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RESUMO

SOUSA, Juliana Paes Leme de Mello. PERFIL FISICO-QUIMICO, COMPOSICAO
QUIMICA E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE MEIS PRODUZIDOS POR
ABELHAS SEM FERRAO. Seropédica, UFRRIJ, 2014. 134p. Dissertacio de mestrado em
Quimica, Quimica de Produtos Naturais.

As duas principais linhas de estudo na criagdo de abelhas, atualmente, sdo a
Apicultura e a Meliponicultura. Apesar da baixa produtividade, a Meliponicultura tem sido
muito estudada recentemente devido as caracteristicas peculiares do mel de meliponideos, se
diferenciando principalmente no sabor e aroma, atingindo valores superiores no mercado. A
legislacdo brasileira que regulamenta a padronizacdo do mel s atende as caracteristicas dos
méis de Apis, ndo contemplando os de meliponideos. Visando ampliar e produzir
conhecimento sobre o mel de abelhas sem ferrdo, neste estudo foram analisadas vinte
amostras de méis de abelhas sem ferrdo, sendo oito de Scaptotrigona sp do municipio de
Belterra-Pard, uma Melipona fasciculata do estado do Maranhdo, dez de Tetragonisca
angustula de Ilha Grande - Rio de Janeiro e uma de espécie nio identificada da cidade de
Inhangapi — Pard. O objetivo desse trabalho foi avaliar a composi¢ao fisico-quimica quanto
os parametros: teor de HMF, pH, acidez livre, umidade, acgicares (redutores e nio redutores)
e a cor, determinar o conteido de aminodcidos livres, proteinas, fendlicos e flavonoides
totais, identificar o perfil cromatografico de &cidos fendlicos e flavonoides através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Além de avaliar a capacidade antioxidante
desses méis através dos métodos de captura dos radicais (DPPH e ABTS) e pelo poder de
reducdo do ferro (FRAP). Na tentativa de desenvolver um método para classificar os méis de
diferentes regides e espécies de abelhas sem ferrao daqueles méis provenientes de abelhas
africanizada, a andlise multivariada (PCA) foi aplicada aos resultados obtidos para as

andlises fisico-quimicas, de RMN de '"H e CLAE-DAD.

Palavras chaves: Mel de abelhas sem ferrdo, Andlises fisico-quimica, Capacidade

antioxidante, Quimiometria.
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ABSTRACT

SOUSA, Juliana Paes Leme de Mello. PHYSICOCHEMICAL PROFILE, CHEMICAL
COMPOSITION AND ANTIOXIDANT CAPACITY OF HONEY PRODUCED BY
STINGLESS BEES. Seropédica, UFRRIJ, 2014. 134 p. Dissertacio de mestrado em
Quimica, Quimica de Produtos Naturais.

Currently, the two main lines of study on Beekeeping are apiculture and
meliponiculture. Despite the low productivity, meliponiculture has been much studied
recently due to the peculiar characteristics of stingless bee honey, differing mainly in flavor
and aroma, reaching higher price values on market. The Brazilian legislation that regulates
honey standards are only related to Apis honey, not contemplating stingless bee
honey.Aiming to expand and produce knowledge on stingless bee honey, it was analyzed
twenty stingless bee honey samples, eight being from Scaptotrigona sp, from the city of
Belterra - Pard, one Melipona fasciculata, from Maranhao, ten from Tetragonisca angustula,
from Ilha Grande — Rio de Janeiro, one species not identified from the city of Inhangapi —
Pard. This study aims to analyze the physicochemical composition for the following
parameters: HMF content, pH, free acidity, moisture, sugar content (reducing and non-
reducing) and color; determine free amino acids and total protein contents, phenolic and
flavonoid contents, identify the chromatographic profile of phenolic acids and flavonoids by
High performance liquid chromatography (HPLC). It was also determined the antioxidant
capacity of the honeys by the method of radical capture (DPPH and ABTS) and ferric
reducing ability (FRAP). It was discriminated honeys from different geographic areas and
species of bees (stingless and Apis mellifera bees) by multivariate analysis (PCA), using

RMN-'H and HPLC-DAD data.

