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RESUMO

BILUCA, Fabiola Carina. Caracterizacdo quimica e influéncia do
tratamento térmico em meéis de abelha sem ferrdo (Meliponinae
spp.) produzidos no Estado de Santa Catarina. 2014. 110p.
Dissertacdo (Mestrado Ciéncias dos alimentos). Universidade Federal de
Santa Catarina, Florianopolis, 2014.

O mel de abelha sem ferrdo (Meliponinae spp.) € um produto com
caracteristicas particulares e de sabor exdtico, que é, ha muitos anos
utilizado pela populacdo. Apesar dessa cultura envolvendo o mel,
poucos estudos tém sido realizados para avaliar seu verdadeiro
potencial. Com o propdsito de buscar novos dados e auxiliar nas
pesquisas cientificas em relacdo ao mel de abelhas sem ferrdo, este
estudo objetivou avaliar as caracteristicas de identidade e qualidade,
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante de amostras de mel
de abelha sem ferrdo produzidos no Estado de Santa Catarina, na safra
de 2012/2013, e avaliar alguns parametros de validagdo das
metodologias de determinacdo de 5-hidroximetilfurfural (HMF) e
acucares, antes e ap6s o tratamento térmico. As amostras analisadas
demonstraram que, as exigéncias estabelecidas pela legislacdo brasileira
de Apis mellifera, ndo atendem na totalidade as caracteristicas de
identidade e qualidade dos méis de abelha sem ferrdo, os quais
apresentaram niveis de umidade que variam de 23,02 a 34,11% (m/m),
acidez de 36,45 a 138,46 meq kg, pH de 3,73 a 5,31, atividade
diastasica de <3 a 49,54 un. Gothe, condutividade elétrica de 0,15 a
1,34 mS cm™, aglicares como a frutose 31,11 - 40,20 % (m/m) e glicose
8,20 a 30,98% (m/m), ja para sacarose e 5-HMF os teores foram abaixo
dos limites que quantificacgdo (LOQ= 0,074 e 031 mg L
respectivamente). Quando avaliados o contelido de compostos fenélicos
totais (14,69 a 98,04 mg EAG 100 g) e atividade antioxidante (DPPH -
3,23 218,57 mg EAA 100 g, FRAP - 64,00 a 666,66 pumol Fe 11 100 g
! ORAC - 199,16 a 624,48 pmol TE 100g™), podemos destacar que o0s
mesmos sdo semelhantes aos encontrados na literatura para méis de Apis
mellifera. Os par&metros de validacéo avaliados utilizando eletroforese
capilar apresentaram resultados analiticos adequados para as andlises de
5 - HMF e aclcares nos méis de abelhas sem ferrdo. Com relacdo aos
resultados do estudo do tratamento térmico os méis de abelha sem ferrdo
apresentaram niveis de 5 - HMF elevados (238,18 mg kg™), apenas



guando temperaturas extremas foram empregadas (75, 85 e 95 °C).
Além disso, o mel de abelha sem ferrdo apresenta niveis de 5 - HMF trés
vezes menores quando submetido a mesmas condigdes extremas de
tratamento térmico do mel de Apis mellifera. Os resultados ainda
sugerem que um tratamento térmico breve com temperaturas elevadas
pode ser uma maneira eficaz de aumentar a vida de prateleira do mel de
abelhas sem ferrdo sem afetar o contetdo de 5 - HMF. As diferencas
representativas quanto aos teores de 5 - HMF entre os dois tipos de mel
indicam a necessidade de parametros de identidade e qualidade
especificos para o mel de abelha sem ferrdo, a fim de atender as
particularidades do mel e dar subsidio para a comercializacdo legal
desse mel de qualidade diferenciado.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo. Mel. Composigdo. Eletroforese
capilar. Tratamento térmico.



ABSTRACT

The honey from stingless bee (Meliponinae spp.) is a product with
specific characteristics and exotic flavor, which has been used for many
years by the population with therapeutic purposes. Although this culture
involving honey, few studies have been conducted to assess its true
potential. In order to search for new data and support scientific research
in relation to honey of stingless bees, this study aimed to evaluate the
characteristics of identity and quality, total phenolic compounds and
antioxidant activity of honey samples of stingless bee produced in the
State of Santa Catarina in harvest 2012/2013 and to partially validate for
this matrix methods to determine 5-hydroxymethylfurfural (HMF) and
sugars (fructose, glucose and sucrose) before and after the heat
treatment. The samples analyzed showed that the requirements
established by Brazilian legislation of Apis mellifera, do not meet fully
the characteristics of identity and quality of honeys from stingless bee
which indicate moisture levels ranging of 23.02 — 34.11 % (m/m),
acidity of 36.45 -138.46 meq kg™, pH of 3.73 —5.31, diastase activity of
<3 — 49.54 un. Géthe, , conductivity from 0.15 - 1.34 mS cm™, sugars
such as fructose from 31.11 — 40.20 % (m/m), glucose 8.20 - 30,98%
(m/m), already for sucrose and 5-HMF contents were below the limits
quantification (LOQ = 0.074 and 0.31 mg L™, respectively. When we
evaluate the total phenolic compounds (14.69 — 98.04 mg EAG 100 g)
and antioxidant activity (DPPH-3.23 -18.57 mg EAA/100 g*, FRAP-
64.00 — 666.66 pmol Fe 11/100 g, ORAC- 199.16-624.48 pmol
TE/100g™") we can say that they are similar to those found for honeys
from Apis mellifera. The validation parameters evaluated using
electrophoretic showed appropriate analytical data for analysis of 5 -
HMF and sugars in honeys from stingless bees. Regarding the results of
the study of the thermal treatment of the stingless bee honeys showed
levels of 5 - HMF high (238.18 mg kg ~ %), only when extreme
temperatures were employed (75, 85 and 95 ° C). Moreover, the honey
bee sting presents no levels of 5 - HMF three times under the same
when subjected to extreme heat treatment of Apis mellifera honey. The
results also suggest that a short heat treatment at high temperatures can
be an effective way to increase the shelf life of honey from stingless
bees without affecting the contents of 5 - HMF. Representative
differences in the levels of 5 - HMF between the two types of honey
indicate the need for specific honey from stingless bee parameters of



identity and quality in order to meet the particularities of honey and give
subsidy to the legal marketing of honey distinctive quality.

Keywords:  Stingless bees. Honey. Composition.  Capillary
electrophoresis. Thermal treatment.
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INTRODUCAO

As abelhas tém sido manejadas pelos homens, desde séculos
passados, para extracdo de mel, poélen, propolis, cera, entre outros
produtos utilizados para consumo préprio. Nas Gltimas décadas, esta
atividade tornou-se rentavel em muitos lugares do mundo (ANACLETO
et al.,, 2009; NOGUEIRA-NETO, 1997; QUEIROZ; BARBOSA,
SOUSA et al., 2013). Duas grandes linhas de producéo desses produtos
sdo destaques no Brasil: a apicultura e a meliponicultura. A apicultura
com a criacdo racional de Apis mellifera € amplamente difundida e
estudada, com maior producdo e comercializagdo de mel e outros
produtos (VIEIRA, 2012). A meliponicultura, por sua vez, é uma
atividade de criagdo de abelhas sem ferrdo (Meliponinae spp.) onde, os
estudos e comercializagdo ainda sdo recentes em todo 0 mundo (SOUSA
etal., 2013; VILLAS-BOAS, 2012; WALDSCHMIDT; COSTA, 2007).

A meliponicultura é difundida em paises tropicais e
subtropicais, e ganha destaque pela criagdo racional de abelhas com
ferrdo atrofiado. Essa subfamilia (Meliponinae spp.), pode ser dividida
em trés tribos: Meliponini, Trigonini e Lestrimelittini, possuem habitos
distintos das demais abelhas, como a coleta de néctar de plantas mais
rasteiras, revoadas curtas para buscar alimento, colméias em sentido
horizontal, sem a elaboracdo de favos para armazenamento do mel,
formam os potes para reserva de alimento e sua criacdo é possivel em
locais proximos a residéncias, podendo ser manejadas por pessoas de
vérias idades (NOGUEIRA-NETO, 1997; OLIVEIRA; SANTOS, 2011;
VILLAS-BOAS, 2012). Além das diferencas na estrutura e manejo, 0s
produtos elaborados pelas abelhas sem ferrdo também sdo diferenciados
guanto a sua composi¢cdo (NOGUEIRA-NETO, 1997; XIMENES;
COSTA; NACIMENTO, 2011).

Com caracteristicas sensoriais préprias (cor, sabor, odor e
textura), o mel de abelhas sem ferrdo contém nutrientes béasicos
necessarios para a salide como: acglcares (frutose e glicose), dgua e uma
grande quantidade de compostos minoritarios como proteinas, enzimas,
minerais, vitaminas, acidos organicos, compostos volateis, compostos
fendlicos, carotendides incluindo compostos com atividade antioxidante
e antimicrobiana, caracteristicas muito procuradas por inddstrias
farmacéuticas para uso no tratamento de doengas pulmonares e por
indUstrias alimenticias para enriquecer seus produtos (SILVA et al.,
2013a,b; SOUZA et al., 2009a,b).



20

O mel dessas abelhas sempre esteve presente na cultura
indigena e rural brasileira e ainda hoje é utilizado como alimento,
apreciado em pratos salgados e doces, e empregado como medicamento
popular para tratamento de diversas doengas (OLIVEIRA et al., 2012).
Estudos relatam seu uso como antibacteriano, bacteriostatico,
antiinflamatério, cicatrizante de feridas e queimaduras, no tratamento de
desordens intestinais, doencas pulmonares entre outras (GONCALVES;
ALVES FILHO; MENEZES, 2005; SOUZA et al., 2004a,b).

A qualidade do mel produzido pelas abelhas sem ferrdo é
fundamental para sua valoriza¢cdo no mercado interno, e como produto
de exportacéo. Vérios fatores podem afetar a composi¢do e a qualidade
do mel, entre eles a origem floral e geogréfica, condicbes de
manipulacdo, processamento, estocagem ou até mesmo fraudes
(ANKLAM, 1998; GHELDOF; WANG; ENGESETH, 2002). Neste
sentido, a avaliagdo da composicdo do mel se faz importante para
comprovar seus beneficios a salde e evidenciar sua autenticidade e sua
qualidade, protegendo o consumidor de possiveis fraudes ou de produtos
com qualidade inferior (FEAS et al., 2010b).

Este trabalho é composto por trés capitulos, organizados da
seguinte forma: o Capitulo 1 apresenta uma revisdo bibliografica
contextualizada sobre o mel de abelha sem ferrdo (Meliponinae spp.),
suas caracteristicas de identidade e qualidade e propriedades
antioxidantes, bem como uma breve revisdo sobre a técnica de
eletroforese capilar (EC). O Capitulo 2 trata da caracterizagdo de
amostras de mel de abelhas sem ferrdo produzidas em trés municipios
do Estado de Santa Catarina na safra 2012/2013, quanto aos seus
pardmetros de identidade e qualidade, presenca de compostos bioativos
e atividade antioxidante. O Capitulo 3 aborda a avaliagdo de alguns
parametros de validacdo dos métodos analiticos para a determinacgéo de
acucares e 5-hidroximetilfurfural, em amostras de mel de abelha sem
ferrdo, ambos empregando a técnica de eletroforese capilar, antes e apds
tratamento térmico.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1 AMELIPONICULTURA
1.1 Abelhas sem ferrdo (Meliponinae spp.)

A meliponicultura é caracterizada pela criacdo racional,
controlada pelo ser humano, em colmeias artificiais, utilizando-se de
métodos e equipamentos para melhor explorar a capacidade natural
destes insetos, popularmente conhecidos como abelhas sem ferréo,
meliponideos, abelhas nativas, indigenas ou do inglés, stingless bees
(REIS; FILHO, 2003; SOUZA et al., 2009a; XIMENES; COSTA;
NASCIMENTO, 2011).

Estima-se que no mundo existam 30.000 espécies de abelhas,
cada uma apresentando diferentes comportamentos, niveis de
sociabilidade, preferéncias alimentares, dentre outros aspectos. Sendo
assim, para facilitar o estudo, é possivel dividi-las em diversas familias,
subfamilias, tribos e subtribos (SOUZA et al., 2009a). A superfamilia
Apoidea, possui quatro subfamilias: Apinae, Bombinae, Euglossinaee,
Meliponinae e entre as fémeas dessas subfamilias, somente as
Meliponinae possuem o ferrdo atrofiado, o qual ndo pode ser utilizado
como meio de defesa. Essa subfamilia pode ser dividida em trés tribos,
as Meliponini, as Trigonini e as Lestrimelittini (NOGUEIRA-NETO,
1997; WALDSCHMIDT; COSTA, 2007; VILLAS-BOAS, 2012).

As Meliponini possuem um Unico género, as Meliponas com
aproximadamente 20 espécies, e se caracterizam por ndo construirem
células reais. Todas as rainhas, operarias e machos nascem e se
desenvolvem dentro de células de cria, de tamanho igual. A
determinacdo do numero de rainhas que nasce entre todos 0s ovos
disponiveis, é definida por uma proporcéo genética (GUERRINI et al.,
2009; PERUQUETTI; SILVA; DRUMOND, 2012; VILLAS-BOAS,
2012).

As Trigonini possuem dez géneros e aproximadamente 120
espécies. Constroem células de dois tamanhos: as células das operarias e
as células reais, com tamanho bem maior, onde as larvas recebem mais
alimento, determinando a formacdo de uma nova rainha virgem
(CARVALHO et al., 2005; VILLAS-BOAS, 2012). Existe, ainda, a
tribo Lestrimelittini, que compreende os meliponineos, que vivem,
exclusivamente, de roubos de alimento, constituindo um grupo bastante
pequeno (NOGUEIRA-NETO, 1997).

Antes da colonizacdo das Américas pelos europeus, 0 uso dos
produtos das abelhas sem ferrdo e a sua criacdo faziam parte dos
costumes sociocultural, alimentares, medicinais, ritualisticos e
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comerciais de muitos povos indigenas, estes costumes foram passados
aos padres jesuitas que chegaram ao Brasil e utilizavam a cera de abelha
sem ferrdo para a producgéo de velas e para os moradores que foram se
alocando nas zonas rurais e aos poucos foram introduzindo esses
produtos na sua cultura, principalmente no combate de doencas
respiratorias, doencas oculares e uso para a cicatrizagdo de lesdo na pele.
Esses povos utilizavam os produtos de abelha sem ferrdo tanto por via
oral quanto por aplicacdo topica no combate de doengas (BORSATO,
2013).

As abelhas sem ferrdo sdo abelhas sociais, ou seja, vivem em
colénias com grandes numeros de abelhas. Possuem tamanho
considerado pequeno (2 - 13 mm), em relacdo & abelha Apis mellifera, e
coloracdo diferenciada, variando entre cores claras (amarelo) e escuras
(marrom e preto). Dependendo de cada tribo ou género, possuem ferrdo
atrofiado ou auséncia de ferrdo, ou ainda, a auséncia da vesicula de
veneno (Figura 1.1).

Figura 1.1 - Abelha Apis mellifera com as descri¢cfes morfoldgicas bésicas (a),
estrutura de abelha sem o ferrdo e com o saco de veneno (b) e sem ferréo e sem

vesicula de veneno (c).
CABECA TOIIZAX ABDﬁ‘M EN
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antena

glandula salivar saco de veneno

glandulas ceriferas

lingua ou glossa pernas

(a) Apis mellifgra

e R

(b) Abelhas sem ferrdo  (c) Abelhas sem ferrdo
Fonte: Oliveira (2013).
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N&o sdo ofensivas, porém, para sua defesa, podem expelir
liquidos &cidos ou basicos, irritando a pele de seus predadores, enrolar
nos cabelos ou pélos ou até mesmo entrar nas vias respiratdrias
(BORSATO, 2013; CARVALHO et al.,, 2005; WALDSCHMIDT;
COSTA, 2007; SOUZA et al., 2009a,b; NOGUEIRA-NETO, 1997,
VILLAS-BOAS, 2012). Na Figura 1.2, estio expostas algumas imagens
das abelhas sem ferrdo (Meliponinae) encontradas no territorio
brasileiro.

Figura 1.2 - Algumas abelhas sem ferrdo (Meliponinae spp.) encontradas no
territdrio brasileiro e sua terminologia popular.
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Fonte: adaptado de Manara (2013); Ziige (2013).

As abelhas sem ferrdo sdo nativas do territorio brasileiro e a sua
utilizacdo para qualquer fim estd sujeita as exigéncias do Conselho
Nacional do Meio Ambiente - CONAMA, através da Resolugdo n°. 346,
de 16 de agosto de 2004, onde estdo dispostos, adequadamente, 0s
critérios para o manejo dessas abelhas (BRASIL, 2004). Além do Brasil,
outros paises tropicais e subtropicais das Américas Central, América do
Sul, Africa, india, Maléasia, Australia, entre outros paises da Oceania
(GUERRINI et al., 2009; SOUZA et al., 2009a), também estdo presentes
as abelhas sem ferréo.

O Brasil apresenta grande nimero de espécies de Meliponinae
spp. € é na regido amazonica onde se encontra a maior diversidade,
devido sua rica flora, sendo que as abelhas da tribo Meliponini
apresentam-se em maior quantidade e, consequentemente, com maior
producdo de mel (BORSATO, 2013; SOUZA et al., 2009a). Estados,
como Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Santa Catarina, também ja
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apresentam crescimento na criacdo, e consequentemente uma boa
producdo de mel de abelha sem ferrdo (WITTER; BLOCHTEIN, 2009).
A Figura 1.3 ilustra as principais espécies produtoras criadas em
diferentes regides do Brasil.

Figura 1.3 - Mapa do Brasil com as principais espécies de abelha sem ferrdo
(Meliponinae spp.) criadas em diferentes regides do pais, incluindo o Estado de
Santa Catarina.
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Fonte: Adaptado de Villas-Boas (2012).

As abelhas sdo insetos que se organizam socialmente, divididos
em trés castas: rainhas, zangdes e operarias. Na classe das rainhas
existem as rainhas virgens e as rainhas poedeiras. As rainhas virgens séo
poedeiras em potencial, e estdo sempre disponiveis nas coldnias para
uma eventual substituicdo da rainha poedeira, em caso de morte ou
enxameagem e podem chegar a representar 25% dos individuos de uma
col6nia (VILLAS-BOAS, 2012; BORSATO, 2013). As rainhas
poedeiras realizam a postura dos ovos, que dao origem a todos 0s tipos
de abelhas. S8o também responsaveis pela organizacdo da colbnia,
comandada por um complexo sistema de comunicagdo baseado no uso
de feroménios. Normalmente uma coldnia possui apenas uma rainha
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poedeira, mas existem relatos da existéncia de colénias com duas ou
mais (CARVALHO et al., 2005; NOGUEIRA-NETO, 1997; VILLAS-
BOAS, 2012).

