes. Para a determinag@o da precisdo intermedidria,
recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com analistas dife-
rentes.!"""* Foram preparadas 15 amostras, avaliadas em 2 diferentes
dias. As amostras foram injetadas em quintuplicata e os resultados
expressos como desvio padrio relativos.

Os resultados da repetibilidade e precisdo intermedidria encon-
tram-se na Tabela 3, como desvio padrdo relativo. Os valores do
desvio padrdo relativo obtidos das medidas estdao entre 0,42 a 5,38
indicando uma precisdo aceitdvel para a validacdo de um método
analitico, uma vez que valores em torno de 15% sdo considerados
admissiveis de acordo com a literatura."”

Tabela 3. Repetibilidade, precisdo intermedidria e exatidao obtidas no método
de validagdo para HMF por CLAE-UV

Concentracdo  Repetibilidade Precisdo Exatidao/
(mg L) (%DPR.*)  intermedidria (%DPR*) Recuperacado (%)
10 0,42 3,31 102,1

20 - 3,13 -

30 5,38 2,19 94,30

40 - 3,51 -

50 1,88 5,88 104,98
Robustez

A robustez de um método analitico mede sua suscetibilidade frente a
pequenas variacoes que podem ocorrer durante as andlises de rotina. !4

A robustez do método proposto foi avaliada em um planejamento
fatorial em dois niveis 2%, de acordo com Tabela 4. Os parimetros
avaliados foram fluxo da fase mével e concentracio de acetonitrila
na fase moével. Os niveis inferiores e superiores para as variagdes
dos parametros experimentais ficaram compreendidos entre 2% para
o fluxo e 5% para a concentracio de acetonitrila na fase mével. To-
dos os experimentos foram desenvolvidos em duplicata, e no ponto
central foram realizados experimentos em triplicata.'

Tabela 4. Matriz de planejamento fatorial 22 para avaliagdo da robustez

Amostra Vazdo (mL min™) Acetonitrila (%)
1 + +

2 +

3 - +

4 - R

5 0 0

6 0 0

7 0 0

A significancia dos efeitos das varidveis e das possiveis intera-
¢des entre elas foi checada com base no gréfico de Pareto, Figura
2. Segundo o grafico de Pareto, tem-se que as varidveis analisadas
foram robustas nas varia¢des estudadas.

Influéncia do tempo de estocagem na qualidade do mel

Existe no Brasil uma legislagdo especifica para o mel, que
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Figura 2. Grdfico de Pareto para os efeitos padronizados em p=0,05: (a)
resposta em fungdo do tempo de retengdo (min), (b) resposta em fun¢do da
altura do pico (mV)

estabelece parametros de controle de qualidade para o produto. A
Portaria 367/97, da Secretaria do Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento, que regulamenta a identidade e a qualidade do mel,
estabelece uma concentra¢do méaxima para o HMF de 60 mg kg'."”

O método mostrou-se eficaz para a determinagdo do HMF nas
amostras de mel oriundas do Sudoeste da Bahia. De acordo com os
dados apresentados na Figura 3 e Tabela 1, pode-se verificar que
os valores das concentracdes do HMF aumentam com o envelheci-
mento do mel. Todas as amostras produzidas no periodo de 1999 a
2006 apresentaram concentracdes do HMF acima do estabelecido
pela Portaria 367/97 do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento. O mesmo foi observado em duas das trés amostras
avaliadas do ano 2007 e em uma das cinco amostras do ano de 2008.

Por outro lado, todas as amostras de mel produzidos em 2009
apresentaram niveis de HMF dentro dos padrdes de qualidade estabe-
lecidos. Observou-se, também, que as concentragdes de HMF nessas
amostras estdo de acordo com os valores publicados na literatura para
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Figura 3. Concentragdo (mg kg™') de HMF em fungdo do tempo de estocagem
das amostras de méis
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méis brasileiros.?**! Desta forma, a determina¢fo da concentragio do
HMF em méis estocados pode ser utilizada para avaliar a estabilidade
e o prazo de validade do produto comercializado, em virtude dos
possiveis efeitos toxicos do HMF e seus derivados.

CONCLUSOES

Um método rdpido e direto, que utilizou CLAE em fase reversa,
foi otimizado e validado para determinagdo de HMF em amostras
de mel oriundas do Sudoeste da Bahia. O método foi testado para
15 amostras de mel com diferentes tempos de estocagem e origem
geografica. Das 15 amostras avaliadas, 6 apresentaram valores con-
forme recomendado pela legislacéo brasileira (60 mg kg!), das quais
somente uma dessas amostras foi estocada por um tempo superior a
12 meses. A correlacdo entre aumento na concentra¢cio de HMF com
0 aumento no tempo de estocagem do mel sugere perda de qualidade
com o envelhecimento e possivel risco a saide dos consumidores.
Finalmente, os parimetros de validacdo demonstraram que o mé-
todo apresentou baixos valores de LD e LQ (0,05 e 0,17 mg kg™,
respectivamente), boas precisdo e exatidao, constituindo-se em uma
importante ferramenta na avalia¢do de qualidade dos méis estocados.
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