Key words: Stingless bee honey, physicochemical analysis, antioxidant capacity,

Chemometrics



1. INTRODUCAO

O mel € o produto mais importante da atividade apicola no Brasil, do ponto de vista
quantitativo e econdmico. A histdria do uso do mel estd paralela a histéria do homem, e em
cada cultura a evidéncia disto pode ser encontrada no seu uso como uma fonte de alimento e
como um simbolo empregado em cerimonias religiosas, magicas e terapéuticas (CRANE,
1987). A sua utilizacao vai além do uso como alimento, também como medicamento, devido
as suas propriedades antissépticas, antibacterianas, antiproliferativa, anticancerigena, como
conservante de frutas e graos, e até mesmo como oferenda aos deuses (SILVA, QUEIROZ e
FIGUEIREDO, 2004). A composicio do mel depende, basicamente, da composi¢io do
néctar da espécie vegetal produtora e da espécie de abelha que o produz, conferindo-lhe
caracteristicas especificas,enquanto que as condi¢des edafoclimiticas e o manejo do

apicultor tém menor influéncia nesta composicio (WHITE JUNIOR, 1978).

Quando se fala em abelhas produtoras de mel a espécie mais conhecida é a Apis mellifera
Linnaeus, 1878, apesar de o Brasil possuir uma diversificada fauna de abelhas como
os meliponineos ou abelhas indigenas sem ferrdo (ASF). Essas abelhas sdo déceis, de facil
manejo e necessitam de pouco investimento para a sua criacdo. As espécies de abelhas sem
ferrdo elaboram méis diferenciados, que apresentam caracteristicas quimicas, fisicas e
organolépticas peculiares, além de possuirem um valor comercial mais elevado em relacao
aos méis das abelhas africanizadas (A. mellifera). Dentre todos os géneros dos
meliponineos, o Melipona € o mais variado e € na Amazonia que encontramos a maior
diversidade (ALMEIDA-MURANDIAN et al, 2007; SOUZA et al., 2004).

A meliponicultura € a criagdo de abelhas do género Meliponineos, que sdo as abelhas
nativas, origindrias desta parte do continente sul-americano (também comumente conhecidas
por abelhas indigenas, ou sem ferrdo). Embora existam centenas de espécies no Brasil, as
principais sdao a Urugu verdadeira, Urucu amarela, Jatai, Mandacgaia e Tidba amarela. A
utilizacdo das abelhas silvestres nativas, bem como a implantacdo de melipondrios sio
regulamentadas pela resolucdo Conama n° 346, publicada em 17 de agosto de 2004 no
Diario Oficial da Unido. O mel das abelhas sem ferrdo € saboroso, diferenciado e
reconhecido por suas importantes propriedades funcionais sobre a saide humana. Uma
importante caracteristica da meliponicultura é quanto as necessidades de sua mao de obra,

sobretudo quando comparada a apicultura. Esta, apesar de especializada e de demandar

conhecimentos sobre a biologia e comportamento das abelhas, a meliponicultura pode ser



executada por qualquer tipo de pessoa, ja que ndo exige forca fisica e dedicacdo demorada
a0 manejo.

No Brasil, os padrdes de qualidade para mel sdo estabelecidos pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), através da Instru¢do Normativa 11, de 20
de outubro de 2000 (BRASIL, 2000), a qual fixa padrdes de identidade e qualidade para
méis florais e de melato. Nesta normativa consta a defini¢do e classificacdo do mel de abelha
Apis (critérios especificos de qualidade com limites minimos e méximos os quais o mel deve
se adequar), ndo contemplando o mel das abelhas indigenas que apresentam diferencas em
alguns parametros fisico-quimicos.