Os machos ou zangdes sdo individuos reprodutores e vivem
basicamente para acasalar com as rainhas virgens. Entretanto,
diferentemente das abelhas Apis mellifera, podem realizar alguns
pequenos trabalhos, como a desidratacdo de néctar e a manipulacdo da
cera (VILLAS-BOAS, 2012). As operarias, por sua vez, representam a
maior parte das abelhas de uma colénia, podendo chegar a mais de 80%
dos individuos. Cuidam da defesa e manipulam os materiais de
construcdo dos ninhos, coletam e processam o alimento. As abelhas sem
ferrdo, ainda trabalham na estrutura dos ninhos formados, a partir de
materiais retirados da natureza, como o barro, e substancias produzidas
ou processadas dentro da coldnia como a propolis, cera, cerume e 0
geopropolis (CARVALHO et al.,, 2005; NOGUEIRA-NETO, 1997;
VILLAS-BOAS, 2012; WALDSCHMIDT; COSTA, 2007).

A arquitetura dos ninhos pode variar de acordo com a espécie,
material disponivel para construcdo e do local onde a Meliponinae
instalam suas col6nias, podendo nidificar (construir ninhos) em
cavidades no solo, em cupinzeiros, formigueiros abandonados, troncos
de arvores, postes, muros, caixas e nos mais diversos locais onde
possam estar seguras para o desenvolvimento da colmeia. Caracteristica
marcante de cada espécie é a forma de entrada nos ninhos (Figura 1.4),
podendo ser um simples orificio ou até grandes construcdes de
caminhos (bocas) com arquiteturas especificas das espécies (FONSECA
et al, 2006; NOGUEIRA-NETO, 1997; SOUZA; CARVALHO;
ALVES; 2006; VILLAS-BOAS, 2012; WALDSCHMIDT; COSTA,
2007).
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Figura 1.4 - Entrada para a colméia de diferentes espécies de abelha sem ferréo
(Meliponinae spp.).

Fonte: breu (2012); Villas-Boas (2012).

A coldnia de abelhas sem ferrdo é construida em discos e potes,
dispostos na horizontal, envolvidos por uma grande quantidade de
lamelas de cera que servem como isolamento térmico. Na Figura 1.5 é
possivel observar a estrutura da coldnia de abelha sem ferréo, que possui
dois elementos principais, os favos de cria e os potes de alimento. Os
favos de cria sdo construidos em forma de discos e 0s potes de alimento,
gue formam as melgueiras, geralmente sdo construidos de cerume, em
formato elipsoide (em formato de ovo) (FONSECA et al., 2006;
SOUZA et al., 2009a VILLAS-BOAS, 2012).
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Figura 1.5 - Estrutura fisica da colmeia de abelha sem ferrdo (Meliponinae spp.)
com favos de cria e potes contendo mel e pélen.
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Fonte: Venturieri (2007).

A retirada do mel das melgueiras deve ser realizada quando
estas estiverem populosas, 0 que ocorre durante e ou logo apds as
floradas. Caso todo o mel da col6nia seja coletado ao final da floragéo, o
meliponicultor deve ficar atento para a necessidade de alimentacdo
artificial das suas coldnias durante o periodo de entressafra (VILLAS-
BOAS, 2012).

A quantidade de mel extraido dependera da espécie produtora,
pois a diversidade das abelhas sem ferrdo, como tamanho do corpo e
populacdo da coldnia, é refletida no volume de sua produgdo. Certas
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espécies podem produzir quantidades consideraveis, variando de 0,5 a 8
litros de mel por col6nia/por ano (BIJLSMA et al., 2006; VENTURINI;
SARCINELLI; SILVA, 2007; SOUZA; CARVALHO; ALVES; 2006).
A desoperculacdo dos potes para a retirada do mel pode ser realizada
com objetos pontiagudos de inox higienizados, ou entdo com seringas,
bombas de succdo ou compressdéo (FONSECA et al., 2006;
WALDSCHIMIDT; COSTA, 2007). Além disso, segundo o0s
meliponicultures, os méis de abelhas sem ferrdo possuem elevado valor
comercial (70,00- 180,00 reais o0 kg) quando comparado aos méis de
Apis mellifera (6,8 — 25,00 reais o kg), tornando-se importante e
necesséria a padronizacdo e autenticacdo desses méis influenciando
principalmente na renda da agricultura familiar.

Juntamente com as demais espécies, as abelhas sem ferrdo
desempenham um papel fundamental como agentes polinizadores, pela
sua abundancia na natureza, ampla distribuicdo geografica e atracdo
pelas flores (SOUZA et al., 2009a), produzindo derivados como cera,
prépolis, cerume, geoprépolis, geléia real, pélen, mel.

Cera - produzida na prdpria colbnia, é uma substancia secretada
por abelhas operérias jovens, através de glandulas existentes no
abdémen e pode ser utilizada para a producdo de favo de cria
(NOGUEIRA-NETO, 1997; VILLAS-BOAS, 2012).

Propolis - substancia resinosa formada pela composicéo de cera,
polen e compostos retirados pelas abelhas da superficie das pétalas de
flores, folhas, cortes de troncos e pelas suas enzimas salivares. E
utilizada pelas abelhas para impermeabilizar e isolar termicamente a
entrada das colméias (SOUZA et al., 2009a; VILLAS-BOAS, 2012).

Cerume - constituido pela mistura de duas substancias, cera
pura, secretada pelas abelhas operarias, e resina (propolis). O cerume €
utilizado na construgdo dos favos de crias e potes de armazenamento do
mel (XIMENES; COSTA; NASCIMENTO, 2011).

Geopropolis — formada por diversos materiais, tais como
resinas, cera e barro, é utilizada para a construcdo e protecdo dos ninhos
contra inimigos. A mistura desse material tem consisténcia dura e
coloragéo caracteristica do barro da regido (VILLAS-BOAS, 2012).

Geléia real — sustancia viscosa, secretada pelo sistema glandular
cefalico das abelhas operarias, que se alimentam com o pélen, e serve de
alimento para as crias na fase inicial e para a rainha. Contém hormdnios,
vitaminas, amino4cidos, enzimas, lipideos e outras substancias que
agem sobre o processo de regeneracdo celular. A geléia real é muito
utilizada na industria farmacéutica (COSTA; OLIVEIRA, 2005;
XIMENES; COSTA; NASCIMENTO, 2011).
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Pdlen - é o conjunto de grdos minudsculos, produzidos pelas
flores das angiospermas ou pelas pinhas masculinas das gimnospermas,
e que constituem os elementos reprodutores masculinos, que fecundam
0s Ovulos e originam as sementes (XIMENES; COSTA;
NASCIMENTO, 2011).

Pdlen apicola - é o resultado da aglutinacdo do pélen e do néctar
das flores, juntamente com substancias salivares das abelhas, efetuado
pelas abelhas operérias, 0 qual é recolhido na entrada da colmeia (Apis
Mellifera) (BRASIL, 2001). O pdlen das abelhas sem ferrdo é
depositado em potes exclusivos, o que torna muito facil sua exploracéo.
Nestes potes, 0 pdlen natural coletado nas flores, é processado pelas
abelhas, as quais depositam nele enzimas, que auxiliam na sua
conservacgdo natural. Por ser diferente do p6len in natura, o produto das
abelhas nativas recebe nomes especiais: sabura ou samburd, dependendo
da regido do Brasil. Rico em proteina, o po6len tem sido cada vez mais
procurado no mercado de alimentos naturais. Para ser vendido,
geralmente é processado de duas maneiras; desidratado ou misturado
com mel (VILLAS-BOAS, 2012).

Mel - o mel é produzido a partir do néctar de flores, que as
abelhas coletam e armazenam, apds ser submetido a processo fisico
(desidratagdo) e quimico (enzimético) pelos préprios insetos, 0s quais
transformam o néctar verde em néctar maduro. Serve como alimento
para as abelhas na estacdo de inverno e é o produto das abelhas mais
consumido pelos humanos (COSTA; OLIVEIRA, 2005; XIMENES;
COSTA; NASCIMENTO, 2011).

2 MEL: DEFINICAO, IDENTIDADE E QUALIDADE
2.1 Definicéo

De acordo com o que a legislacdo brasileira estabelece para
méis de abelhas Apis mellifera, entende-se por mel o produto
alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir do néctar das
flores ou das secre¢Bes procedentes de partes vivas das plantas ou de
excrecles de insetos sugadores de plantas que as abelhas recolhem,
transformam, combinam com substincias especificas proprias,
armazenam e deixam madurar nos favos da colmeia (BRASIL, 2000).

O mel pode ser classificado quanto a sua origem, em mel floral
ou mel de melato. O mel floral é obtido dos néctares das flores,
enquanto que o mel de melato é obtido principalmente a partir de
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secrecOes das partes vivas das plantas ou de excregdes de insetos
sugadores de plantas que se encontram sobre elas (BRASIL, 2000).

O mel floral ainda pode ser classificado em unifloral ou
monofloral, quando o néctar coletado origina-se de flores de uma
mesma familia, género ou espécie, ou multifloral e polifloral, quando o
néctar coletado é decorrente de diferentes origens florais (BRASIL,
2000; LEON-RUIZ et al., 2011; VIEIRA, 2012). De modo geral, méis
monoflorais sdo mais raros, mais dificeis de produzir e apresentam
aromas caracteristicos, indicando a origem do néctar e,
consequentemente, si0 mais valorizados comercialmente (LEON-RUIZ
etal., 2011; VANHANEN; EMMERTZ; SAVAGE, 2011).

2.2 Parametros de identidade e qualidade dos méis

Do ponto de vista quimico, 0 mel é composto majoritariamente
de aclcares, principalmente frutose e glicose, e contém, em menores
guantidades mais de 200 outras substancias, como proteinas, enzimas,
minerais, aminoacidos, acidos organicos, lipideos, vitaminas, acidos
fendlicos, flavondides, carotenoides, produtos da reacdo de Maillard,
cera, e grdos de polen (BERETTA et al., 2005; BLASA et al., 2006;
SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010). Sua composicdo e qualidade
dependem de fatores como origem floral e geogréfica, condictes
climaticas, processamento, armazenamento e espécie produtora
(BERETTA et al., 2005; BERTONCELJ et al., 2007; FERREIRA et al.,
2009; SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010; TURHAN et al., 2008).

Trabalhar com um produto capaz de variar em diversos
aspectos, e que contenha uma ampla composicdo quimica, traz a
necessidade da existéncia e/ou elaboracdo de normas para padronizacdo
dos pardmetros de identidade e qualidade, para que seja tratado como
produto comercial com uma legislagdo prevista para sua
comercializagdo.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) é o 6rgao responsavel pelo regulamento técnico
de identidade e qualidade de méis, fiscalizando os parametros fisico-
quimicos relacionados a maturidade, pureza e deterioragdo das amostras
através da Instrucdo Normativa n°11, de 20 de outubro de 2000
(BRASIL, 2000). Tal regulamentacdo ndo especifica as diferentes
espécies de abelha das quais provem o mel, no entanto, sabe-se que tal
instrucdo foi baseada em normatizagdes internacionais (Codex
alimentarius e Mercosul) especificas para 0 mel de Apis mellifera
(Tabela 1.1). Esses parametros ndo séo totalmente adequados aos méis
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de abelha sem ferrdo, o que limita e impede sua produgéo e impossibilita
sua comercializagdo (ANACLETO et al.,, 2009; CAMPQOS; GOIS
CARNEIRO, 2010; CODEX STAN 12, 2001; MERCOSUL, 1999;
SOUSA et al., 2013).

Tabela 1.1- Parametros de identidade estabelecidos pela Legislacdo Brasileira,
Legislacdo Mercosul e do Codex Alimentarius para o mel de Apis mellifera.

A . Mercosul CodexAlimen
Parametros Brasil (2000) (1999) tarius (1999)
Umidade Maéx. 20,00 Max. 20,00  Max. 20,00

(% m/m)
Max. 80,00
HMF (mg kg®)  Max. 60,00 Max. 60,00 em regides
tropicais
Atividade
diastasica Min. 8,00* Min. 8,00 Min. 8,00
(Gothe)
Acucares
redutores Min. 65,00 Min. 65,00 Min. 60,00
(% m/m)
Sacarose Méx. 6,00 Méx. 6,00 Méx. 5,00
(% m/m)
(&'x/ﬁ) Méx. 0,60 Méx 0,60 -
Condutividade
elétrica - - Max. 800,00
(uS cm™)
Acidez, Max.50,00  Méaximo 50,00  Max. 50,00
(meq kg™)
Cor Quase incolora  Quase incolor Incolor a

pardo-escuro  a pardo-escuro  pardo-escuro
*Tolera-se 3,00 se 0 HMF for menor que 15,00 meq kg™
Fonte: Carvalho et al. (2005); Brasil (2000).
(-): Ndo analisado

Os agUlcares existentes no mel sdo determinados em relagdo aos
pardmetros de maturidade e qualidade considerando seus principais
constituintes, glicose, frutose e sacarose, 0s quais lhe conferem
viscosidade, sabor e aroma. O mel é considerado maduro quando atinge
guantidades minimas de agucares redutores (65 % m/m) de acordo com
a legislagdo (BRASIL, 2000; CARVALHO et al., 2005). Os méis de
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abelhas sem ferrdo podem apresentar uma grande variagcdo no contetdo
de acUcares redutores (frutose + glicose), com valores inferiores aos
exigidos pela legislacdo brasileira que contempla os méis de Apis
mellifera (OLIVEIRA; SANTOS 2011). Na Tabela 1.2, é possivel
observar valores citados em alguns estudos onde, os teores de agucares
redutores para o mel de abelhas sem ferrdo, variaram entre 42,2 a
93,10% (m/m).

Tabela 1.2 — Contetdo de frutose, glicose e sacarose encontradas por outros
autores em mel de abelhas sem ferrdo (Meliponinae spp.).

Referéncia* Acucares (Frutose + Glicose) Sacarose
(% m/m) (% m/m)
1 66,00 - 76,20 1,13-8,35
2 64,29 -82,10 0,61- 6,19
3 57,97- 48,66 -
4 50,6 - 93,10 0,2-9,00
5 44,90 -
6 54,85 - 66,49 4,4 -8,89
7 58,14 - 61,4 3,24 -5,54
8 50,01 - 65,79 0,89 - 6,08
9 42,2- 64,00 1,50- 10,20
10 50,50 - 72,77 -

*Referencias: 1- Souza et al. (2004b); 2- Alves et al. (2005); 3- Anacleto et al.
(2009); 4- Souza et al.( 2009a); 5- Guerini al., (2009); 6-Campos; Gois;
Carneiro, (2010); 7- Oliveira; Santos, (2011); 8- Holanda; Oliveira; Costa,
(2012); 9- Sousa et al. (2013c); 10 - Silva et al. (2013a);

(-): Ndo analisado.

Os demais aclcares presentes no mel sdo representados por
dissacarideos, como a sacarose, com parametro estabelecido na
legislagdo de, no maximo de 6% (m/m) (mel floral) e de 15% (m/m)
(mel melato) (BRASIL, 2000). Para méis de abelhas sem ferrdo (Tabela
1.2), esses valores podem variar, dependendo da espécie e da florada de
origem, como apontam os estudos realizados por de Souza et al. (2009b)
e Sousa et al. (2013) apresentando valores de sacarose de 0,20% (m/m)
e 10,20% (m/m), respectivamente.

A agua é o segundo maior componente do mel, sendo o teor de
umidade uma das caracteristicas mais importantes, capaz de influenciar
diretamente nas caracteristicas: como maturidade, viscosidade, peso
especifico, cristalizacdo, vida de prateleira, caracteristicas sensoriais e
valor comercial (BIJLSMA et al., 2006; GUERRINI et al., 2009). A
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agua presente nos méis pode estar relacionada com a origem floral,
origem geografica, condigdes climaticas e estacdo do ano em que é
realizada a colheita (BIJLSMA et al., 2006). O conteido de umidade é
considerado um parametro de qualidade, relacionado a maturidade, que
segundo a legislacdo brasileira para mel de Apis mellifera (Tabela 1.1),
ndo deve exceder a 20% (m/m) (BRASIL, 2000).

Entretanto, todos os méis de abelhas sem ferrdo considerados
maduros, aptos para a colheita, com adequada manipulacdo, apresentam
valores de umidade, acima dos estabelecidos pela legislacdo brasileira
para mel de Apis mellifera, como relatado nos estudos de Fonseca et al.
(2006) e Souza et al. (2009b) que apontam valores de 16,72 a 43,80%
(m/m), respectivamente (Tabela 1.3). Esses teores de umidade elevados
podem influenciar na fermentacdo indesejavel dos acUlcares por
leveduras, que fazem parte da microbiota prépria do néctar ou
veiculados durante o manejo, resultando em compostos organicos
indesejaveis que conferem gosto amargo, coloracdo indesejada e uma
consequente reducdo da vida de prateleira do produto (ABREU et al.,
2005; ABRAMOVIC et al., 2008; SAXENA; GAUTAM; SHARMA,
2010).



labela 1.3 — Caracteristicas fisico-quimicas de méis de abelhas sem ferrdo (Meliponinae spp.) apresentadas por outros autores.

Ref* Umidade Acidez livre Condutividade pH HMF Diastase
(% m/m) (mEq kg?) elétrica (mS cm™) (mg kg™) (Gothe)

1 26,80 -32,00 21,50-80,50 0, 287 - 0,525 3,27 - 4,38 0,52-7,93 -

2 23,14 -3250 18,50 -62,50 0, 267 - 0, 462 3,16 - 3,54 0,52 - 16,54 -

3 16,72 - 38,94 8,88 - 168,00 0, 180- 1, 070 3,15- 4,66 0,33-30,50 0,67 —35,60

4 17,02- 35,40 27,4 - 86,20 - - - -

5 21,00-43,80 5,1-116,80 0, 255- 0, 906 3,12- 6,50 0,0- 42,80 3,80- 11,00

6 23,00-32,50 17,00-98,00 1,061- 2, 700 3,54 - 4,64 0,75-30,58 7,16-54,11

7 2450-25,00 37,78 -39,35 - 3,49 -4,53 4,20- 5,80 -

8 22,05-22,72 37,00 - 85,50 0,540- 0,571 3,71 - 4,46 - -

9 21,45-2751 24,65-42,67 - 3,1-44 8,92 -70,79 0,60-2,1

10 22,30-23,40 24,66 - 59,66 - 2,90 - 3,83 - -

*Referéncia: 1- Souza et al. (2004a); 2- Alves et al. (2005); 3 - Fonseca et al. (2006); 4- Sousa et al. (2013); 5-Souza et al.
(2009a); 6 - Anacleto et al. (2009); 7- Oliveira; Santos (2011); 8- Campos; Gois; Carneiro (2010); 9- Holanda; Oliveira; Costa

(2012); 10 - Silva et al. (2013).
(-): Néo analisado.

9¢
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A acidez livre é considerada um indicativo de deterioracdo do
mel e pode ser influenciada, pelas enzimas das glandulas mandibulares
das abelhas, quantidade de minerais presentes no mel e as diferentes
fontes de néctar. Altos valores de acidez livre sdo indicadores da
ocorréncia de fermentacdo dos acucares, pela acdo de leveduras, sendo
assim o nivel maximo de acidez permitido pela legislagdo vigente é de
50 mEq kg * para méis de abelha Apis mellifera (CAMPOS; GOIS;
CARNEIRO; BRASIL, 2000; OLIVEIRA; SANTOS, 2011).
Considerado um produto naturalmente acido, devido a presenca de
acidos glucénico, piravico, malico e citrico, entre outros, composto
basicamente de agUcares e com baixa atividade de agua, o mel pode ter
uma conservagdo prolongada (ANKLAM, 1998; AJLOUNI,
SUJIRAPINYOKUL, 2009). Entretanto, para méis de abelhas sem
ferrdo a acidez € extremamente varidvel (Tabela 1.3), podendo
apresentar valores de 5,1 a 168 mEq kg® (FONSECA et al., 2006;
SOUZA et al., 2009a,b).

O pH do mel geralmente apresenta valores baixos, em torno de
4,0, 0 que inibe a presenca e o crescimento de micro-organismos, além
de ser importante durante a extracdo e estocagem, por influenciar na
estabilidade e vida de prateleira do produto (OUCHEMOUKH;
LOUAILECHE; SCHWEITZER, 2007; BERTONCELJ et al., 2011a).
Evangelista-Rodrigues e colaboradores (2005), em seus estudos,
observaram a ocorréncia de diferentes pHs entre os méis de abelhas Apis
mellifera e Meliponinae spp. mesmo quando produzidos na mesma
localidade, fator que pode ser explicado pelas diferencas de pH do
néctar coletado das flores e as diferentes substancias mandibulares
acrescentadas ao néctar no decorrer da produgao do mel.

Sabe-se que 0 mel, no seu processo de formagdo, contém
enzimas provenientes das plantas e das glandulas hipofaringeanas dos
insetos, onde as principais, presentes no produto, sdo invertase, glicose-
oxidase e as diastases (o- ¢ B- amilases) (ALVES et al., 2005; PIRES,
2011).

A invertase é responsavel pela conversio da sacarose
(dissacarideo), em dois monossacarideos, glicose e frutose. Sua acéo é
continua até que o amadurecimento total do mel ocorra. Assim, pode-se
definir o amadurecimento do mel como a inversdo da sacarose do néctar
pela enzima invertase e sua simultanea mudanca de concentracdo
(BAYRAMOGLU et al., 2009; FENNEMA, 2010).

A glicose-oxidase reage com a glicose e forma o &cido
glucdnico, que é um importante componente do mel. Nesse processo o
perdxido de hidrogénio é um subproduto, ele é responséavel pela agéo
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antibacteriana do mel, que é uma de suas importantes propriedades
(FRANCHIN et al., 2008; SAKAC; SAK-BOSNAR, 2012).

As diastases (a o-amilase ¢ a B-amilase) sdo as enzimas que
hidrolisam o amido, onde, sua fungédo na fisiologia da abelha, ainda néo
¢ claramente compreendida. A a-amilase digere parcialmente o amido
produzindo as dextrinas. Ja a B-amilase cliva amilose e amilopctiva,
produzindo a maltose (SAKAC; SAK-BOSNAR, 2012; TOSI, 2008).
As diastases apresentam alto grau de instabilidade frente as temperaturas
elevadas e sua presenca, ou ndo, se faz importante na tentativa de
detectar possiveis aquecimentos do mel comercialmente vendido, apesar
de que também em temperaturas ambientes ela pode vir a deteriorarem-
se quando o armazenamento for prolongado (CRANE, 1975;
HUIDOBRO et al, 1995; SAKAC; SAK-BOSNAR, 2012). Sendo
assim, a legislagdo preconiza que os méis de abelha Apis mellifera
devam apresentar atividade diastasica acima de 8 unidades na escala
Gothe. Porém, méis com baixo conteldo enzimatico natural, podem
apresentar no minimo 3 unidades Goethe, desde que o conteldo de
HMF néo exceda a 15 mg kg™ (BRASIL, 2000).

O 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) é muito utilizado como
parametro de qualidade no mel, por ser um composto quimico formado
pela reacdo de aglcares em meio &cido juntamente com temperaturas
elevadas. Em paises tropicais como o Brasil, com temperaturas elevadas
em determinadas épocas do ano, 0 processamento e 0 armazenamento
inadequado do mel durante longos periodos, podem levar a conversédo de
acucares em HMF, através da desidratacdo de hexoses em meio &cido,
via reacdo de Maillard ou por adi¢do fraudulenta de acucares invertidos
(ARAUJO; SILVA; SOUZA, 2006; SAXENA; GAUTAM; SHARMA,
2010; VENTURIERI, 2007; KUCUK et al., 2007). Para controlar as
fraudes e garantir a qualidade do mel, a legislacdo estabelece um limite
méximo de HMF para o mel de Apis mellifera de 60 mg kg™*. Para méis
de abelhas sem ferrdo os valores encontrados demonstram semelhanca
(Tabela 1.3) aos encontrados para abelha Apis mellifera, no entanto, ndo
existem limites regulamentados.

A condutividade elétrica é basicamente utilizada na
autenticidade dos meéis, sendo possivel distinguir méis florais e de
melato. O valor de condutividade elétrica depende do teor de cinzas e da
acidez do mel: quanto maior for o seu contelldo, maior sera a
condutividade resultante (BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN,
2002). A medida da condutividade elétrica ndo é uma exigéncia da
legislagdo brasileira, porém o Codex Alimentarius preconiza que o mel
floral apresente condutividade elétrica menor do que 0,8 mS.cm™ e mel
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de melato apresente valores superiores a 0,8 mS.cm™ (CODEX STAN
12, 2001). Para mel de abelhas sem ferrdo esses valores podem variar de
0,188 a 2,700 mS.cm™, segundo estudos de Fonseca et al. (2006) e
Anacleto et al. ( 2009), expostos na Tabela 1.3.

Sabe-se que o mel de abelhas sem ferrdo &€ comumente
associado as caracteristicas do mel das abelhas africanizadas (Apis
mellifera), exigindo-se 0s mesmos pardmetros de identidade e
qualidade. Entretanto, méis de abelhas sem ferrdo possuem
caracteristicas peculiares como sabores e aromas diferenciados, textura
mais fluida, que cristaliza lentamente (ALVES et al., 2005).

3 TECNICAS PARA CONSERVACAO DO MEL

O mel de abelhas sem ferrdo tem como principal caracteristica,
a diferenciacdo da sua composicdo, destacando o teor de umidade e 0
percentual de aclcares, que o tornam menos denso e mais suscetivel a
fermentacdo, do que o mel das abelhas Apis mellifera, exigindo maiores
cuidados guanto a sua conservacdo (ALVES et al., 2012; OLIVEIRA;
SANTOS, 2011; TOSI; CIAPPINI; LUCERO, 2001). Dessa forma, os
meliponicultores procuram alternativas para prolongar a vida de
prateleira dos méis de abelhas sem ferrdo, na busca de um
beneficiamento que possa ser realmente eficaz, sem alterar as
propriedades originais do produto (ALVES et al., 2012).

O beneficiamento é o processo de transformar um produto
primario visando melhorar ou aprimorar 0 armazenamento, dando
garantia de qualidade, conservagdo e apresentacdo comercial, podendo
agregar valor comercial ao produto. No caso do mel de abelhas sem
ferrdo, os métodos de beneficiamento sdo utilizados para transformar o
mel in natura, que possui grande potencial de fermentacdo, em um
produto estavel, mantendo suas caracteristicas fisicas, quimicas e
sensoriais 0 maior tempo possivel (ALVES et al., 2012; VILLAS-
BOAS, 2012).

O beneficiamento nédo pode ser considerado pré-requisito para o
consumo do mel, mas a aplicacdo de métodos de beneficiamento visa
tanto, viabilizar a estocagem do mel para consumo pessoal, familiar ou
comunitario, quanto a insercdo dos méis de abelhas sem ferrdo no
mercado. Os métodos de beneficiamento utilizados para a conservacgédo
do mel sdo, principalmente, refrigeracdo, pasteurizacdo e desidratacéo
(VILLAS-BOAS, 2012).

Na indastria de alimentos, a refrigeracdio é um método
consagrado para retardar o processo de degradacdo dos produtos. Isso
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acontece porque as baixas temperaturas dificultam o desenvolvimento
dos micro-organismos. No caso do mel de abelhas sem ferrdo, a
refrigeracdo € um método muito eficiente, ja que diminui a proliferacdo
de leveduras e bactérias e retarda a fermentacdo (VILLAS-BOAS,
2012). Em escala comercial, o uso da refrigeracdo pode se tornar
complexo. Para adotar este método, o produtor deve refrigerar o mel
logo depois da colheita, transporta-lo refrigerado e comercializa-lo sob
refrigeracdo. Sua aplicacdo pode ser viavel, mas depende da escala de
producdo e da elaboracdo de um plano de negdcio minucioso que
garanta lucro nas vendas (VILLAS-BOAS, 2012).

A desidratacdo se refere ao processo de retirar ou diminuicado da
guantidade de agua de determinado produto. Como alternativa para
proporcionar maior duracdo, ou seja, impedir a fermentacdo acelerada
recomenda-se que o teor de agua do mel seja reduzido ao maximo de
20% (ALVES et al., 2012).

A pasteurizacdo é um dos procedimentos mais utilizados em
alimentos, para destruir micro-organismos patogénicos ndo esporulados
e minimizar a carga microbioldgica banal existente, oferecendo ao
consumidor um alimento seguro e com vida (til prolongada. O processo
de pasteurizacdo é um tratamento térmico brando (temperaturas < 100
°C), que consiste basicamente no aquecimento e arrefecimento rapido
do alimento, levando sempre em consideracdo o tempo e a temperatura
(FELLOWS, 2006; ORAL et al, 2014; ORDONEZ et al., 2005;
VILLAS-BOAS, 2012).

O tratamento térmico do mel é um método préatico, que além de
inibir o crescimento de micro-organismos, também é utilizado para
retardar da cristalizagdo e facilita o envase por reducdo da viscosidade.
Entretanto, em relacdo as caracteristicas do mel, o tratamento térmico ou
pasteurizacdo podem alterar suas propriedades fisicas e quimicas, como
a formacdo de 5-HMF, principalmente por ndo ter método oficial para
essa pratica. Por esse motivo o mel deve ser monitorado quanto as suas
caracteristicas, para atestar a qualidade do produto, levando em
consideracdo que o teor de 5-HMF é um pardmetro nacional e
internacional, utilizado como controle de temperaturas elevadas, é o
pardmetro o qual deve ser monitorado de modo a limitar a aplicacéo de
um tratamento térmico (TOSI et al., 2002; TURHAN et al., 2008).
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4 COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
EM MEIS

O metabolismo secundario dos vegetais é aquele que responde
as condicOes ambientais (clima e solo) as quais esta submetida a planta e
a partir desse metabolismo séo produzidos os compostos fitoquimicos
(ANGELO; JORGE, 2007). A func¢do destes metabdlitos é a protecdo
das plantas contra estresses bioldgicos e ambientais. Muitos desses
compostos apresentam atividade antioxidante e atuam como inibidores
de radicais livres (BERTONCELJ et al., 2011b; KUCUK et al., 2007).

Os radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo
as moléculas organicas e inorganicas e os atomos que contém um ou
mais elétrons ndo pareados ou livres. Essa configuracdo faz dos radicais
livres, moléculas altamente instaveis, capazes de reagir com qualquer
composto situado proximo a sua Orbita externa, passando a ter uma
funcdo oxidante ou redutora (FERREIRA; ABREU, 2007,
HALLIWELL, 2011; RIBEIRO et al., 2005). A presenga de radicais, em
excesso no organismo pode originar lesbes em componentes celulares,
podendo levar a oxidacdo dos lipideos, proteinas, aglicares e acidos
desoxirribonucléico (ADN) e ribonucléico (ARN), assim, contribuindo
para o desenvolvimento de inumeras doencas, como Parkinson,
Alzheimer e cancer, entre outras (ABREU, 2007; BENAVENTE-
GARCIA et al, 1997; FERREIRA; DUDONNE et al., 2009;
HALLIWELL, 2011; PEREIRA et al., 2009).

A producdo inevitavel de radicais livres pelo organismo pode
ser minimizada com compostos antioxidantes, que tem a capacidade de
reduzir eficazmente os radicais livres que induzem danos oxidativos em
diferentes alvos bioldgicos, inibindo ou retardando a oxidagdo (APAK
etal., 2007; BORA et al., 2005; MAGALHAES et al., 2008).

Os compostos antioxidantes podem estar presentes no
organismo humano por mecanismos endogenos e pela dieta alimentar
equilibrada (BAGHIANI et al., 2011; KOHEN; NYSKA, 2002). A
maioria dos alimentos vegetais ingeridos diariamente em uma dieta
equilibrada possui na sua constituicdo diversas moléculas com
capacidade antioxidante. Dessa forma, tais moléculas produzidas pelas
plantas, podem ser consumidas pelo homem através de alimentos para
combater seu excesso de radicais livres, entre outros beneficios
(MAGALHAES et al., 2008).

Considerando que as plantas polinizadas pelas abelhas
produzem néctar e esses sdo utilizados para producdo de mel, sabe-se
que é possivel que os compostos bioativos sintetizados pelas plantas e
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assim presentes no néctar, podem ser transferidos ao mel (KUCUK et
al., 2007; BERTONCELJ et al., 2011b). O perfil e a quantidade destes
compostos no mel sdo dependentes de fatores como espécie da planta
fornecedora do néctar, condigfes climaticas e geograficas. Dessa forma,
espera-se que méis oriundos de diferentes localidades apresentem
atividade antioxidante diferentes (SILICI; SAGDIC; EKICI, 2010).

Dentre as diversas classes de substincias bioativas de
ocorréncia natural no mel, os compostos fendlicos tém recebido muita
atencdo nos Ultimos anos, sobretudo por prevenir diversas doencgas. No
mel, além da importante funcdo a salde humana, o conteldo de
fendlicos totais também se destaca como uma importante ferramenta na
determinacdo da origem floral do mel (ANDRADE et al., 1997;
BALTRUSAITYTE; VENSKUTONIS; CEKSTERYTE, 2007;
BERTONCELJ et al., 2011b; IURLINA et al., 2007).

Atualmente, para avaliar ou quantificar a atividade antioxidante
de mel sdo utilizados diferentes métodos in vitro ou in vivo
(BERTONCELJ et al., 2007; BERTONCELJ et al., 2011a; ESCUREDO
et al., 2013; FERREIRA et al., 2009; KUCUK et al., 2007; SAXENA;
GAUTAM; SHARMA, 2010; SILICI; SAGDIC; EKICI, 2010;
KHALIL et al., 2011; JUNE; BESTER, 2012; SILVA et al., 2013a). As
metodologias utilizadas para a determinacdo de capacidade antioxidante
do mel ndo sdo oficiais e podem estar sujeitas a interferéncias, por isso,
torna-se aconselhavel a utilizacdo de duas ou mais técnicas para a
avaliacdo, visto que nenhum ensaio isolado determina a capacidade
antioxidante exata ou capacidade antioxidante total de uma amostra
(FERNANDES et al., 2004; HUANG et al., 2002 ; HUANG; OU;
PRIOR, 2005). De acordo com a literatura, hd uma grande utilizacéo dos
métodos, DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) e ORAC (Oxygen Radical Absorption Capacity)
para avaliacdo de compostos antioxidantes (KAMEYA et al., 2014).

O método do radical DPPH é um dos métodos mais utilizados
para identificar o potencial antioxidante em diversas matrizes
alimentares (BERETTA et al., 2005). O método de sequestro de radicais
livres (DPPH) esté4 baseado na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para um oxidante, ou seja, a presenga de elétrons
desemparelhados do DPPH é responsavel pela absor¢cdo maxima no
comprimento de onda de 515 nm, resultando na cor parpura, que sofre
uma alteracdo de cor para amarelo, isso ocorre quando o elétron
desemparelhado forma um par com o hidrogénio doado pelo composto
antioxidante, convertendo o DPPH para sua forma reduzida
(BERTONCELIJ et al., 2007; SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010).
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O método de poder redutor de ferro (FRAP), é uma
metodologia rapida e barata, também se baseia na transferéncia de
elétrons. Este método testa a forca antioxidante dos alimentos, via
avaliacio da reducdo do complexo Fe** (2,4,6-Tripiridil-s-triazina-
TPTZ) a Fe** (ferroso-tripiri-diltriazina) por redutores em valor de pH
baixo. O aumento da absorvancia a 593 nm, devido a formacdo do
complexo Fe?*, pode ser monitorado em espectrofotdmetro (BERETTA
etal., 2005; BERKER et al., 2007 ).

Outro método descrito na literatura para a determinacdo de
antioxidantes é o ensaio de capacidade de absor¢do de oxigénio radical
ou ORAC. O método ORAC verifica a capacidade sequestradora de um
antioxidante frente & formag&o de um radical peroxila induzido pelo 2,2-
azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH), um iniciador de
radical livre sollvel em &gua que se decompde espontaneamente a 37 °C
(BISBY; BROOKE; NAVARATNAM et al., 2008; SAENZ et al., 2009;
ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009; RUTKOWSKI et al., 2011;
CASETTARI etal., 2012).

O radical peroxila, gerado pela reacdo do AAPH com oxigénio
atmosférico, reage com indicador fluorescente (fluoresceina) para
formar um produto ndo fluorescente, que pode ser medido por
espectrofotometria com maxima emissao de fluorescéncia em 575 nm e
578 nm. Os antioxidantes sdo capazes de proteger a molécula
fluorescente da degradacdo oxidativa, assim, o efeito protetor de um
antioxidante é verificado calculando a area formada abaixo da curva em
fungdo do tempo (BISBY; BROOKE; NAVARATNAM, 2008; CAO;
ALESSIO; CUTLER 1993; HUANG; OU; PRIOR, 2005; OU et al.,
2001).