Os trabalhos de anélises fisico-quimicas de méis sdo realizados com o objetivo de
comparar os resultados obtidos com padrdes ditados por 6rgios oficiais internacionais ou
com os estabelecidos pelo préprio pais, deixando clara ndo s6 uma preocupacdo com a
qualidade do mel produzido internamente, como também, tornando possivel a fiscaliza¢ao
de méis importados com relacdo as suas alteragcdes (CARVALHO et al., 2005). No sentido
de reduzir esse déficit de informacdes, diversas instituicdes de pesquisa nacionais e
internacionais tem se mobilizado para a constru¢do de uma base de dados que subsidie uma
normalizagdo futura, uma vez que os critérios de qualidade atualmente definidos para o mel
das abelhas Apis mellifera nao atendem por completo a diversidade encontrada nos méis dos
meliponineos.

Este trabalho tem como propdsito determinar as caracteristicas fisico-quimicas de
amostras de méis de abelhas sem ferrdo, bem como avaliar seu perfil quimico e sua

capacidade antioxidante, e compard-los aos méis de Apis mellifera.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Breve historico sobre as abelhas sem ferrao e a meliponicultura

As abelhas s3o descendentes de vespas Sphecidae, que possuem o hdbito de se
alimentarem de outros artrépodes, como aranhas e insetos. Segundo relatos, as abelhas
acidentalmente deixaram de alimentar-se de artropodes para alimentarem-se de mel e pélen
das flores quando surgiram as Angiospermas, hé cerca de 135 milhdes de anos. Assim, com
esse processo evolutivo, vdrias espécies de abelhas foram aparecendo e hoje sdo conhecidas

cerca de 20 mil espécies, mais se acredita que existam umas 40 mil espécies ndo descritas,



onde somente 2% dessas abelhas sao sociais (MICHENER, 2000). Acredita-se que o
surgimento e a proliferacdo das abelhas na superficie da terra aconteceram em intima relacao
com o aparecimento das Angiospermas a milhares de anos (IMPERATRIZ-FONSECA
&KLEINERT GIOVANNINI, 1993). As relacdes entre visitantes florais e Angiospermas
estdo baseadas numa troca de recompensas onde o pdlen e o néctar sdo os principais
recursos oferecidos pelas flores, destes o pdlen € o alimento essencial a vida das abelhas por
ser a unica fonte de proteina para as larvas e operdrias jovens, fornecendo ainda lipidios,
vitaminas e sais minerais (PESSON, 1984). Acredita-se que aproximadamente 2/3 das
angiospermas existentes no planeta, dependam das abelhas para polinizacao (BARTH, 1991;
BORG-KARLSON et al., 1996).

A criag@o de abelhas nativas muitas vezes tem raizes culturais e com as técnicas de
manejo passadas de pais para filhos. E uma atividade muito antiga, sendo a apicultura
realizada por civilizacdes anteriores ha era crista (COLETTO-SILVA, 2005). Em relacao as
abelhas sem ferrdo, os Maias, dentre as culturas indigenas mesoamericanas, destacaram- se
pela quantidade e qualidade das informacdes sobre criacdo dos meliponineos
(BIESMEIJER, 1997).

No Brasil, até o século XIX, essas abelhas eram a dnica fonte de mel destinado a
alimentacdo pelos indios e brancos e de cera para confeccdo de velas pelos jesuitas
(BUARQUE DE HOLANDA, 1957; CORTOPASSI-LAURINO, 2002). Camargo & Posey
(1990) relataram que os indios Kaiapé detinham o conhecimento sobre as flores
fornecedoras de néctar de qualidade, que era coletado pelas abelhas sem ferrdo, responsaveis
pela produgdo do mel de boa consisténcia e sabor.