A quantificacdo fotométrica de compostos fendlicos totais,
objetivada em muitos alimentos, € comumente realizada utilizando o
método de Folin-Ciocalteu. O reagente consiste de mistura dos acidos
fosfotungstico (HzPW1,04) e fosfomolibdico (HsPMo1,040), € pode
gerar o Oxido de tungsténio (WgOz3) e Oxido de molibdénio (MogO.3)
em meio alcalino na presenca de compostos fendlicos, formando um
complexo chamado de azul de molibdénio e azul tungsténio, cuja
coloragdo permite a quantificacdo da absorvancia da solucdo na regido
do visivel (760 nm) (AINSWORTH; GILLESPIE, 2007; CICCO et al.,
2009; RAMIREZ-SANCHEZ et al., 2010).
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5 REL~EVANCIA DO ESTUDO DO MEL DE ABELHAS SEM
FERRAO

E necessario ressaltar que, para o desenvolvimento da
bibliografia referente a Meliponinae spp. (abelhas sem ferrdo) e sua
caracterizacdo, foram utilizados como base, livros, artigos cientificos,
cartilhas, entre outros meios de referéncias nacionais, pois trabalhos ou
artigos publicados em revistas internacionais, ainda sdo limitados. Nas
Figuras 1.6 e 1.7 é possivel observar o desempenho e o crescimento
nacional e internacional de estudos com espécie de abelhas sem ferréo
no decorrer dos anos e 0s paises com maiores desempenho na
elaboracdo de artigos e trabalhos sobre abelhas sem ferréo.

Figura 1.6- Crescimento mundial na elaborag¢do de documentos sobre o mel de
abelhas sem ferréo entre 1952 -2012.
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Fonte: SCOPUS (2013).

Figura 1.7- Paises com maiores nimero de artigos e trabalhos sobre o mel de
abelhas sem ferréo entre 1952 -2012.
Brasil
EUA
Alemanha
Mexico

Veneruela
Reino Unido
Paises Baixos
Austratia |—
Espanha |
Japio 1§

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Nimeros de documentos

Fonte: SCOPUS (2013).
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Observa-se que o Brasil é 0 pais com maior desempenho no
desenvolvimento de pesquisas e publicacBes relacionadas as abelhas
sem ferrdo e que 0s estudos sobre esta espécie ainda sdo muito recentes.
Enfatizando a necessidade de mais pesquisas € mais investimentos em
torno de toda a cadeia produtiva referente as abelhas sem ferrdo, como
por exemplo, estudos com a morfologia das abelhas, suas preferéncias
de habitat e de floradas e principalmente com os produtos provenientes
dessas abelhas (mel, geléia real, propolis, entre outros), quanto as suas
propriedades e/ou identidade e qualidade, beneficios a salde humana,
estudos estatisticos de comercializagdo e consumo nacional e
internacional, manipulacdo ideal na colheita e p6s-colheita dos produtos.

E importante salientar, que ndo foram encontrados niimeros da
producdo e consumo deste mel, considerando a forma artesanal de
comercializagdo em feiras livres ou diretamente com 0s
meliponicultores em propriedades rurais e até mesmo sem rotulagem ou
sem adequacgdo comercial, pois a legislacdo existente (Apis mellifera)
nado é totalmente adequada aos atributos de mel de abelhas sem ferréo,
dificultando assim o registro nos drgaos reguladores, a comercializacdo
e, consequentemente, os estudos estatisticos para consumo e producao.

Além disso, realizou-se busca em bancos de dados como: Web
of science, Scopus e na literatura especializada e foi possivel observar
gue, até agora, nenhum estudo relata a relacdo entre tratamento térmico,
quantificacdo do 5-HMF e aglcares em amostras de méis de abelhas
sem ferrdo. Também foi possivel observar que estudos de compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante em méis de abelhas sem ferrdo,
ainda sdo escassos, sendo assim, se faz necessario mais pesquisas,
andlises e uma maior exploracdo de conhecimento desse produto para
comprovar seus beneficios a satde humana.

Ainda é possivel destacar a importancia de estudar os méis de
abelhas sem ferrdo, considerando os diferentes habitos e necessidades
dos meliponideos (abelhas sem ferrdo), podendo produzir méis com
caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais distintas contribuindo de
forma expressiva para a expansdo da cadeia produtiva e aumento da
renda da agricultura familiar.

6 ELETROFORESE CAPILAR: TECNICA INSTRUMENTAL
AVANCADA APLICADA EM ANALISES DE MEL

No inicio dos anos 30, o quimico sueco Arne Tiselius,
desenvolveu e apresentou a técnica de eletroforese como uma nova



46

técnica para estudo de proteinas em soro sanguineo, rendendo ao
quimico o prémio Nobel no ano de 1948 (JIMIDAR, 2006). Essa técnica
instrumental de separagdo baseia-se na velocidade de migracdo de
espécies com diferentes cargas ou neutras, através da aplicacdo de um
campo elétrico (SKOOG, 2006). As particulas migram para o anodo
(polo positivo) ou para o catodo (polo negativo) em funcdo de sua carga
especifica, e a separacdo acontece pela diferenca entre as mobilidades
das espécies carregadas, resultante da razdo massa/carga e da estrutura
de cada molécula (SKOOG, 2006).

A eletroforese em formato capilar foi desenvolvida na década
de 70, despertando interesse na industria da biotecnologia, no que diz
respeito ao sequenciamento do DNA para o Projeto Genoma Humano,
além de ser uma técnica aplicavel na separacdo de cations e anions
inorganicos, aminoacidos, farmacos, vitaminas, carboidratos,
peptideos, éacidos nucleicos, entre outros (LEWIS; ANASTOS;
BARNETT, 2005).

A técnica de eletroforese capilar (do inglés, CE — Capillary
Electrophoresis) utiliza tubos capilares com formato geométrico
(grande area superficial interna comparada ao volume total),
apresentando uma grande vantagem, pois permite controlar o efeito
Joule de forma eficiente, promovendo a dissipacdo do calor gerado
pela passagem da corrente elétrica. Deste modo, é possivel aplicar
elevados valores de campo elétrico, obtendo separacdes de alta
eficiéncia (ROUESSAC; ROUESSAC, 2007) e oferece vantagens em
relacdo a outros métodos de eletroforese, pois permite desenvolver
métodos com tempo curto de analise, demanda uma menor quantidade
de amostras, reagentes e solventes, consequentemente gerando uma
menor quantidade de residuos (SKOOG, 2006). Além disso, métodos
desenvolvidos utilizando a técnica de eletroforese, possuem
compatibilidade com varios detectores, como o detector de absorcdo
no UV-Vis e de espectrometria de massa, que faz da EC uma técnica
muito versatil (CHENG et al., 2008; SILVA et al., 2008; TAVARES,
1996).

O sistema de EC apresentado na figura 1.8, consiste
basicamente em dois eletrodos normalmente de platina, um capilar
usualmente de silica fundida (pois apresentam boa condutividade
térmica e transparéncia na regido do UV/Vis) com comprimento
varidvel (geralmente entre 30 e 150 cm) e didmetro interno entre 15 e
100 pm; um sistema de deteccdo e uma fonte de alta tensdo podendo
funcionar com tenséo constante (-30 a 30 kV) ou corrente constante (-
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200 a 200 pA), que estabelecerd o campo elétrico ao longo do capilar
(ROUESSAC; ROUESSAC, 2007; RIZELIO, 2011).

Figura 1.8 - Representacdo esquemdtica da instrumentacdo basica de
eletroforese capilar.
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SINAL

Janela de W
detecgio

Eletrodo Eletrodo

eletrélito = . eletrélito ]
Fonte de alta tensdo ‘ —
tempo /=

Eletroferograma

Recipiente do Recipiente do £ \

Fonte: adaptado de Valese (2010).

No sistema de CE, a amostra pode ser inserida no capilar de
forma hidrodindmica (aplicacdo de pressdo) ou eletrocinética
(aplicacdo de diferenca de potencial). Apos a introducdo da amostra, o
capilar é preenchido com eletrélito de corrida contido nos recipientes
do eletr6lito idealmente com caracteristicas tamponantes. As
extremidades do capilar e os eletrodos sdo mergulhados nestes
recipientes, fechando o circuito elétrico, e é aplicada uma diferenca de
potencial, que gera uma corrente elétrica no interior do capilar,
promovendo a separacdo dos compostos, passando pela janela de
deteccdo contida no capilar e posterior deteccdo (TAVARES, 1996;
JIMIDAR, 2006).

A deteccdo do analito em um equipamento de CE pode ser
realizada de maneira direta ou indireta. A deteccdo direta é limitada
aos compostos que possuem absortividade molar relativamente alta e é
baseada na medicdo direta da absorvancia UV/Vis do analito de
interesse N0 momento que este chega a janela de deteccédo, gerando um
sinal (PADARAUSKAS, 2003). Aos compostos que apresentam pouca
ou nenhuma absortividade molar, opta-se pelo uso da deteccdo
indireta. Na deteccéo indireta, é adicionado um cromoforo ao eletrolito
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de corrida, o qual provoca o decréscimo do sinal, que acontece pela
passagem do alnalito que ndo absorve, gerando um sinal alto e
constante, que pode ser detectado e relacionado com a concentragdo do
analito permitindo a quantificacdo pelo uso de curva padrdo como
referéncia (JOHNS; MACKA; HADDAD, 2003). A Figura 1.9
demonstra ambos os tipos de detecgéo.

Figura 1.9 - Representacéo dos modos de deteccdo direta e indireta.
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Fonte: adaptado de Rizelio (2011).

Outro fator de extrema importancia na separacdo por CE é o
fluxo eletrosmotico (EOF). Esse fenémeno ocorre pela presenga de
grupamentos silanois (Si-OH) na parede interna do capilar de silica.
Estes grupamentos apresentam carater acido, e quando entram em
contato com solugBes aquosas com pH maior que 3,0, tornam-se
ionizados, deixando a parede do capilar com carga negativa
(COLOMBARA; TAVARES; MASSARO, 1997). Estes grupos
ionizados negativamente atraem os prétons (H") presentes no eletrdlito
de corrida, formando uma camada de cations proxima a parede do
capilar. Esta camada fina ndo é suficiente para neutralizar todas as
cargas negativas da parede do capilar, entdo forma-se uma segunda
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camada de cétions, que € uma camada mével. Com a aplicacdo da
diferenca de potencial, a camada mdvel, juntamente com as moléculas
de &gua que solvatam todos estes ions, migram para o catodo (polo
negativo), gerando o FEO (TAVARES, 1996).

O EOF quando ndo negligenciavel é responsavel por arrastar os
analitos pelo capilar, induzindo a um fluxo uniforme e sem geracao de
pressdo, resultando em um perfil plano, perpendicular a parede do
capilar, que ndo produz alargamento dos picos em razdo do fluxo. Na
CE séo possiveis dois modos de analises quanto ao FEO: o modo co-
eletrosmatico, no qual os analitos migram na mesma direcdo do FEO e
0 modo contra-eletrosmotico, onde os analitos migram no sentido
contrario do FEO, que em ambos os métodos é o responsavel por
carrega-los até o detector (TAVARES, 1997).

A técnica de CE pode ser dividida em diferentes modos de
separacdo, que permitem grandes variedades de aplicagdes desta
técnica (SUAREZ-LUQUE et al., 2006). De acordo com Silva et al.
(2007) os métodos podem ser agrupados em: eletroforese capilar de
zona; eletroforese capilar de afinidade; eletroforese capilar de
peneiramento; eletroforese capilar em gel; focalizacdo isoelétrica
capilar;  isotacoforese  capilar; cromatografia  eletrocinética;
cromatografia eletrocinética micelar; cromatografia eletrocinética em
microemulsdo; e eletrocromatografia capilar. Dentre esses, 0s mais
empregados sdo eletroforese capilar de zona (CZE) e de cromatografia
eletrocinética micelar capilar (MEKC).

A técnica de CZE (CZE, do inglés Capillary Zone
Electrophoresis) ¢ uma das mais utilizadas para separaces de
elementos quimicos, devido & facilidade de implementacdo e
otimizacdo das condicBes experimentais (TAVARES, 1997). A
separacdo por CZE consiste em aplicar uma diferenca de potencial
para introduzir a amostra em um tubo capilar na presenca de uma
solucdo tampdo. Com aplicacdo de diferenca de potencia é gerado um
campo elétrico ao longo do capilar (paredes internas) e entdo os
componentes da amostra migram de modo independente uns dos
outros, devido as suas diferengas de mobilidade, e com velocidade
constante (SILVA et al., 2007).

O modo MEKC (MEKC, do inglés Miceller Electrokinetic
Capillary Chromatography) permite a separacdo de analitos
hidrofdbicos, hidrofilicos ou compostos sem carga (TAVARES,
1997). Este método consiste na adicdo de um agente tensoativo, como
0 dodecil-sulfato de sodio (SDS), ao eletrdlito de corrida, em
concentracdo suficiente para a formagdo de micelas na solucéo,
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formando um sistema cromatografico em duas fases. De acordo com
sua hidrofobicidade, o analito, sem carga idnica, sofre particdo entre
estas duas fases, ficando parte livre na solugéo do eletrélito e parte no
interior das micelas. Como as micelas estdo carregadas, o analito
presente no interior delas serd arrastado até o sistema detector
(TAVARES, 1997; SILVA et al., 2008; PYRZYNSKA; BIESAGA,
2009).



CAPITULO 2

MEL DE ABELHAS SEM FERRAO (Meliponinae spp.):
IDENTIDADE E QUALIDADE, COMPOSTOS FENOLICOS E
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE






RESUMO

Neste estudo foram determinados e comparados os padres de
identidade e qualidade (umidade, acidez livre, pH, teor de HMF,
atividade diastasica, frutose, glicose, sacarose, condutividade elétrica),
bem como a presenca de compostos fendlicos e atividade antioxidante
de 13 amostras de mel de abelhas sem ferrdo (Meliponinae spp.)
provenientes de trés municipios do Estado de Santa Catarina. Quantos
aos parametros de identidade e qualidade, os méis demonstraram valores
que variaram de: umidade 23,02 a 34,11 % m/m; acidez 36,45a 138,46
meq kg™; pH 3,73 a 5,31; atividade diastasica < 3 a 49,54 un. Géthe;
condutividade elétrica 0,15 a 1,34 mS cm™; aclcares: como a frutose
31,11 a 40,20 % (m/m) e glicose 8,20 a 30,98% (m/m); ja para sacarose
e 5-HMF, os teores foram abaixo dos limites de quantificagcdo (LOQ =
0,074 e 0,31 mg L™, respectivamente) para todas as amostras. As
amostras analisadas apresentaram apreciavel conteldo de compostos
fenélicos totais (14,69 - 98,04 mg EAG 100 g™) e atividade antioxidante
in vitro (3,23 a 18,57 mg EAA 100 g™ - DPPH, 64,00 a 666,60 pmol Fe
11100 g* - FRAP e 199,16 a 624,48 pmol TE 100 g - ORAC), quando
comparado aos méis de abelhas Apis mellifera descritos na literatura.
Este estudo mostra variagfes significativas nas caracteristicas das
amostras, dependendo da origem geografica e espécie de abelha. Os
resultados obtidos comprovam que as exigéncias de identidade e
qualidade estabelecidas pela legislacdo brasileira vigente, para o mel de
abelha Apis mellifera, ndo atendem a totalidade das caracteristicas dos
méis de abelhas sem ferrdo, principalmente para 0s parametros de
umidade, acUcares e acidez.

Palavras-chave: Mel de meliponas. Identidade. Qualidade. Compostos
fendlicos. Atividade antioxidante.
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1 INTRODUCAO

A apicultura no Brasil teve inicio na década de 50, quando
imigrantes trouxeram abelhas africanas ao pais, e estas, cruzaram com
diversas espécies formando subespécies hibridas, denominadas abelhas
africanizadas (ALVES et al., 2005). Antes, porém, a producdo estava
restrita as abelhas nativas, as meliponineas (popularmente chamadas de
abelhas indigenas ou sem ferrdo), as quais constituem um grupo de
abelhas com ferrdo atrofiado onde a atividade de producéo do mel é hoje
chamada de meliponicultura (MONTE et al., 2013).

De acordo com a legislagdo, o0 mel é um produto de origem
animal, produzido por abelhas meliferas a partir do néctar de flores, ou
secretados de partes vivas das plantas ou ainda, de excre¢des de insetos
sugadores de plantas, dos quais as abelhas coletam, transformam,
combinam e maturam nos favos das colméias (BRASIL, 2000). Pode ser
definido, também, como fluido viscoso, aromatico e doce, uma solucédo
concentrada de aclcares, predominando a glicose e frutose, contendo
ainda uma mistura complexa de outros hidratos de carbono, enzimas,
aminoacidos, acidos organicos, minerais, pigmentos e grdos de pélen
(BRASIL, 2000; VENTURINI; SARCINELLLI; SILVA, 2007).

As caracteristicas fisicas e quimicas do mel sdo determinadas
por uma série de fatores, que em conjunto estabelecem a qualidade do
mel produzido. Dentre estes fatores, podem ser citados, o tipo de solo,
as condigdes climéticas, estagio de maturacdo, espécie de abelha, estado
fisiolégico da coldnia, processamento, armazenamento, fraudes e
principalmente da fonte e da origem floral do néctar recolhido pelas
abelhas (PONTES, MARQUES; CAMARA, 2007; SILVA; QUEIROZ;
FIGUEIREDO, 2004).

Em funcdo dessas condicGes, estabeleceram-se padrBes de
identidade e qualidade para o mel, através da Instrucdo Normativa n°
11/00. Esta define alguns requisitos minimos, que servirdo de padrédo,
como maturidade (aglcares redutores, umidade, sacarose aparente),
pureza (s6lidos insolGveis em agua, cinzas, pdlen) e deterioracdo (acidez
livre, atividade diastasica e hidroximetilfurfural) (BRASIL, 2000).

Apesar da Instrucdo Normativa n® 11/00 ndo especificar para
qual espécie de abelha refere-se a padronizacdo e qualidade do mel,
sabe-se que tal Instrucdo foi baseada em normatizagdes internacionais
(Codex alimentarius e Mercosul) especificas para mel de Apis mellifera.
Estudos realizados, para caracterizar o0 mel de abelhas sem ferrdo
(Meliponinae spp.), ttm demonstrado que alguns requisitos, como
umidade, acidez e agUcares, encontraram-se em desacordo com o que a
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legislacdo preconiza, por outro lado, tais resultados apresentam-se
similares a outros trabalhos que caracterizaram o mel de abelhas sem
ferrdo (BRASIL, 2000; FONSECA et al., 2006; GERRINI et al., 2009;
NOGUEIRA-NETO, 1997; SOUZA et al., 2009a; SILVA at al., 2013a).
Supdem-se, desta forma, que tais pardmetros estabelecidos pela
legislacdo sejam aplicados somente ao mel de abelhas africanizadas
(Apis mellifera), demandando, neste sentido, mais estudos no que diz
respeito a caracterizacdo do mel de abelhas sem ferrdo e uma futura
legislacéo.

Mais que um produto agucarado e de sabores inigualveis, o
mel €, ha4 muitos anos reconhecido por ter propriedades terapéuticas,
sendo um importante ingrediente da gastronomia ou da medicina
popular (FERREIRA et al, 2009; BERETTA et al., 2005).
Recentemente, tem-se valorizado o seu potencial como alimento natural
antioxidante, devido & presenca de compostos bioativos como;
flavonoides, acidos fenodlicos, acido ascorbico, carotenoides, catalase,
peroxidase, e alguns produtos da reagdo de Maillard, como o 5-HMF
(BALTRUSAITYTE; VENSKUTONIS; CEKSTERYTE, 2007;
BERTONCELJ et al., 2007; SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010).

Sabe-se que estudos sobre o mel de abelhas sem ferrdo
(Meliponinae spp.) ainda séo recentes e que as caracteristicas fisicas,
guimicas e nutricionais sdo associadas ao mel de abelha Apis mellifera,
exigindo-se 0s mesmos parametros de identidade e qualidade. Assim,
este estudo teve como objetivo realizar a caracterizagdo de amostras de
mel de abelhas sem ferrdo de trés diferentes municipios do Estado de
Santa Catarina, considerando os parametros de identidade e qualidade, a
presenga de compostos fendlicos e a atividade antioxidante nas
amostras, apresentando sua diferenca em relacdo a legislacéo brasileira
que preconiza o0 mel de abelha Apis mellifera, servindo como subsidio
para impulsionar seu consumo e incentivar cadeia de producdo para a
meliponicultura.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Os
reagentes tetraborato de sédio (TBS), dodecil-sulfato de sédio (SDS),
acido sorbico, brometo de cetil-trimetil-aménio (CTBA), cafeina, Folin-
Ciocalteu, 2,4,6-tris-(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ), 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), 4&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
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carboxilico (Trolox) e os padrdes, 5-hidroximetilfulfural (5-HMF),
fosfato de monossddio monohidratado, foram obtidos da Sigma Aldrich
(Santa Ana, E.U.A), 2,2-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto
(AAPH) e fluoresceina sddica foram obtidos da Fluka Analytical.

Os reagentes, hidroxido de sodio, cloreto de sodio, acetato de
sodio, amido, iodo, &cido ascorbico, cloreto férrico, sulfato ferroso,
acido galico, carbonato de sodio, frutose, glicose, sacarose e 0 solvente
metanol foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). A &gua
utilizada foi filtrada por sistema de desionizacdo (deionizador Milli-Q,
Millipore, Bedford, EUA).

Os principais instrumentos utilizados foram: condutivimetro
Tec-4AMP (TECNAL), pHmetro DM-20 (Digimed), espectrofotdmetro
HP 8452A (Cheadle Heath, Stockport Cheshire, UK), eletroforese
capilar modelo 7100 (Agilent Technologies, Palo Alto, E.U.A), e leitor
de microplacas Synergy'™ Mx (BioTek, Winooski, VT, USA),
ultrassom (Cristéfoli), centrifuga MiniSpin plus (Eppendorff), balanca
analitica AB204-S (Mettler Toledo), purificador de dgua Simplicity UV
(sistema Milli - Q, Millipore, Bedford, MA, EUA), O software HP
ChemStation e Statistic 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA) foram utilizados
para aquisicdo de dados e tratamento.

2.2 Amostras

Foram analisadas treze amostras de mel, obtidas através de
uma parceria com meliponicultores de Santa Catarina. As amostras
foram coletadas entre os meses de outubro de 2012 e maio de 2013,
provenientes de trés municipios do Estado de Santa Catarina: sendo
guatro amostras de Florianopolis, uma de Santo Amaro da Imperatriz e
sete de Sdo Miguel do Oeste, todas as amostras originarias de floradas
silvestres. A descricdo das espécies, a posicdo geografica e a localizacédo
dos municipios estdo descritas na Tabela 2.1 e na Figura 2.1. As
informagfes foram descritas pelos meliponicultores (Engenheiro
agrénomo Pedro F. Gongalves/Sitio Flor de Ouro e Cleumar Liebert) e
técnicos da EPAGRI-SC (Carlos A. Paganini). Todas as amostras foram
armazenadas em frascos plasticos, ao abrigo da luz, e sob refrigeracdo
(gelo) e transportadas até o Laboratério de Quimica de Alimentos do
CCA - UFSC, onde foram mantidas em temperatura de -18 £ 2 °C até o
momento das analises.



Tabela 2.1 — Identificagdo das espécies de abelhas sem ferrdo (Meliponinae spp.) e descri¢do geografica dos municipios de origem
das amostras.

Amostra Nome popular Nome cientifico Origem La. Lo. Al
A Mandacaia Melipona quadrifasciata FLN 27°35°49”°  48°32°56”’ 0
B Tujuba Melipona mondury FLN 27°35°49”  48°32°56”’ 0
C Guaraipo Melipona bicolor FLN 27°35°49  48°32°56” 0
D Manduri Melipona marginata FLN 27°35°49”  48°32°56” 0
E Mandacaia Melipona quadrifasciata SAl 27°41°18”  48°46°45” 19
F Manduri Melipona marginata SMO 26°43°08" 53031'18" 676
G Voré ou Bora Tetragona clavipes SMO 26°43°08" 53031'18" 676
H ] Tetragonisca angustula SMO 26042'51" 53030'53" 680

Jatai angustula
I Guaraipo Melipona bicolor SMO 26°43°08" 53°31'18" 676
J o > " 0 ' "
Urucu Nordestina Melipona scutellaris SMO 26%43°08 S33L18 676
K Tubuna Scaptotrigona bipunctata SMO 26°43°08" 53°31'18" 676
L Melipona rufivestris SMO 26°43°08" 53031'18" 676
Urugu Amarela mondory
M . Melipona quadrifaciata SMO  26°43°08"  53°31'18" 676
Mandacaia anthidioides

*Municipio: FLN= Florian6polis, SAl= Santo Amaro da Imperatriz, SMO = S8o Miguel do Oeste. *La = latitude, *Lo =
longitude, *Al =Altitude (m).
Fonte: préprio autor.
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Figura 2.1- Mapa de Santa Catarina com a localizagdo das amostras de abelhas
sem ferrdo estudadas. Municipios de Floriandpolis ( @Pamostra A-D), Santo
Amaro da Imperatriz (4-amostra E) e Sdo Miguel do Oeste( Ymostra F-M).

Fonte: adaptado do IBGE (2013).
2.3 Parametros de identidade e qualidade

Todas as amostras preparadas em triplicatas e analisadas
conforme descrito a seguir.

O contetdo de umidade foi determinado com base no método
refratométrico, aonde o indice de refracdo (IR) das amostras de mel foi
determinado a temperatura ambiente usando um refratdmetro de Abbé.
Levando em consideracdo que o IR das substancias depende da
temperatura e da concentracdo, geralmente a leitura no refratdmetro é
padronizada a 20°C. A correcdo do indice de refracdo para amostras
com temperaturas diferentes de 20 °C, é realizada com a adicdo de um
fator de corregéo de 0,00023 ao indice de refracdo, para cada grau acima
de 20 °C ou subtracdo 0,00023 do indice de refracdo para cada grau
abaixo de 20°C. As leituras obtidas foram entdo corrigidas para a
temperatura padrao através do fator de corre¢do (AOAC, 2005).

O teor de umidade correspondente ao indice de refracdo obtido
no refratbmetro de Abbé, devidamente ajustado para a temperatura, foi



60

calculado através da equacdo de Wedmore: Wwed = -2681-log (IR-
1)/0,002243, onde Wwed corresponde ao teor de umidade de Wedmore
e IR ao indice de refracdo. Os resultados expressos em % (m/m)
(Wedmore, 1955).

O método de determinacdo de acidez fundamenta-se na
neutralizacdo de uma massa conhecida de mel por uma solugdo
padronizada de NaOH 0,1 mol L™ até pH 8,5. Aliquotas de 1 g de
amostra de mel foram diluidas em 75 mL de agua desionizada sob
agitacdo magnética. Com o auxilio de um pHmetro foi verificado o
valor inicial do pH da amostra. Para a determinacdo da acidez livre, esta
solucdo foi titulada com NaOH 0,1 mol L™ até alcancar pH 8,5. O valor
da acidez livre foi calculado com auxilio da equacdo: acidez livre = (v X
f x 100) /m, sendo que v corresponde ao volume (mL) de NaOH 0,1 mol
L™ gasto na titulagdo da amostra, f é o fator de correcdo da solucéo de
NaOH 0,1 mol L™ e m é a massa da amostra (g) utilizada na anélise. Os
valores foram expressos em mEq kg™ (AOAC, 2005).

Os acucares, frutose, glicose e sacarose foram determinados
segundo Rizelio et al. (2012a) através do método indireto de EC, com
eletrélito de corrida, composto de 20 mmol L™ de 4cido sérbico, 0,2
mmol L™* de CTAB e 40 mmol L™ de NaOH, em pH 12,2. O capilar
utilizado continha 60 cm de comprimento total, 8,5 cm de comprimento
efetivo e 50 um de didmetro interno. A injecdo foi realizada pelo modo
hidrodindmico (-50 mbar, 3 s), e a voltagem aplicada foi de 25 kV. A
temperatura mantida a 25 °C, e a deteccdo indireta em 254 nm. Os
resultados foram expressos em % m/m.

A atividade diastésica foi determinada de acordo com o
método sugerido pela AOAC (2005). Massas de 1 g de mel foram
diluidas em 10 mL de agua desionizada, tamponadas com 2,5 mL de
tampéao acetato 1,60 mol L™ (pH 5,3) e transferidas para um baldo
volumétrico de 25 mL contendo 1,5 mL de NaCl 0,5 mol L™. O volume
entdo foi completado com &gua desionizada. Transferiu-se para um tubo
de ensaio 5 mL desta solu¢do, o qual foi mantido em banho-maria a 40
°C juntamente com um segundo tubo de ensaio contendo solucdo de
amido 1 %. Apo6s 15 minutos, 2,5 mL da solugdo de amido foram
transferidos para o tubo contendo a solucdo de mel, com agitacdo e
cronometragem do tempo. Apds 5 minutos, 0,25 mL da mistura foram
combinados com 2,5 mL de uma solucéo de iodo 0,00035 mol.L™ e com
o0 volume de &gua desionizada requerido para que a absorbancia inicial a
660 nm fosse 0,760 = 0,02. A reacdo foi repetida em intervalos de 5
minutos até que a absorbancia atingisse 0,235 ou menos. Com os valores
obtidos, foi construido um gréfico da absorbancia versus o tempo, para o
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calculo de tx, que é o tempo (minutos) necessario para atingir a
absorbancia de 0, 235. O quociente 300/tx resultou na atividade
diastasica, expressa em mL de solugdo de amido 1 %, hidrolisada por
hora pela enzima presente em 1 g de mel, em unidades Géthe (AOAC,
2005).

O contetdo de HMF foi determinado segundo metodologia
descrita por Rizelio et al. (2012b), utilizando eletroforese capilar
através do método de MEKC e expresso em mg kg*. As condi¢ées do
método foram: eletrélito de corrida, composto de TBS 5 mmol L™ e
SDS 120 mmol L™, em pH 9,3; capilar de 32 cm de comprimento total,
8,5 cm de comprimento efetivo e 50 um de didmetro interno; injecéo por
modo hidrodindmico a -50 mbar durante 3 segundos; voltagem de -15
kV; temperatura de 25 °C; e deteccdo direta em 284 nm.

A condutividade elétrica foi determinada em solugdo de mel a 20%
(m/v) em 4gua desionizada, a 25°C, com auxilio de condutivimetro. Os
resultados foram obtidos diretamente no equipamento e expressos em
mS cm™ (BOGDANOV, 1999).

2.4 Compostos fenolicos e atividade antioxidante em mel

Para avaliar o conteido de compostos fendlicos totais foi
aplicado o método espectrofotométrico de  Folin-Ciocalteu
(SINGLETON; ROSSI, 1965), onde, aliquotas de 100 puL de uma
solucdo aquosa de mel (0,2 g mL™) foram homogeneizadas com 2 mL
de agua desionizada e 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu em baldo
volumétrico de 10 mL. Ap6s foram adicionados 1,5 mL de solugdo de
carbonato de sédio 20 % (m/v), o volume aferido com agua desionizada
com posterior homogeneizacdo. A solugdo permaneceu ao abrigo de luz
por 2 horas, em temperatura ambiente, com posterior medida da
absorvancia em espectrofotdmetro a 764 nm. O conteldo de compostos
fendlicos totais foi calculado por comparagdo com uma curva padrao
construida usando padrdo de acido gélico (50 — 300 mg L™), e expresso
em miligramas de equivalente a acido géalico mg EAG 100 g™ de mel.

A atividade antioxidante, referente as substancias presentes nos
méis foi quantificada através de trés métodos baseados em diferentes
principios e condicGes experimentais: 0 método de sequestro de radicais
do DPPH, de acordo com Brand-Williams, Cuverlier e Berset (1995), o
método do poder redutor FRAP, descrito por Benzie e Strain (1996),
modificado por Bertoncelj et al. (2007) e o método de remocédo de um
radical peroxil ORAC, de acordo com o método Fernandes et al. (2004)
com modificagbes de Huang et al. (2002). A solucdo das amostras
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utilizadas nas determinacdes de: fendlicos totais, DPPH e FRAP foram
preparadas com 2,5 g de mel diluidos com agua desionizada e
avolumados para 25 mL. Para a analise de ORAC, foram utilizados
volumes de 25 pL de amostra por injecdo direta, sem a necessidade de
diluig&o.

O radical DPPH foi preparado, na concentragéo de 0,1 mmol L
! em metanol. Essa solugdo foi diluida na proporcéo 1:100, em metanol
80 % v/v, até a absorbancia inicial de 0,800 em 515 nm. Em uma série
de trés (células de 1 cm de caminho ¢tico), foram lidas as absorbéncias
de 2,9 mL da solucdo de DPPH (A,) e, em seguida, adicionados 100 pL
da solucgdo de mel a cada célula. A mistura foi homogeneizada e mantida
ao abrigo da luz por 30 minutos, em temperatura ambiente e logo ap6s
as absorvancias foram novamente medidas (Azg). Provas em branco (3)
foram realizadas, utilizando somente 4gua desionizada em substitui¢do a
solucdo de mel. As porcentagens de inibicdo dos radicais foram
calculadas através da equacdo: % = (1 - Asz/Ag) x 100. Uma curva
padréo foi preparada aplicando 4cido ascérbico (0 - 100 mg L™), e os
resultados expressos em miligramas equivalentes a acido ascorbico mg
EAA 100 g™ de mel (BRAND-WILLIAMS; CUVERLIER; BERSET,
1995).

O reagente de FRAP consiste em uma solu¢do contendo uma
parte de TPTZ 10 mmol L™ em HCI 40 mmol L, uma parte de FeCl,
20 mmol L™, e dez partes de tampéo acetato de sédio 0,3 mol.L™, pH
3,6, preparado diariamente. Triplicatas de aliquotas de 200 pL da
solucdo de mel foram adicionadas de 1,8 mL do reagente de FRAP ¢
mantidas ao abrigo da luz por 10 minutos em banho-maria a 37 °C. A
seguir as absorvancias foram medidas a 594 nm e calculados frente a um
padréo aquoso de FeSO,.7H,0 (0 - 750 umol L) aplicado como padréo
na preparacdo da curva, e o0s resultados obtidos, expressos em pmols
equivalentes a Fe (11).100 g* de mel (BENZIE; STRAIN, 1996;
BERTONCELJ et al., 2007).

O ensaio de ORAC foi utilizado microplacas, onde, 25 pL de
amostra foram homogeneizadas com 150 pL de fluoresceina (61,2 nmol
L-1), e incubadas por 10 min a 37 °C, com 3 min de agitagéo, ap6s 0
tempo de 10 minutos, foram adicionados &s microplacas 25 pL de
solucdo de AAPH (19 mmol L™) iniciando a reagdo. Todos os reagentes
foram preparados em tamp#o fosfato 75 mmol L™, pH 7,4 e o volume
final da mistura foi de 200 pL. A intensidade de fluorescéncia
(excitagdo= 485 nm/20 nm e emissdo = 528/20 nm) foi verificada em
modo cinético, com leitura em intervalos de 1 min, até que o valor da
fluorescéncia seja menor ou igual a 0,5 % da fluorescéncia inicial e a
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atividade antioxidante ORAC foi expressa pumol de equivalente trolox
por 100g de mel (umol TE 100g™ de mel) (FERNANDES et al., 2004;
HUANG et al., 2002). TROLOX foi usado como controle positivo.

2.5 Anélise Estatistica

O software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, E.U.A) foi
utilizado para auxiliar o tratamento dos dados obtidos. Todas as analises
foram realizadas em triplicata para cada uma das amostras de mel, e 0s
resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As médias de
cada regido foram entdo submetidas & anélise de variancia (ANOVA) e
teste Tukey para verificar diferencas entre as médias, sendo que
diferencas ao nivel de 95% (p < 0,05) foram consideradas
estatisticamente significantes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Parametros de identidade e qualidade

Os resultados encontrados para a caracterizacdo das amostras de
mel de abelhas sem ferrdo estdo serdo apresentados e discutidos a
sequir.

Na Tabela 2.2 estdo apresentados os resultados dos parametros
de identidade e qualidade das amostras analisadas, incluindo: umidade,
condutividade elétrica, acidez, pH.



Tabela 2.2 — Caracteristicas fisico-quimicas determinadas nas amostras de mel de abelhas sem ferrdo (Meliponinae spp.)

Amostra Umidade % Condutividade Acidez livre pH
(m/m) elétrica (mS cm™) (meq kg™
A 33,78 + 0,25' 0,529 + 0,00 36,45 + 1,63° 4,29 +0,10°
B 29,56 + 0,24 0,536 + 0,00 109,16 + 4,76° 3,81 +0,05*"
C 32,65 + 0,00" 0,617 + 0,00° 138,46 + 3,81’ 3,81+ 0,00*"
D 32,79+ 0,25" 0,701 +0,01' 120,14 + 2,55' 4,00 + 0,06°
E 27,52 + 0,00 0,36 + 0,00° 48,71 +1,21° 4,26 +0,02°
F 34,11 +0,49' 0,42 +0,01° 115,57 +0,41" 3,82 +0,02%°
G 25,19 + 0,24° 1,01 + 0,02 91,24 + 1,09 4,28 +0,03°
H 23,83 + 0,00 1,34 +0,01' 50,92 + 0,92° 5,31 +0,02"
I 28,77 + 0,00° 0,36 +0,01° 108,35 + 2,40° 3,73+0,01°
J 23,43 +0,41*° 0,15 + 0,00° 28,66 + 1,23 4,52 +0,03'
k 23,02 + 0,00 0,66 + 0,00" 41,19 +0,33° 4,75 +0,02°
L 27,66 + 0,24° 0,25 +0,00° 38,19 +1,19"° 4,20 +0,01°
M 30,86 + 0,00° 0,29 +0,00° 74,77 £0,91° 3,90 + 0,01°¢

Valores expressos como média + desvio padréo.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as médias de acordo com teste de Tukey

ab.cdfghe

(p <0,05).