A criacdo das abelhas sem ferrdo tem sido atividade praticada desde o periodo pré-
colombiano na regido Neotropical (KEVAN, 1999), principalmente para a obtengdo de
produtos com fins alimenticios, comerciais e religiosos (POSEY, 1983; DeFLORIART,
1999; RODRIGUES, 2005; ALMEIDA, 2007)

A prética de criar abelhas sem ferrdo (tribo Meliponini e tribo Trigonini) é chamada
de meliponicultura, sendo o nome dados ao criador destas abelhas de meliponicultor
(AQUINO, 2006). A palavra meliponicultura foi usada pela primeira vez em 1953, pelo
pesquisador Paulo Nogueira Neto. Segundo Venturieri (2007) a meliponicultura pode ser
definida como a criacdo de abelhas sem ferrdo associada com as espécies que fabricam e
armazenam maior quantidade de mel. Devido a preferéncia pelos criadores do género
Melipona, o termo meliponilcultura continua a ser usado mesmo para criagdes de outros

géneros. Dorneles et al (2009) definiram que a melponilcultura é a criagdo racional de



abelhas sem ferrdo para fins comerciais e que se trata de uma pratica que se encontra em
ascensao, principalmente no norte, sudeste e nordeste do Brasil.

Os indios foram os meliponicultores pioneiros, mas com o passar do tempo cada vez
mais tem se despertado o interesse de pequenos e médios produtores, assim como
agricultores de base familiar em desenvolvé-la. No entanto, esta pratica com o passar do
tempo quase ndo evoluiu tecnologicamente, de modo que ainda hoje € desenvolvida de
forma artesanal, cujo conhecimento € transmitido de uma gerac¢do para outra, diferente da
atividade da apicultura que ao longo dos anos foi beneficiada com tecnologias modernas de
manejo e mao de obra especializada. Porém, desde a década passada, a meliponicultura vem
sendo considerada como uma alternativa sustentdvel para familias rurais do Brasil, de modo
que vem se tornando uma prética crescente no pais (SOUZA, 2006).

Dentro do conceito de se desenvolver praticas agricolas economicamente vidveis,
ecologicamente sustentdveis e socialmente justas, a meliponicultura se enquadra
excelentemente dentro dos conceitos de diversificacio e melhor uso das terras, pois € de
facil manejo e necessita de pouco investimento para a sua produgdo. Esta é uma atividade
que pode ser integrada a plantios florestais, de fruteiras e/ou culturas de ciclo curto,podendo
contribuir, através da polinizacdo, com o aumento da producdo agricola e regeneragcdao da
vegetacdo natural (VENTURIERI & PEREIRA, 2003). Outra importante caracteristica da
meliponicultura, porém de carater social, € quanto a necessidade de mao de obra para
desenvolver sua criacdo. Apesar de especializada e demandar conhecimentos sobre a
biologia e o comportamento das abelhas pode ser executados por mulheres, jovens e idosos,
J4 que ndo exige forca fisica e dedicacdo demorada ao manejo. As abelhas sdo animais que
buscam livremente o seu sustento na natureza, ndo exigindo alimentagdo didria ou cuidados
veterindrios.

Atualmente, a meliponicultura tem passado por um ‘“redescobrimento”, coincidindo
com o aumento de estudos sobre aspectos da biologia e comportamento, daqueles que visam
a caracterizacdo dos produtos das coldnias em relacdo a seus constituintes nutricionais e
farmacoldgicos (SOUZA, 2007), sendo a caracterizacdo do mel uma das principais vertentes
de trabalho.

Kerr e colaboradores (1996) apresentaram 17 justificativas incentivando a prética da
meliponicultura como sendo importante ecoldgica, econdmica e culturalmente, a saber:

e As abelhas sem ferrdo produzem o melhor mel que se conhece, tem apenas 70% de

acucar e o perfume da flor concentrado, além de ser levemente dcido, o que ndo o

torna enjoativo.



Sdo responsaveis por 40% a 90% da polinizacdo da flora nativa, conforme o
ecossistema.

Representam uma fonte de renda adicional para o pequeno produtor.

Das 300 espécies de meliponineos, cerca de 100 estdo em perigo de extingao.

A necessidade de troca de rainhas ou a fecundagdo de rainhas em melipondrios de
amigos representam uma maneira de promover a amizade e a cooperagao.

Traz aos filhos e amigos dos meliponicultores bons conhecimentos bioldgicos e
idéias de conservacdo da natureza.

Uma parte da cultura dos sertanejos, silvicolas e camponeses podera ser perpetuada e
incrementada, até tornar-se fonte de renda, de conhecimentos cientificos e de
agricultura sustentavel.

A cada dia que passa sdo necessarios mais estudos farmacolédgicos dos seus produtos
(mel, geopropolis, cera, pdlen, bactérias dos alimentos, liquido alimentar) que ha
tempos sdo utilizados pelos indios e sitiantes.

E um incentivo ao desenvolvimento de tecnologias para aprimorar sua criacdo,
como: colmeias racionais, nimero minimo de colmeias por melipondrio, troca de
rainhas, transporte de rainhas, sele¢do genética, técnicas de divisao, extragdo do mel,
etc.

Seu principal produto, o mel, poderd retornar as mesas como alimento caldrico
superior ao agucar cristalizado ou refinado.

A andlise do pdélen coletado pelas abelhas € um forte indicativo das espécies vegetais
remanescentes em seu habitat e que dependem de sua poliniza¢do, o que auxiliard
diretamente nos programas de reflorestamento.

Sao partes integrantes do nosso ecossistema e da biodiversidade mundial.

Como as abelhas sdo sem ferrdo poderdo ser utilizadas, até por criangas, na
polinizacdo de varias flores de espécies tteis ao homem.

A presenca de meliponineos numa mata ou capoeira, por pequena que seja, indica
condi¢cOes de sobrevivéncia para outros seres vivos.

Os meliponineos, que sdo as principais abelhas de mel nativas, ao polinizarem as
flores da regido, promovem abrigo e alimento a muitas espécies.

Podem levar automaticamente a um conhecimento da flora apicola com
consequéncias imediatas no interesse pela flora nativa, conservacido e perpetuacio

das espécies; e



¢ E um excelente material de pesquisa visto que seu sistema de determinagdo de castas
em algumas espécies precisa ser molecularmente esclarecido; suas enzimas foram
pouco estudadas; seus 6rgdos de sentido permanecem pouco conhecidos; tudo isso

podendo servir como um avango nas ciéncias basicas.

A criacdo destas abelhas vai além dos lucros financeiros oriundos de seus produtos, é
de grande importancia econdOmica como agentes polinizadores, visando a manutencdo de
espécies vegetais, o equilibrio ecoldgico nos ecossistemas e a producdo de mel e geoprdpolis
(KERR, 1987). A meliponicultura é uma atividade vital porque além de permitir a
manuten¢do das espécies de abelhas e plantas, gera renda ao homem do campo (AIDAR
1996).

Assim, sdo vdrios os objetivos que podem ser buscados com a meliponicultura.

E segundo Vilas-Boas (2012), a figura 1a seguir, resume alguns deles, separados em

produtos diretos ou indiretos.

Figura 1. Objetivos da meliponocultura (VILAS-BOAS, 2012)

2.2. Os Meliponineos

As abelhas estdo inseridas na ordem Himendptera e reunidas na superfamilia
Apoidea, que € subdividida em 8 familias: Colletidae, Andrenidae, Oxaeidae, Halictidae,

Melittidae, Megachilidae, Anthophoridae e Apidae. Os meliponineos encontram-se na



superfamilia Apoidea, familia Apidae, subfamilia Apinae, tribo Apini e sub-tribo Meliponini
(SILVEIRA et al., 2002; KERR & NASCIMENTO, 1996; NOGUEIRA-NETO, 1997). A
tribo Meliponini é constituida apenas pelo género Melipona, encontrada exclusivamente nas
regides neotropicais, e Trigonini, que agrupa diversos géneros distribuidos em toda area dos
trépicos (NOGUEIRA-NETO, 1997).