Letras de A-M: espécies de abelhas sem ferrdo descritas na Tabela 2.1.

Fonte: préprio autor
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Foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre as médias
obtidas em todos os parametros analisados.

O conteldo de umidade encontrado nas amostras analisadas
variou entre 23,02 a 34,11 % (m/m). Os resultados apresentados na
Tabela 2.2, indicam diferenca estatistica significativa para os teores de
umidade, tanto em amostras de méis de abelhas da mesma espécie, em
municipios distintos (A, E, M), quanto para méis produzidos nas
mesmas localidades por abelhas de espécies diferentes. Todas as
amostras apresentaram valores superiores aos preconizados pela
legislacdo brasileira, que visa para o mel de abelha Apis mellifera no
méaximo 20% (m/m). A diferenca no teor de umidade comparando ao
mel de Apis mellifera pode ser devido a baixa taxa de desidratagcdo do
néctar durante o processamento de transformacdo do mel, entre outros
fatores, como coletas de néctar das flores mais rasteiras e de frutos
maduros mais ricos em agua ou as diferentes espécies de abelha
(BEJLSMA et al., 2006; FINOLA et al., 2007; VIT; PULCINI, 1996;
VIT, 1994; VIT; MEDINA; ENRIQUEZ, 2004).

Valores semelhantes nos teores de umidade foram descritos por
Silva et al. (2013a) e Guerrini et al. (2009), que apontam valores de
22,30 a 34,10 % (m/m) respectivamente. Os pesquisadores ainda
relatam que, mesmo em climas secos e com todos os cuidados
necessarios em relacdo ao manejo, o mel de abelhas sem ferrdo
permanece com umidade elevada, apresentando-se diferente do mel de
Apis mellifera (AVES et al., 2005; VILAS-BOAS et al., 2012). Dessa
forma, altos niveis de umidade em mel de Meliponinae spp. devem ser
avaliados com atengdo, pois afetam outras caracteristicas como:
viscosidade, fluidez e principalmente a conservacdo, exigindo assim
maiores cuidados no momento da colheita e armazenamento. Além
disso, o alto nivel de umidade presente no mel de abelhas sem ferrdo
deve receber maior atencdo, pois é uma das principais propriedades que
o diferencia, e o torna suscetivel a fraudes por adicdo de agua (SILVA et
al., 2013a).

Os valores para condutividade elétrica encontrados nas
amostras de mel de abelhas sem ferrdo variaram entre 0,15 - 1,34 mS
cm, apresentando grande variabilidade entre as espécies. A amostra da
espécie J (Melipona scutellaris) apresentou 0 menor valor, e as amostras
G (Tetragona clavipes) e H (Tetragonisca angustula angustula) os
maiores valores, no entanto, as trés amostras sdo da mesma regido de
coleta e de espécies distintas.
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As amostras A, E, M, produzidas por abelhas da mesma
espécie e alocadas em regides distintas, também apresentaram
diferencas estatisticas significativas, contrariando estudos anteriores, 0s
quais relatam que o mel com a mesma origem floral, deve possuir
condutividade elétrica semelhante, mesmo produzida em condi¢bes
edafoclimaticas distintas e por espécies diferentes de abelhas sem ferréo,
podendo a condutividade elétrica, portanto, ser considerada como um
dos critérios para a determinacdo da origem boténica do mel (FEAS et
al., 2010; GUERRINI et al., 2008; TERRAB et al., 2004).

Outros autores relataram encontrar valores de condutividade
elétrica bastante variaveis entre amostras de mel de abelhas sem ferréo:
0,53 a 0,80 mS cm™ para méis de abelha Melipona scutellaris de
diferentes municipios do estado de Pernambuco; 1,06 - 2,70 mS cm™
para méis de Tetragonisca angustula latreille do municipio de
Piracicaba, estado de S&o Paulo; 0,33 a 0,90 mS cm™ para méis de
abelha Melipona scutellaris de diferentes municipios do estado da
Bahia; 0,35 a 0,87 mS.cm™ para méis de abelha Melipona asilvai,
também de diferentes municipios do estado da Bahia (ANACLETO, et
al., 2009; CAMPOS; GOIS; CARNEIRO 2010; SOUZA et al., 2009b).

A acidez livre determinada nas amostras analisadas, apresentou
valores entre 28,66 e 138,46 mEq kg (Tabela 2.2). Os valores
apontaram uma grande variagdo nos niveis de acidez, quando
relacionamos cada espécie, com as amostras das espécies J e A
apresentando 0s menores valores, e as amostras da espécie C e D,
apresentaram os maiores valores. Esta diferenca de acidez do mel deve-
se provavelmente a possivel variacdo dos tipos de &cidos organicos
presentes nas diferentes fontes de néctar, pela agdo das enzimas
mandibulares das abelhas, como a enzima glicose-oxidase que origina o
acido glucénico (OLIVEIRA; SANTOS, 2011).

Segundo os parametros de qualidade do mel vigente na
legislacao brasileira (BRASIL, 2000), o valor maximo para acidez livre
¢ 50 meq kg‘l, dessa forma, 60% das amostras analisadas se
apresentaram em desacordo com a legislacdo, havendo a necessidade de
ressaltar que a legislagdo preconiza méis de abelha Apis mellifera e que
0s meles de abelhas sem ferrdo vém se apresentando como um produto
diferenciado com necessidade urgente de parametros especificos e mais
abrangentes permitindo assim sua adequagdo a comercializagdo com
garantia de identidade e qualidade. Outros estudos realizados em méis
de abelhas sem ferrdo também apontam grande variacdo de acidez livre
com relacgdo as espécies de abelhas sem ferrdo produtoras de mel. Silva
et al. (2013) apresentam valores de 24,5 a 93,5 meq kg ~* para méis de
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abelha Melipona subnitida, produzido no estado da Paraiba. Estudos de
Sousa, et al. (2013) demonstram valores de 27,46 a 86,23 meq kg * para
méis de diferentes espécies de abelhas sem ferrdo produzidos no estado
de Rio Grande do Norte.

Todas as amostras analisadas apresentaram carater acido, tipico
do mel, com valores de pH variando entre 3,73 - 5,31 (Tabela 2.2).
Valores semelhantes também foram encontrados nos méis de abelhas
sem ferrdo, produzidos no estado da Paraiba (2,9 a 3,83) no estado Rio
Grande do Norte (3,5 a 5,1) e no estado do Maranhdo (3,3 a 4,6)
(HOLANDA OLIVEIRA; COSTA, 2012; SOUSA et al., 2013; SILVA
et al., 2013). O pH e a acidez sdo considerados importantes fatores
antimicrobianos, proporcionando uma maior estabilidade ao produto.
Estes parametros sdo também importantes para definir a forma de
manejo e armazenamento do mel, considerando sua influencia na
estabilidade e vida de prateleira (GUERRINI et al., 2009; ALVES et al.,
2012).

Outros parametros importantes e exigidos pela legislagdo
vigente sdo os teores de 5-HMF e atividade diastasica. Os resultados
obtidos pra esses parametros esta expostos na tabela 2.3

Tabela 2.3 — Contetudo de 5-HMF e atividade diastésica determinados nas
amostras de mel de abelhas sem ferrdo (Meliponinae spp.).

Amostra HMF (mg kg ™) Diastase (un. Gothe)
A <LOQ 17,29 +0,22°
B <LOQ <3
C <LOQ <3
D <LOQ <3
E <LOQ <3
F <LOQ <3
G <LOQ 19,04 +0,42°
H <LOQ 49,54 +0,07°
| <LOQ <3
J <LOQ <3
K <LOQ 4,34 +1,10°
L <LOQ <3
M <LOQ <3

Valores expressos como média + desvio padrdo). *°° Letras diferentes na
mesma coluna indicam diferengas significativas entre as médias de acordo com
teste de Tukey (p < 0,05).

LOQ - Limite de quantificacdo (0,31 mg L") na curva de calibraco.

Letras de A-M: espécies de abelhas sem ferrdo descritas na Tabela 2.1.

Fonte: proprio autor
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O 5-hidroximetilfulfural (5-HMF) apresentou-se abaixo do
LDQ (0,31 mg L™ na curva de calibracéo) para todas as amostras de
mel analisadas. A atividade diastasica das amostras apresentou valores
entre < 3 e 49,54 unidades Goéthe, com variacdo expressiva entre as
espécies (Tabela 2.3). Considerando estes dois parametros como
indicadores de frescor do mel e de possivel aquecimento ou
armazenamento prolongado ou inadequado, € possivel destacar as
amostras analisadas como de excelente procedéncia, por atenderem as
exigéncias da legislacdo nacional para mel de Apis mellifera,
apresentando niveis de HMF inferiores a 15 mg kg* e diastase
superiores a 8 unidades Goethe ou ainda para méis com baixo contelido
enzimatico, ter no minimo uma atividade diastasica correspondente
igual ou superior a 3 na escala de Géthe, sempre que o contetido de 5-
HMF néo exceda a 15 mg kg™ (BRASIL, 2000; BARONI et al., 2009).

Os principais acglcares encontrados no mel séo glicose e frutose,
em proporcGes semelhantes, sendo importantes para o estabelecimento
de uma série de caracteristicas. Normalmente, a frutose é predominante
nos méis de abelhas sem ferrdo, sendo responsavel pela intensidade do
sabor doce a alta higroscopicidade, podendo manter o mel liquido por
um longo periodo ou nunca cristalizar (CRANE, 1985). Os resultados de
concentracdo de agUcares frutose, glicose e sacarose, nas amostras de
mel de abelha sem ferréo, estdo apresentados na tabela 2.4



Tabela 2.4 — Contetidos em % (m/m) de frutose, glicose e sacarose encontrados nas amostras de mel de abelhas sem ferrao

(Meliponinae spp.).

Amostra Frutose Glicose F+G FIG Sacarose
A 34,97 £0,80" 27,25 +0,09° 62,21 +0,20° 1,28 + 0,017 <LOQ
B 36,37 £ 0,15 29,45 + 0,13° 65,81 + 0,29° 1,24 + 0,00 <LOQ
C 32,46 +0,22° 29,46 +0,16° 61,92 + 0,37 1,10 + 0,00° <LOQ
D 34,68 + 0,15 26,41 +0,15° 61,09 + 0,29° 1,31 + 0,00 <LOQ
E 38,38 +0,12¢ 30,98 + 0,06" 69,36 +0,17° 1,24 + 0,00 <LOQ
F 33,45 + 0,25° 28,20 + 0,14 61,65 + 0,39 1,19 + 0,00° <LOQ
G 40,20 + 0,64" 8,20 + 0,20° 48,59 + 0,84° 4,79 + 0,04' <LOQ
H 36,11 +0,29' 21,23 +0,20° 57,34 +0,49° 1,70 +0,00° <LOQ
I 31,54 + 0,20° 26,18 + 0,33° 57,72 +0,51° 1,21 +0,01*° <LOQ
J 36,38 +0,36' 26,32 +0,28° 62,70 + 0,64° 1,38 + 0,00 <LOQ
K 31,11 +0,24* 26,96 + 0,13"¢ 58,07 + 0,37° 1,15 + 0,00' <LOQ
L 35,59 +0,12°" 29,96 + 0,08° 65,55 + 0,15° 1,19 + 0,01° <LOQ
M 31,88 +£0,19*° 26,46 +0,17°° 58,34 + 0,63" 1,20 + 0,00° <LOQ

abc,dfgh

Valores expressos como média + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas
entre as médias de acordo com teste de Tukey (p < 0,05). F+G — soma dos contetidos de frutose e glicose; F/G — razdo entre 0s
conteudos de frutose e glicose;

LOQ - limite de quantificagdo (0, 074 mg L' sacarose) na curva de calibragao.

Letras de A — M = espécies de abelhas sem ferrdo descritas na Tabela 2.1.

Fonte: préprio autor
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O conteldo de aglcares, frutose e glicose, encontrados nas
amostras de mel analisados variaram entre 31,11 a 40,20 e 8,20 a
30,98% (m/m) respectivamente, mostrando que o contetido de frutose é
maior de que o de glicose em méis de abelhas sem ferrdo. Os resultados
mostraram também, uma grande variagcdo entre as espécies, onde, a
amostra G apresentou 0 maior valor de frutose e o menor valor de
glicose, totalizando 48,59% (m/m). Na soma dos contetidos de frutose e
glicose dez amostras foram inferiores a 65% (m/m), que é o limite
minimo estabelecido para o conteldo de agUcares redutores em méis de
abelha Apis mellifera (BRASIL, 2000). Essa diferenca pode ser
atribuida as caracteristicas diferenciadas desse mel, que contém um alto
teor de umidade ou de certa forma, um produto menos concentrado, ou
até mesmo pela presenca de outros agucares ndo estudados.

O tempo necessario para o mel cristalizar depende
principalmente da razdo entre frutose e glicose (F/G), ou seja, méis com
alta razdo frutose/glicose podem permanecer fluidos por mais tempo,
esse fato também deve levar em consideragdo a quantidade de agua
presente no mel, pois a frutose tem solubilidade maior do que a glicose
(AL et al., 2009; ESCUREDO, 2014). Estudos ainda apontam que
amostras que permanecem fluidas por muito tempo ou ndo cristalizam,
apresentam razdo maior que 1,33 (ESCUREDO, 2014).

A taxa de frutose/glicose para as amostras de mel de abelhas
sem ferrdo analisadas, apresentaram valores acima de 1 indicando a
fluidez das amostras (AL et al., 2009). A amostra G apresentou 0 maior
valor entre todas as amostras analisadas, com razdo frutose/glicose de
4,79, apresentando maior fluidez o que foi confirmado visualmente.
Quanto ao teor de sacarose, todos os resultados obtidos ficaram abaixo
do limite de quantificagdo do método, estando todas as amostras de
acordo com a legislagdo vigente para mel de Apis mellifera (menor que
6 g 100 g™) (BRASIL, 2000).

3.2 Compostos fenolicos e atividade antioxidante

Os valores encontrados para o contetdo de compostos fenélicos
totais e para a atividade antioxidante (ORAC, DPPH e FRAP), das
amostras de mel de abelha sem ferrdo, podem ser observados na Tabela
2.5. H& diferencas significativas entre as amostras, ao nivel de 95% de
confiabilidade.



Tabela 2.5 — Contelido de fendlicos totais e atividade antioxidante de méis de abelhas sem ferrdo (Meliponinae spp.).

Amostra Fendlicos totais ORAC DPPH FRAP
(mg EAG 100 g™ (umol TE 100 g™ (mg EAA100g™)  (umol Fe 11 100 g™)
A 15,86 + 0,65° 207, 41+ 7,00° 3,23 + 0,092 69,78 +0,37°
B 26,45 +0,98° 350,89 + 5,00 4,17 +0,03*P¢ 89,82 +0,98"
C 19,23+ 0,12° 232 .38 + 20,00 4,67 +0,010¢d 64,00 + 1,02
D 26,57 +0,22° 341,94 +19,00° 5,49 + 0,31 99,61 + 0,64°
E 36,43 + 1,44° 579,51 + 13,00%¢ 7,92 +0,28° 233,78 +2,12°
F 59,08 + 1,49" 666,60 + 28,00 18,57+ 0,37" 624,48 + 1,49'
G 41,83 +1,04° 492,32 +51,00° 5,75+ 0,31¢ 270,03 +1,51'
H 98,04 +1,10' 506,42 + 42,00 17,37+ 1,06 395,88 + 4,15°
I 24,50 +0,51° 280,33 + 0,20°" 5,69+ 0,48° 170,03 + 2,81°
J 14,69 +0,79° 229,22 +9,80° 3,72+ 0,053’b 103,63 +2,49°
K 47,80 +1,34' 648,65 + 41,00° 10,05+ 0,31 108,61 + 1,53°
L 54,01+ 0,90° 536,09 + 45,00°¢ 17,71+ 0,06%" 586,43 + 1,06"
M 17,13 £ 0,55%° 199,16 + 17,00% 5,08+ 0,43°° 176,51 + 1,88°

Valores expressos como média + desvio padrao.

abcdetgh

entre as médias de acordo com teste de Tukey (p < 0,05).

EAG - equivalentes a acido galico; EAA — equivalentes a acido ascdrbico.

Letras de A-M: espécies de abelhas sem ferrdo descritas na Tabela 2.1.

Fonte: proprio autor

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas

1.
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O teor de compostos fendlicos totais encontrados nas amostras
variou entre 14,69 - 98,04 mg EAG 100 g* de mel. A amostra da
espécie H apresentou o maior valor, enquanto a amostra da espécie J
apresentou o menor valor, ambas as amostras pertenciam ao mesmo
local de coleta. A concentragdo e o tipo de compostos fendlicos
presentes sdo influenciados majoritariamente pela origem floral do
néctar, e esta classe de substancias parecem ser a principal contribuinte
para as atividades bioativas do mel (ANKLAM, 1998; KUCUK et al.,
2007; SILICI, SAGDIC, EKICI, 2010; STANISLAVA et al., 2013). Os
resultados encontrados sdo semelhantes aos encontrados em estudos
com méis de Apis mellifera, onde os valores variam entre 4,21 e 109,19
mg EAG 100g™, dependendo da regido ou pais de producdo (SILICI;
SAGDIC; EKICI, 2010; STANISLAVA et al., 2013).

Considerando a falta de um método oficial para a determinagéo
da atividade antioxidante em amostras de méis, no presente estudo a
atividade antioxidante foi avaliada por trés diferentes métodos para que
se tivesse confiabilidade nas analises: ORAC, DPPH e FRAP. E
possivel ainda ressaltar que na literatura sdo escassos os trabalhos que
relatam a quantificacdo de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante de méis de abelhas sem ferrdo, porém, para méis de abelha
Apis mellifera ha inGmeras publicagdes, as quais tornam possivel
correlacionar com o presente estudo.

O ensaio ORAC avalia a atividade antioxidante, inibindo a
oxidacdo induzida por radicais peroxil por transferéncia de atomos de
hidrogénio (H") (HOGAN et al., 2002; HOGAN et al., 2009). Os
resultados obtidos para o ensaio de ORAC nas amostras de méis de
abelhas sem ferrdo analisados, variaram entre 199,16 e 666,60 umol TE
100 g™*. Entre os méis analisados, Melipona Marginata (F) apresentou a
maior capacidade antioxidante, seguido por Scaptotrigona bipunctata
(K), ambos coletados no municipio de SMO, e os menores valores
ficaram com as amostras da espécie Melipona quadrifasciata (A) e
Scaptotrigona Bipunctata (M) dos municipios de FLN e SMO
respectivamente. Os valores encontrados para o teste de ORAC em méis
de abelhas sem ferrdo, apresentaram semelhanca aos méis de Apis
mellifera provenientes de outros paises, que apontam valores de 212,00
a 2107,00 umol TE 100 g'l BERETTA et al., 2005; BRUDZYNSKI,
ABUBAKER; MIOTTO, 2012; GORJANOVIC et al., 201 3).