Os meliponineos sdo abelhas que apresentam tamanho que varia de muito pequeno a
médio, em geral muito robustas e possuem um ferrdo (6rgdo de defesa) atrofiado, sendo
assim, incapazes de ferroar (SILVEIRA et al, 2002). Por isso sdao denominadas
popularmente como ‘“‘abelhas sem ferrdo” ou também “abelhas indigenas” ou ‘“‘abelhas
nativas” em virtude da criacdo realizada pelos indigenas por muitos séculos (RODRIGUES,
2005). Por este motivo, muitas das denominagdes cientificas desse grupo de abelhas sdo de
origem linguistica indigena, o tupi (NOGUEIRA-NETO, 1970).

Estima-se que no mundo existam mais de 20 mil espécies de abelhas, sendo que sao
conhecidas cerca de 400 espécies de meliponineos, distribuidos em aproximadamente 40
géneros. Contudo, a maior parte da populacdo humana ndo possui conhecimento sobre esta
grande diversidade. De acordo com KERR ef al (1996), nas florestas brasileiras as abelhas
indigenas, mais conhecidas como abelhas sem ferrdo, constituem-se nos principais agentes
polinizadores de 40% a 90% das plantas floriferas nas regides tropicais, e sdo representadas
por varios géneros e centenas de espécies em toda a regido tropical do mundo, bem como
nas regides subtropicais do hemisfério sul.

As abelhas sem ferrdo apresentam comportamento tipicamente eussocial, embora
algumas poucas espécies vivam de alimento roubado de colonia de outras espécies. Suas
coldnias sdo perenes, ou seja, estdo ativas durante todo ano, e podem ser bastante numerosas
(SILVEIRA et al. 2002; MICHENER, 2007).

Uma coldnia de abelhas sem ferrdo € constituida por dois elementos principais: o
ninho e os potes de alimento; além de estruturas auxiliares, como o invélucro, o batume, a
entrada e o tunel de ingresso. Os potes de alimento geralmente sdo elipséides (em formato
de ovo), construidos de cerume, e podem apresentar tamanhos variados conforme a espécie
(Figura 2). Polen e mel sdo armazenados separadamente. Portanto, em uma coldnia de
abelhas sem ferrao, podemos encontrar dois tipos de potes de alimento: potes de pdlen e

potes de mel.



(A)
Figura 2. Abelha urucu nordestina na regido de potes de mel (A)
Potes de mel de Tetragonisca angustula L. (B) (Foto de Morgado, L.N)

Os meliponineos apresentam caracteristicas bioldgicas bastante varidveis, passando
pela morfologia, hdbitos de nidificacdo e interagdes comportamentais complexas entre
rainhas e operdrias. Segundo Silva e Cunha (2013) essas abelhas possuem uma
biodiversidade, sendo bem mais rica e mais especializada que as do género Apis, pois no
primeiro caso possuem 52 géneros com um total de mais de 400 espécies distribuidas em
todo mundo e, no segundo caso, apenas 8 espécies.

Segundo Alonso (1998), as abelhas sem ferrdo vivem em condi¢des naturais de
campo, e alojam seus sitios de nidificacdo em oco do caule de arvores, tijolos ocos, em
fendas de rochas e paredes, cavidades nos solos e interiores de cupinzeiros, podendo existir
ninhos expostos ou semi expostos (KERR 1999). Na maioria das vezes, os meliponineos
constroem seus ninhos em ocos de arvores ou em locais de dificil acesso para defender suas

colonias. (KERR et al., 1996; MICHENER, 2000)(Figura 3).

i

VL (®)
Figura 3. Coldnia de jandaira (M. subnutida) instalada em tronco de arvore (A).Entradas de

coldnia de canudo (Scaptotrigonasp) (B) (VILAS-BOAS, 2012).




Para auxiliar na construcdo do ninho essas abelhas utilizam uma série de materiais
encontrados na natureza, como o barro, a cera e a resina para o acabamento da entrada do
ninho. A combinacdo cera e resina, chamada de cerume, ndo sdo casuais, pois une as
caracteristicas de maleabilidade e isolamento térmico da cera ao poder antibidtico das
resinas. Além dessas substancias, algumas espécies de abelhas fazem o uso do geoprépolis
(barro adicionado de resina) para impermeabilizacdo do ninho (NOGUEIRA-NETO, 1997,
SAKAGAMI, 1982; MICHENER, 1974) (Figura 4). Outros materiais, detritos vegetais e
até mesmo fezes secas de outros animais, principalmente mamiferos, também podem ser

utilizados no processo de nidificacio (MICHENER, 2007).

Figura 4. Entrada de coldnia da abelha cupira (Partamona sp.),construida com barro (A).
Geopropolis avermelhado produzido pela abelha jandaira (Melipona fulva) no estado do
Amazonas (B). (VILAS-BOAS, 2012)

Comumente, a arquitetura da entrada e o interior dos ninhos variam de acordo com a
espécie, podendo ser de enormes aberturas feitas de barro ou canudos de cera, os quais sao
fechados a noite (ALONSO, 1998). Estas caracteristicas auxiliam na identificacdo e
reconhecimento das espécies, sendo uma caracteristica marcante de determinado género ou
espécie (ROUBIK, 2006)

Segundo Nogueira-Neto (1997), os meliponineos (Meliponini) vivem em grande
parte das regides de clima tropical do planeta, apresentando grande riqueza de espécies nos
tropicos das regides Neotropical e Indo-Malaia, com alguns tdxons restritos as zonas
subtropicais do hemisfério sul. Ocupam também algumas importantes regides de clima
temperado subtropical. Assim, essas abelhas sdo encontradas na maior parte da América
Neotropical, ou seja, distribuem-se na maioria do territério Latino-Americano, indo desde o
Rio Grande do Sul até o México, além da Australia, Indonésia, Maléasia, India e Africa

(PRONTI, 2000).
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No Brasil, sdo encontradas mais de 192 espécies, distribuidas em 27 géneros.
(NOGUEIRA-NETO, 1997; CRANE 2004). Estas abelhas sdo nativas e estdo presentes em
todo o territério nacional, embora as espécies difiram de regido para regido, algumas destas
muito populares e criadas especialmente para produgdo de mel, sobretudo na regidao Norte e
Nordeste (ALVES et al., 2007). Dentre elas conhecidas popularmente, destacam-se as
espécies que sdo criadas racionalmente como Tetragonisca angustula (jatai), Melipona
quadrifasciata (mandacaia), Melipona bicolor (guaraipo ou pé-de-pau), Melipona rufiventris
(urugu amarela), Melipona compressipes (tiiba), Melipona subnitida (jandaira),
Nannotrigona testaceicornis (irai) e espécies conhecidas pela sua agressividade com
Trigona spinipes (Cachorrinho). (NOGUEIRA-NETO, 2000; SILVEIRA et al., 2002).

As localidades de maior ocorréncia destas espécies sdo: Fortaleza, Cascavel,
Maranguape e Baturité, no Estado do Ceard; Mossord, Areia Branca, Caic6, Currais Novos,
Jardim do Seridé e Parelhas, no Rio Grande do Norte; Araripina e dreas da Chapada do
Araripe, em Pernambuco (divisa com Ceard); Rodelas, Paulo Afonso, Gléria, Miguel-
Calmon e varias localidades do Raso da Catarina, na Bahia (FERREIRA, 2007).

Como espécies mais comuns encontradas no Parand, destacam-se: a Jatai
(Tetragonistica angustula), que possui grande produtividade e qualidade de mel e
caracteristicas tteis para exploracdo racional; a Mandacaia (Melipona quadrifasciata) possui
poucos exemplares na natureza; as Mirins (Plebeia spp.) abelhas de pequeno porte, possuem
facilidade de escolha de locais para nidifica¢do, por isso sua presenga € mais comum ho
estado; Tubuna (Scaptotrigona bipunctata), um pouco agressiva, mas com abundancia de
mel (SILVA & CUNHA, 2013).