Para as analises de DPPH realizadas em amostras de mel de
abelhas sem ferrdo, o valor minimo apresentado foi de 3,23 mg EAA
100 g* para o mel de Melipona quadrifasciata (A) proveniente do
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municipio de SMO e maximos de 18,57 mg EAA 100g™ para o mel de
Melipona Marginata (F) proveniente do municipio de FLN. Silva et al.
(2013) também apresentam resultados para analises de DPPH em méis
de abelhas sem ferréo, apontando valores de 10,6 - 12,9 mg EAA 100g™
necessarios para reduzir 50% do radical em méis de Melipona subnitida,
produzidos no estado da Paraiba. Tais valores sdo semelhantes aos
encontrados para o mel de abelha Apis mellifera, que apontam valores
da ordem de 2,0 a 307,00 mg EAA 100 g™, sempre dependendo da
origem geografica e floral do néctar coletado para a produgcdo do mel
(KOWALSKI, 2013; SAXENA; GAUTAM; SHARMA, 2010;
TORNUK et al., 2013).

Os valores médios das analises de FRAP para o mel de abelhas
sem ferrdo indicam diferencgas estatisticas significativas para todas as
amostras, com valores de 64 pmol Fe II 100 g™ para mel de abelha
Melipona bicolor (amostra A do municipio FLN) e 624,48 umol Fe 11
100 g* para mel de Melipona marginata (amostra F do municipio SMO)
o qual apresentou o maior poder de reducdo do Fe**. Para o mel de Apis
mellifera os valores relatados variam entre 10,65 e 196,70 umol Fe II
100 g, apresentando divergéncias de acordo com a origem floral
(ALVAREZ-SUAREZ et al, 2010; BLASA et al, 2007,
GORJANOVIC et al., 2013).

E possivel observar valores similares de fendlicos totais e
atividade antioxidante para mel de abelhas sem ferrdo, quando
comparados aos valores descritos na literatura para méis de abelhas Apis
mellifera. E possivel também visualizar, que o maior valor de
compostos fendlicos totais foi encontrado na amostra H (Tetragonisca
angustula angustula) do municipio de SMO e 0s maiores valores de
atividade antioxidante (DPPH, FRAP, ORAC) foram encontrados na
amostra F (Melipona marginata) também do municipio de SMO. De
acordo com estudos, fatores sazonais, ambientais, processamento e
principalmente, a fonte floral usada para coletar o néctar, podem
interferir na composicdo e na atividade antioxidante do mel
(BERTONCELJ et al., 2007; ESCUREDO et al., 2013; LACHMAN et
al., 2010).

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos das treze amostras de méis de abelhas
sem ferrdo mostram evidentes diferencas quanto a composicdo de
acordo como os pardmetros de identidade e qualidade, estabelecidos
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pela legislacdo vigente que prioriza os méis de abelha Apis mellifera,
demonstrando claramente a necessidade da elaboracdo de uma
regulamentacdo especifica para este tipo de produto. Quanto a presenga
de compostos fendlicos e a atividade antioxidante, os resultados obtidos
para o mel de abelhas sem ferrdo mostram-se semelhantes aos relatados
na literatura para mel de abelha Apis mellifera. O presente estudo pode
servir como base de dados para auxiliar no possivel desenvolvimento de
uma nova normativa especifica para o mel de abelhas sem ferrdo, e
contribuir para divulgar o mel de abelhas sem ferrdo produzido no
estado de Santa Catarina, como um produto de qualidade e com
importantes propriedades antioxidantes, valorizando esse alimento
natural frente @ comunidade cientifica e a populagdo em geral.



CAPITULO 3

DETERMINACAO DE 5-HIDROXIMETILFURFURAL E DO
CONTEUDO DE ACUCARES UTILIZANDO ELETROFORESE
CAPILAR EM MEL DE ABELHAS SEM FERRAO, ANTES E
APOS O TRATAMENTO TERMICO






RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o 5-hidroximetilfurfural (5-
HMF) e os agUcares (frutose, glicose e sacarose) em amostras de mel de
abelhas sem ferrdo, antes e ap6s o tratamento térmico, aplicando um
método de eletroforese capilar previamente descrito na literatura. Os
métodos foram parcialmente validados quanto aos parametros de
linearidade, efeitos de matriz, precisdo e exatiddo para a matriz de mel
de abelhas sem ferrdo. Um planejamento fatorial, 22, com ponto central,
foi proposto para determinar as melhores condi¢des de tratamento
térmico e, monitorado a formacao de 5-HMF e a possivel degradagéo de
acucares pds-procedimento. Nos estudos de alguns pardmetros de
validacdo para as amostras de mel de abelhas sem ferrdo, ambos 0s
métodos mostraram-se lineares na faixa de concentracéo avaliada (R® >
0, 995 para 5-HMF e para aglicares R? > 0, 999) mostrado resultados
satisfatorio para precisdo (CV % < 6,20 e 8,98 respectivamente) e
exatidao (90,44 a 110,37% para 5-HMF, enquanto que para 0s agucares
variaram de 104,83 a 121,85% para frutose, 110,14 a 126,21% para
glicose e 90,15 a 102,33% para sacarose) e apresentaram auséncia de
efeito de matriz. Nenhuma das treze amostras in natura apresentou 5-
HMF em niveis superiores ao limite de deteccdo. As condigdes extremas
dos testes de tratamento térmico aplicado os méis de abelha sem ferrdo
foram comparados ao mel de Apis mellifera o qual apresentou maiores
teores de 5-HMF, com valores da ordem de 8,05 mg kg™ e 695,40 mg
kg™ e para 0 mel de abelha sem ferrdo os valores foram de < LOQ e
238,18 mg kg™. Os resultados sugerem que uma amostra de mel de
abelhas sem ferrdo submetido a um processo térmico controlado, pode
ter sua vida de prateleira estendida, sem afetar o contetido de 5- HMF.

Palavras-chave: Meliponinae spp. 5-hidroximetilfurfural.
Acucares. Tratamento térmico. Planejamento fatorial.
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1 INTRODUCAO

Durante séculos, as abelhas foram manejadas para a extracéo de
mel, polen, prépolis e cera, esta atividade tornou-se rentavel e
sustentdvel em  muitos paises (NOGUEIRA-NETO, 1997).
Comercialmente ha duas areas no manejo de abelha, a apicultura e a
meliponicultura. A apicultura refere-se ao manejo racional, amplamente
popular de abelhas Apis mellifera, enquanto a meliponicultura se refere
ao manejo racional de abelhas sem ferrdo, que tem experimentado
recentemente um crescente interesse devido & auséncia do ferrdo nas
abelhas e a peculiaridade dos seu produtos (OLIVEIRA et al., 2012).

No Brasil, varias espécies de abelhas nativas produzem mel e
sdo conhecidas como abelhas indigenas, abelhas sem ferrdo ou
meliponineos. Por algum tempo, esse mel ndo s6 foi consumido pela
populacdo local como um alimento e fonte de energia, mas também
cultivado por suas propriedades medicinais (GUERRINI et al., 2009;
SILVA et al., 2013). Grande parte da producdo de mel no Brasil ocorre
nas regibes Nordeste e Norte, embora a producdo tenha aumentado
recentemente no Sudeste (S&o Paulo) e em regides de climas tropicais e
subtropicais como a regido Sul (Parana e Santa Catarina).

Os méis de abelhas sem ferrdo tém sido valorizados pela
populacdo brasileira, devido as suas propriedades medicinais citadas em
algumas literaturas e descritas pela cultura popular. Para Silva et al.
(2013), o crescente interesse pelo mel produzido por abelhas sem ferrdo
deriva da medicina popular e de sua famosa composicdo, anti-séptica,
antimicrobiana, anti-inflamatéria. Além disso, o mel de abelhas sem
ferrdo tem suas préprias caracteristicas, como sabor e aroma
diferenciados, cristalizacdo mais lenta e textura mais fluida (ALVES et
al., 2005; OLIVEIRA et al., 2012). A fluidez do mel de abelhas sem
ferrdo deriva de seu alto teor de agua, o qual pode ser responsavel pela
ocorréncia de fermentacdo indesejavel, causada por leveduras
pertencentes a microbiota do préprio néctar ou introduzida pelos
manipuladores do apidrio. Esta fermentacdo resulta na formacdo de
compostos organicos que podem afetar sabor e cor, assim como a
diminuicédo da vida de prateleira (ABRAMOVIC et al., 2008).

Destacando as vantagens e qualidades o mel de abelhas sem
ferrdo, vem apresentando claramente um aumento dos volumes de
producéo, aflorando a necessidade de se estender a vida de prateleira do
produto, sem alterar suas propriedades nutricionais e medicinais,
visando um sistema possivel de ser aplicado em pequenas propriedades
rurais. Para isso, algumas técnicas ja estdo sendo estudas e aplicadas,
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como a desidratacdo, o tratamento térmico e refrigeracdo (KOWALSKI,
2013; SODRE et al., 2008; TOSI et al., 2002; TURHAN et al., 2008),
entre 0s quais o tratamento térmico tem se mostrado simples e eficaz.

Segundo Tosi et al. (2002) e Turhan et al. (2008) o tratamento
térmico do mel, pode apresentar como um método pratico para a
prevencdo ou atraso da cristalizacdo, destruicdo de micro-organismos ou
ainda como facilitador no envase por redugdo da viscosidade (TOSI et
al., 2002; TURHAN et al., 2008). No entanto, pode favorecer
negativamente as caracteristicas do mel, considerando que o tratamento
térmico pode levar a formacao do 5- HMF (TURHAN et al., 2008).

O 5-HMF é um composto furanico que pode ser formado na
reacdo de Maillard ou pela desidratagdo de hexoses em meio acido
(TOSI et al., 2002), ou ainda em temperaturas baixas em longos
periodos de armazenamento, produzindo concentracbes mais baixas,
uma vez que a reagdo de Maillard diminui nestas condi¢cdes. Além da
temperatura, a formacdo de 5-HMF depende do tipo de agucar, pH,
atividade de dgua e da concentracdo de cations divalentes presentes no
meio. Estudos in vitro indicam que o 5-HMF em altas concentragdes
pode ser citotdxico, mutagénico, carcinogénico e genotdxico
(CAPUANO; FOGLIANO, 2011), considerando esta toxicidade &
importante monitorar suas concentragdes em produtos alimentares como
o mel (TOSI et al., 2002).

O objetivo deste capitulo foi avaliar o teor de 5-HMF e acUcares
em mel de abelhas sem ferrdo coletadas no Estado de Santa Catarina. O
trabalho incluiu o monitoramento inicial dos compostos presentes no
mel in natura e ap6s tratamento térmico, proposto por meio de
planejamento fatorial considerando apenas uma amostra e comparado
aos meis de abelhas Apis mellifera. Os teores dos compostos da matriz
de mel de abelhas sem ferrdo foram determinados através de um método
ja existente na literatura utilizando a técnica de eletroforese capilar
(CE), o qual foi avaliado alguns pardmetros de validacéo.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes e solugdes

Todos o0s reagentes utilizados foram de grau analitico, os
solventes de pureza cromatogréfica, e a &gua purificada por
desionizacdo (sistema Milli - Q, Millipore, Bedford, MA, EUA). O 5-
HMF, cafeina, tetraborato de sddio (TBS), metanol, dodecilsulfato de
sodio, &cido sorbico e brometo de cetiltrimetilaménio foram obtidos
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junto a Sigma - Aldrich (Santa Ana, CA, E.U.A). Hidroxido de sédio,
mono-hidrato de D-(+)- glicose, D — frutose e sacarose foram obtidas
junto a Merck (RJ, RJ, Brasil).

As solucBes padroes foram preparadas diariamente,
armazenadas a 4 °C, e diluidas com &gua desionizada para se obterem as
concentragdes necessarias. Na analise de 5 — HMF, o eletrdlito de
corrida foi composto de 5 mmol L™ de TBS e 120 mmol L™ de SDS,
com pH final igual de 9,3 e armazenado a temperatura ambiente até o
momento da andlises, de acordo com Rizelio et al. (2012a). Na analise
dos acucares, o eletrélito de corrida foi composto por 20 mmol.L™ de
4cido sorbico, 0,2 mmo L™ de CTAB e 40 mmol L™ de NaOH, pH final
igual a 12,2, também descrita por Rizelio et al. (2012b).

2.2 Preparo de amostra

Para a analise de 5-HMF, as amostras foram preparadas
seguindo o método proposto por Rizelio et al. (2012a), com algumas
modifica¢des, conforme segue: massas de amostras de mel in natura e
tratadas termicamente foram pesadas (0,5 g), dissolvidas em 0,5 g de
agua desionizada e dispostas nos vials de injecdo do equipamento de
EC. A cafeina foi utilizada como padrdo interno (PI) em uma
concentracéo final de 200 mg L™ Para as anélises de aglicares as
amostras de mel foram preparadas de acordo com Rizelio et al. (2012b),
onde massas de cerca de 2,5 g das amostras foram dissolvidas em agua
desionizada em um baldo volumétrico de 50 mL, o volume foi
devidamente aferido, e a solucdo de amostra de mel foram diluida na
proporcdo 1:10 (v/v) em &gua desionizada. Ambas as solucGes foram
filtradas através de filtros de membrana de 0,45 um (Millipore, Bedford,
MA, E.U.A) e injetadas diretamente no equipamento para a analise de
CE.

2.3 Instrumentacdo

No presente trabalho foram utilizados os modos de eletroforese
capilar de zona (CZE) e de cromatografia eletrocinética micelar capilar
(MEKC), em sistema de eletroforese capilar (modelo 7100, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, E.U.A), equipado com detector de
arranjo de diodos (DAD) e um dispositivo de controle de temperatura,
a qual foi mantida a 25 °C. Aquisicdo e software de tratamento de
dados foram fornecidos pelo fabricante (HP ChemStation®). No inicio
de cada dia, o capilar foi condicionado por lavagem com 1 molL™
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NaOH (10 min) seguido de lavagens de 10 minutos com &gua
desionizada e solucéo eletrélito (15 min). Entre as corridas, o capilar
foi recondicionado com a solugdo eletrélito (2 min). No final de cada
dia de trabalho, o capilar foi lavado com NaOH a 1 mol L™ (5 min) e
agua (10 min). Em ambas as analises as solucdes padrdo e as amostras
foram introduzidas na extremidade do capilar mais prédximo ao
detector e injetado hidrodindAmicamente a 50 mbar durante 3 s com
pressdo negativa (RIZELIO et al., 2012a,b).

A determinacéo de 5-HMF foi realizada em um capilar de silica
fundida e revestida de poliimida (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ,
EUA), de 32,0 cm de comprimento total (8,5 cm de comprimento
efetivo x 50 um de diametro interno x 375 um didmetro externo). A
voltagem aplicada a separacdo foi de 30 kV com polaridade positiva na
extremidade da injecdo, e a aquisicdo dos dados no comprimento de
onda de 284 nm (RIZELIO et al., 2012a).

As andlises dos acUlcares foram realizadas em um capilar de
silica fundida de 60,0 cm de comprimento total (8,5 cm de comprimento
efetivo x 50 um de diametro interno x 375 um didmetro externo). A
voltagem aplicada para a separagdo foi de 25 kV com polaridade
negativa na extremidade da injecdo e o detector ajustado para o
comprimento de onda de 254 nm (deteccdo indireta com uma referéncia
a 360 nm para o pico de inversdo) (RIZELIO et al., 2012b), os
resultados de concentracdo de aglcares foram expressos em % (m/m).

2.4 Delineamento experimental para a aplicacdo do tratamento térmico

Para identificar as variaveis que afetam a formagéo de 5- HMF
durante o tratamento térmico, estudos preliminares foram realizadas e a
literatura foi consultada (KOWALSKI, 2013; TOSI et al., 2002;
TURHAN et al., 2008). Depois de avaliar a varidveis, um modelo
experimental foi construido com um planejamento fatorial 22 com ponto
central para determinar as melhores condi¢des de tratamento térmico. O
modelo experimental estd exposto na Tabela 3.1. A resposta do
planejamento fatorial completo foi avaliada para a formagéo de 5- HMF
e o contelido de agucares.
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Tabela 3.1- Os valores reais das varidveis independentes e seus niveis
codificados do modelo experimental aplicado ao processo de tratamento térmico
em amostras de mel de abelhas sem ferrdo.

Variaveis Niveis codificados
-1 0 +1
Temperatura (°C) 75 85 95
Tempo (min) 20 40 60

Fonte: proprio autor

Para aplicar o tratamento térmico, foi escolhida 1 amostra de
mel de abelhas sem ferrdo com o maior conteldo de acglcares. A
amostra foi aquecida em banho de agua quente de acordo com as
condi¢des estabelecidas pelo modelo experimental. Um termdmetro foi
inserido no centro da amostra, para controlar a temperatura, e depois que
a amostra atingiu o tempo e a temperatura adequados, a amostra foi
restabelecida & temperatura ambiente com um banho de gelo.

Para comparar os dados de mel de abelhas sem ferrdo com o
mel de abelha Apis mellifera, outras duas condigBes extremas foram
testadas para avaliar a formagdo de 5-HMF em Apis mellifera. Na
primeira condi¢do, ambas as amostras de mel foram aquecidas num
banho de agua a 75 °C durante 15 min, e, na segunda condicdo, a 75 °C
durante 24 horas na estufa. Apds o tratamento térmico, as amostras
foram submetidas a anélise de 5- HMF por EC.

2.5 Procedimento de avaliacdo de alguns pardmetros de validacdo de
métodos andlises de mel de abelhas sem ferrdo

Uma vez que o método de Rizelio et al. (2012a, b) foi validado
para amostras de mel de Apis mellifera, seus parametros de linearidade,
efeitos de matriz, preciséo e exatiddo foram investigadas para o mel de
abelhas sem ferrdo. A adequacdo do método ao seu proposito foi feita a
partir dos resultados obtidos para as caracteristicas de desempenho
estabelecidas por protocolos de validagdo (BRASIL, 2011;
COMUNIDADE EUROPEIA, 2002; EURACHEM, 1998;
THOMPSON, ELLISON; WOOD, 2002).

2.5.1 Linearidade e efeito de matriz

A linearidade foi avaliada em curvas aquosa e curvas em
matriz, devido a indisponibilidade de amostras brancas ( amostras com
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auséncia dos compostos de estudos). Cinco niveis de concentragfes
foram preparadas na faixa de 10 a 80 mg L™ de padr&o 5 - HMF. Para as
curvas de carboidratos, como para a frutose e glicose 0s niveis que
variaram de 180 - 3600 mg L™ e para a sacarose que variou de 342 -
5130 mg L*, cada um com incrementos equidistantes. Curvas de
calibracdo em matriz foram obtidas pelo método de adi¢do de padréo,
nas mesmas concentragdes anteriormente relatadas. Estas curvas foram
preparadas em 3 dias diferentes para obter repeticdes independentes. O
efeito de matriz foi avaliado comparando os coeficientes angulares
obtidos para cada uma das solugdes padrdo e com um teste t de student
de curvas de calibragdo da matriz com um nivel de confianca de 95%
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

2.5.2 Precisao e exatidao

Para avaliar a precisdo intra-ensaio de 5-HMF e acucares foi
determinada por trés repeticdes independentes de cada um dos padrdes
utilizados para obter as curvas de calibragdo (em cinco niveis de
concentracdo). A precisdo intermediaria foi avaliada através da andlise
de trés preparacdes de solucdes padrdo ao longo de um periodo de 3
dias, com seis inje¢fes consecutivas de cada nivel de concentragdo. Os
resultados de precisdo foram expressos em termos dos coeficientes de
variacdo (CV) para as réplicas de solucbes padrdo em cada nivel de
concentragao.

A exatiddo foi avaliada em termos da porcentagem de
recuperacdo, determinada pelo método de adicdo de padrdo, em trés
niveis para cada agucar ou 5 - HMF, sendo cada nivel avaliado em
triplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo de alguns parametros de validacdo do método utilizados
para o mel de abelhas sem ferréo

3.1.1 Linearidade e efeito matriz

Segundo o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento,
MAPA (BRASIL, 2011), a linearidade consiste na producdo de
resultados analiticos, diretamente proporcionais a concentracdo do
analito na amostra, respeitando o intervalo estabelecido. Com as
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concentragdes das solugbes padrdo utilizadas e os valores das areas dos
picos (carboidratos) e a razdo da area do 5-HMF/PI, foi possivel
construir uma curva com 5 niveis. A qualidade da curva de calibracéo,
bem como a sua linearidade, foi avaliada a partir da inspecdo visual do
gréfico de residuos da curva e através da regressdo linear, consideraram-
se somente os pontos ao redor da linha de tendéncia. De acordo com a
Figura 3.1, é possivel observar que os coeficientes de determinacao
obtidos para cada um dos analitos foram satisfatorios (R*> 0,99).

Figura 3.1 Curvas de calibracdo obtidas nos ensaios de avaliacdo da
linearidade para agUcares e 5-HMF.

FRUTOSE y =0,059x - 4,131 GLICOSE y =0,064x - 4,632

500 R? = 0,999 400 R%=0,998
S La/’/‘/. $200 W
<o . 1T o : .

0 2000 4000 0 20Q0 4000
mg/L mg/L
SACAROSE y=0,044x - 4,818 || _5-HMF y =0,021x - 0,010
300 R? = 0,997 32,000 R? = 0,995
200 g
©100 o
& O . . . 'go,ooo ; .
0 2000 ?000 6000 0 ]50 100
mg/L mg/L

Fonte: proprio autor

O estudo do efeito de matriz é realizado com o objetivo de
verificar possiveis interferéncias causadas por elementos diversos que
compdem a matriz amostral. Para avaliar o efeito de matriz séo
realizados os preparos de curvas de calibracdo simples em solventes
apropriados e com a adigdo do analito em amostras brancas ou através
da adicdo de concentracGes de padrdo conhecidas na prépria matriz
(INMETRO, 2003; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). Na tabela
3.2 é possivel observar os resultados para efeito de matriz e alguns
parametros utilizados para a realizacdo das analises.
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Tabela 3.2- Desempenho analitico dos métodos propostos por eletroforese
capilar para o pardmetro de efeito de matriz e os limites de quantificagdo e
determinagdo.

Parametros n 5-HMF  Frutose Glicose Sacarose
Solvente”

T 6 5,42 0,7809 1,0112 0,633
P 0,116 0,516 0,496 0, 591

® Avaliacdo homocedasticidade residual pelo teste t para as curvas de calibragdo
de solventes e pareados por matriz (t criticos: 12,70 para HMF e 4,30 para
carboidratos).

n: nimero de observacdes, t: teste- t, p: significancia.

Fonte: proprio autor

Com os resultados obtidos fez-se a comparagéo das inclinagdes
das curvas de solucdo padrdo aquoso e curva de matriz, através da
aplicacdo teste F (Ficher - Snedecor) que define qual teste t utilizar.
Portanto, se o F calculado for menor que o F tabelado, ndo ha diferenca
significativa entre as varidncias, e neste caso, a matriz ndo afeta a
precisdio do método na faixa de trabalho avaliada. Sendo assim,
recomenda-se aplicar o teste t para varidncias equivalentes, e se o t
calculado for menor que o t tabelado, confirma-se que ndo ha efeito de
matriz. Em outro caso se o teste F apresentar diferenca significativa (F
calculado maior que F tabelado) deve-se aplicar o teste t para variancias
distintas, e assim, se t calculado for menor que t tabelado, ndo ha efeito
de matriz (BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998).

Os dados obtidos para o estudo do efeito de matriz foram
avaliados e ndo houve diferenca significativa entre as inclinacbes das
curvas (p > 0,05), ou seja, t calculado (12,70 para HMF e 4,30 para
carboidratos) foi maior que t tabelado (5,42 para o 5-HMF, 0,78 frutose,
1,01 glicose e 0,63 sacarose). Portanto, tais resultados indicam que ndo
ha efeito de matriz na faixa de concentracdo estudada para frutose,
glicose, sacarose e 5-HMF em ambas as curvas, sendo possivel inferir
gue a curva aquosa forneceu as mesmas respostas que a curva em
matriz. Os resultados podem ser avaliados na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3- Desempenho analitico dos métodos propostos por eletroforese
capilar para o pardmetro de linearidade.

Parametros n 5-HMF  Frutose Glicose  Sacarose
Linearidade -

intervalo linear 10 - 80 180 - 3600 342 - 5130
(mg L)

Linearidade — 0,0229 10,0598 0, 0646 0, 0443
inclinacéo

Linearidade — -0,0925 -4,1315 -4,6321 -4,8186
Intercepgdo

Linearidade -

coeficiente de 0, 995 0, 999 0, 998 0, 997
regressio, R?

F 15 2337 10197 6943 5097
LOQ (mg L™)* 0,31 0, 088 0, 097 0,074
LOD (mg L™)* 0,09 0026 0,026 0, 022

F critico: 1,13

n: nimero de observacdes, t: teste- t, p: significancia.
*Rizelio et al. (2012 a,b.).

Fonte: proprio autor

3.1.2 Precisao e exatiddo

A precisdo intra—ensaio foi determinada por injecbes
consecutivas realizadas de forma aleatdéria em cada nivel das curvas de
calibragdo para 5-HMF e carboidratos. Cada ponto (cada um dos cinco
niveis) foi preparado com trés repeticbes de solugdo padréo
independente. Para 5-HMF, a repetitividade (a precisdo intra-ensaio)
para o tempo e a area de migracédo corrigida (CV %) foi de 1,21 e 6,15
%, respectivamente. Os valores de CV encontrados para 0s agucares
para tempo de migracdo foram menores que 8,98% e para a area,
menores que 8,08 %. Os resultados de CV para a precisdo intermediaria
(isto &, a precisdo inter-ensaio) durante 3 dias consecutivos, foram
também obtidos por meio de trés repeticdes de solugBes padréo
independentes. Para o tempo de migracdo e para a area, os valores foram
de 0,79 % e menores que 5,44 % para 0 5-HMF, bem como 3,44 % para
0 tempo de migragéo e de 6,22 % para a area dos carboidratos. Todos 0s
valores de CV calculados apresentaram-se abaixo de 10%, para
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amostras de mel de abelhas sem ferrdo, indicando uma precisdo
aceitavel para o método, resultados considerados de acordo como o
critério estipulado pelo MAPA de 15% (BRASIL, 2011).

Tabela 3.4- Desempenho analitico dos métodos propostos por eletroforese
capilar para o parametro de preciséo.

Paré}met_ros _ n 5-HMF Frutose Glicose Sacarose
ey o oas e o0 ol
iestivts- M B C R R
(I;’(r)e;:(s:io(gl\t/e’(r%;nsaio- area 9 0,79 6,22 3,52 3,86
Preciséo inter- ensaio- 9 5,44 2.79 2,89 3,44

tempo migracdo (CV,%)

n: nimero de observagoes
Fonte: proprio autor

A exatiddo para 5-HMF varia 90,44-110,37%, enquanto que
para carboidratos variaram 104,83-121,85% para frutose, 110,14-
126,21% para glicose e 90,15-102,33% para sacarose. Os resultados dos
pardmetros de validacdo indicam a viabilidade do método para
determinar 5-HMF e carboidratos em amostras de mel de abelhas sem
ferrdo segundo método de validagdo proposto pelo MAPA (BRASIL,
2011). Para amostras de mel Apis mellifera, Rizelio et al. (2012a, b)
obteve exatiddo variando 96,37 - 99,56% para 5-HMF e 96,20-109,2%,
com valores semelhantes aos obtidos no presente estudo. Na Figura 3.2
estdo expostos os eletroferogramas obtidos para as leituras dos padrbes
de 5-HMF e aglcares (frutose, glicose, sacarose) e das amostras de mel
de abelhas sem ferrdo (Meliponinae spp.).
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Figura 3.2- Eletroferogramas obtidos para as separagdes dos padrfes de 5-HMF

e agUlcares (frutose, glicose, sacarose) e das amostras de mel de abelhas sem
ferrdo (Meliponinae spp.).

5-HMF

Padrio

(a) ey I 10 mAU

Amostra

FEO

Amostra

FRU

T T J T T
0 025 05 0.75 1 125 15 175 2 225 min

Fonte: proprio autor.
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3.2 Efeitos do tratamento térmico sobre 5- HMF e aglcares do mel de
abelhas sem ferréo

Para efetuar o tratamento térmico, a amostra E (69,36%, m/m
de F+G) foi escolhida, por apresentar o maior teor de agUcares, e
consequentemente, 0 menor contetido de umidade. Os resultados obtidos
estdo apresentados na tabela 3.5, onde, em todas as condicGes testadas
em relagdo o planejamento fatorial, o contetdo de 5-HMF estava abaixo
do LOQ. O tratamento térmico ndo afetou significativamente o teor de
acucares na amostra de mel de abelhas sem ferrdo. O tratamento térmico
foi realizado em duas condicBes extremas a fim de comparar a formagéo
de 5-HMF em amostras de mel de abelha Apis mellifera e abelhas sem
ferrdo.

Tabela 3.5- Modelo experimental ap6s o tratamento térmico para mel de
abelhas sem ferrdo (Meliponinae spp.).

Corridas  Tempo Temperatura Frutose e 5-HMF
(X1) mim (X,) °C Glicose (mg kg™
(% m/m)

1 20 (-1) 75 (-1) 6525+0.70 <LOQ

2 60 (+1) 75 (-1) 68,38+0.79 <LOQ

3 20 (-1) 95 (+1) 66,00+£0.85 <LOQ

4 60 (+1) 95 (+1) 61,80+235 <LOQ

5 40 (0) 85 (0) 66,47+1.61 <LOQ

6 40 (0) 85 (0) 59,80+0.32 <LOQ

7 40 (0) 85 (0) 71,72+0.73  <LOQ

Fonte: préprio autor

Observando essa resisténcia do mel de abelhas sem ferrdo a
formacdo de 5-HMF, os méis foram entdo, expostos a um tratamento
térmico extremo e comparados aos méis de Apis mellifera. Na Tabela
3.6 estdo expostos os resultados obtidos para as amostras de mel de
abelha sem ferrdo e abelha Apis mellifera submetidos a tratamento
térmico extremo.
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Tabela 3.6- AgUcares redutores (frutose e glicose) e 5-HMF em amostras de mel
de abelhas sem ferrdo (Meliponinae spp.) e Apis mellifera, antes e apés o
tratamento térmico extremo.

Amostra de mel 5-HMF (mg kg™) Frutose e glicose
(% m/m)

Abelhas sem ferrdo <LOQ 69,36 + 0,17

in natura

Abelhas sem ferrdo <LOQ 61,86 + 1,24

15 min /75°C

Abelhas sem ferrdo 238,18 + 8,75 58,31 +£0,70

24 horas/ 75°C

Apis mellifera in natura <LOQ 70,35+£1,13

Apis mellifera 8,05+ 1,30 68,64 £ 2,18

15 min/75°C

Apis mellifera 695,40 + 26,49 67,41+£7,41

24 horas/ 75°C

Fonte: proprio autor

Quando submetidos a temperaturas de 75 °C durante 15 min, o
mel de Apis mellifera formou 8,05 mg kg™ de 5-HMF, enquanto o mel
de abelhas sem ferrdo ficou abaixo do LOQ. Quando a amostra foi
submetida a temperaturas de 75 ° C por 24 h, o contetido de 5- HMF de
Apis mellifera foi 695,40 mg kg *, enquanto o mel de abelhas sem ferréo
foi apenas 238,18 mg kg™ (Tabela 3.6). Estes resultados sugerem uma
possivel resisténcia a formacdo de HMF em mel de abelhas sem ferrdo,
que pode ser justificado pelos seus tipos de aglcares que o comp&em,
onde o conteldo de frutose predomina. Podendo conter concentracfes
mais elevadas de glicose, 0 mel de abelha Apis mellifera estd mais
suscetivel a velocidade da reacdo de Maillard, resultando em valores
mais elevados quanto & formagéo de 5-HMF.

A literatura, especializada destaca outros fatores que podem
influenciar na formacdo de 5-HMF, como a atividade de dgua (Aw) e
acidez , quando a Aw ¢ alta, a reagdo de Maillard é retardada e a
formagdo de 5-HMF diminui (FENNEMA, 2010; RIBEIRO;
SERAVALLLI, 2004). Quando a acidez é elevada, a velocidade da reacéo
de Maillard diminui, e a formacdo de 5-HMF é inibida. Os estudos
indicaram que o mel de abelhas sem ferrdo tem maior Aw e acidez em
comparacdo aos méis de Apis melliferas, o que pode justifica o teor de
5-HMF reduzido no mel de abelhas sem ferrdo (GUERRINI et al., 2009;



92

SILVA et al., 2013). Na Tabela 3.6 estdo expostos os valores de 5-HMF
e acucares submetidos ao tratamento térmico extremo, sendo possivel
observar a formacao de 5-HMF e a diminuigéo dos aclcares em relacdo
ao tempo e temperatura.

Outros estudos investigaram a formacdo de 5-HMF, apds o
tratamento térmico em Apis mellifera. Kowalski (2013) avaliou o efeito
do tratamento térmico sobre a formacdo de 5-HMF em méis de Apis
mellifera, alcancando valores de 94,33 mg kg™ de 5-HMF, apds um
tratamento térmico de 90°C durante 60 min. Turhan et al. (2008)
avaliando a qualidade de amostras de mel Apis melifera, quantificaram
5-HMF por CLAE, como uma consequéncia do tratamento térmico,
observando o valor méximo de 73,78 + 1,01 mg kg "%, a 100 °C durante
90 min.

4 CONCLUSAO

Nesse estudo foi possivel determinar o conteldo de 5-HMF e
acucares em méis de abelhas sem ferrdo através dos métodos propostos
por Rizelio et al. (2012a, b). O presente trabalho relata resultados
satisfatérios para linearidade, efeito de matriz e precisdo. Entretanto,
para o parametro de exatiddo os valores excedem a faixa de aceitacdo
exigida pelo MAPA. Estes métodos se mostraram simples, rapidos e de
baixo custo operacional, sugerindo sua aplicacdo na analise de rotina de
méis de abelhas sem ferrdo. Foi observado que o mel de abelhas sem
ferrdo apresentou maior resisténcia a formacgao de 5-HMF em relacdo ao
mel de abelha Apis mellifera, podendo ser atribuido ao tipo de agucar,
niveis de umidade, Aw e acidez, podendo ser o tratamento térmico um
processo eficaz para prorrogar a vida de prateleira de méis de abelhas
sem ferrdo, sem afetar o contedo de 5-HMF e consequentemente de
aclcares redutores.
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CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos das amostras de méis de abelhas sem
ferrdo mostram evidentes diferencas, quanto a composicdo, de acordo
como os parametros de identidade e qualidade estabelecidos pela
legislacdo vigente, que prioriza os méis de abelha Apis mellifera. Esses
resultados reforcam a necessidade de padronizacdo e implantacdo de um
regulamento especifico para este alimento diferenciado.

Os resultados obtidos para os teores de compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante, em méis de abelhas sem ferrdo,
mostraram-se semelhantes aos descritos na literatura para o mel de
abelha Apis mellifera. Embora ndo haja evidéncias para afirmar que o
mel é um alimento de importancia primaria na dieta humana, seu
consumo pode ser indicado para complementar a dieta como fonte de
compostos fendlicos e com propriedades antioxidantes.

A partir das técnicas desenvolvidas por Rizelio et al. (2012a,b),
utilizando eletroforese capilar, foi possivel avaliar alguns parametros de
validacéo e quantificar 5- HMF e acucares (frutose, glicose e sacarose),
na matriz de mel de abelha sem ferrdo. De forma geral, os resultados
obtidos apresentaram-se satisfatorios.

E por fim, os testes efetuados aplicando tratamento térmico em
amostra de mel de abelhas sem ferrdo, apresentaram maior resisténcia a
formacdo de 5-HMF em relacdo ao mel de abelha Apis mellifera,
sugerindo como um provavel processo para prorrogar a vida de
prateleira de méis de abelhas sem ferrdo, sem aumentar o contetdo de 5-
HMF.

Os resultados desse trabalho servem como base de dados para
auxiliar no possivel desenvolvimento de uma nova normativa especifica
para o mel de abelha sem ferrdo e contribui para divulga-lo como um
alimento de excelente qualidade e com importantes propriedades
funcionais, valorizando esse alimento natural frente a comunidade
cientifica e a populacdo em geral.

Como perspectivas de trabalho verificam-se a necessidade de
estudos mais aprofundados sobre o mel de abelhas sem ferrdo, como o
estudo do perfil e o contedo de compostos fendlicos majoritarios, o
teor de macro e micro elementos minerais, o contetldo de aminoacidos
livres.

Avaliacdo da bioacessibilidade destes compostos, também se
torna importante na tentativa de apresentar dados solidos sobre as
caracteristicas quimicas, qualidade nutricional e biolégica do mel de
abelhas sem ferrdo e uma possivel aplicacdo de um dos diferentes
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métodos de beneficiamento e o acompanhamento da vida de prateleira
analisando todos os parametros de identidade e qualidade.
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