Como a diversidade de espécies de meliponineos € grande no Brasil, encontra-se com
frequéncia mais de uma espécie com o mesmo nome popular. Assim € que denominagdes
como "Mirim”,"Mosquito","Jandaira", "Mandagaia" e "Urucu" sdao comuns em todo o pais,
mas a espécie de abelha a que se referem € diferente entre regides, estados ou mesmo
localidades brasileira (Tabela 1).

As abelhas sem ferrao sao extremamente dependentes do ambiente onde vivem fato
relacionado a intima ligagdo com os recursos florais disponiveis em diferentes regides e a
climas especificos (KERR & FILHO, 1999, SILVEIRA et al., 2002). Os ecossistemas
brasileiros, em especial o amazobnico, possuem muitas caracteristicas que favorecem a
criacdo das abelhas. Dentre elas, podem-se citar: clima quente, flora rica em espécies
fornecedoras de mel, pdlen e resina e, principalmente, uma floracdo mais distribuida ao

longo do ano. Nos Estados do Pard sdo conhecidas cerca de 70 espécies diferentes de
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abelhas sem ferrdo, mas nem todas produzem méis indicados ao consumo humano ou em
quantidade suficiente para o seu aproveitamento comercial (MAGALHAES, 2010). Segundo
Magalhaes (2010) as espécies mais criadas entre os agricultores do Pard sdo: urugu-amarela

(Melipona flavolineata), urugu-cinzenta (M. fasciculata) e jatai (Tetragonisca angustula).

Tabela 1- Principais espécies de abelhas sem ferrdo criadas nas diferentes regides do Brasil

(Villas-Bdas & Jeronimo, 2012).

Regido Nome Cientifico Nome(s) populare(s) Estados
Melipona compressives Jupard, Jandaira, Jandaira-preta AC, AM, AP, PA, RO, RR, TO
Norte Melipona fasciculata Tiuba, Urucu-Cinzenta PA, TO
Urugu-boca-de-renda, Jandaira-
Melipona seminigra amarela AM, PA
Scaptotrigona sp Canudo AC, AM, AP, PA,RO, RR, TO
Melipna asilvai Monduri, Rajada AL, BA, CE, PB, PE, PI, RN, SE
Melipona fasciculata Tidba MA, PI
Nordeste Melipona mandacaia Mandacaia AL, BA, CE, PB, PE, PI, RN, SE
Melipona quadrifasciata Mandacaia Al, BA, PB.,PE, SE
Urugu, Urucu-Nordestina, Urucu-
Melipona scutellaris verdadeira AL, BA, CE, PB, PE, RN, SE
Al, BA, CE, MA, PB, PE, PI, RN,
Melipona subnitida Jandaira, Urucu SE
Melipona compressives Jandaira, Urucu GO, MS, MT
Melipona rufiventris Urucu-amarela GO, MS, MT
Centro-
Oeste Melipona seminigra Urugu MT
Scaptotrigona sp Canudo GO, MS, MT
Tetragonisca angustula Jatai GO, MS, MT
Melipona bicolor Guarupt, Guaraipo ES, MG, RJ, SP
Sudeste Melipona quadrifasciata Mandacaia ES, MG, RJ, SP
Melipona rufiventris Urucu-amarela MG, SP
Tetragonisca angustula Jatai ES, MG, R]J, SP
Melipona bicolor Guarupu, Guaraipo PR, RS, SC
Sul Melipona quadrifasciata Mandagaia PR, RS, SC
Melipona mondury Monduri PR, RS, SC
Tetragonisca angustula Jatai PR, RS, SC

Os meliponineos vém despertando o interesse de cientistas e agricultores ha pouco
mais de um século. Eles estdo interessados em produtos como mel e pdlen e mais
recentemente o estudo da biologia, manejo e o trabalho de polinizacdo realizado por esse
grupo de abelhas (NOGUEIRA-NETO, 1997; SILVEIRA et al., 2002).

A seguir serdo apresentadas algumas das caracteristicas bdasicas das abelhas sem

ferrdo que foram objetos desse estudo.
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2.2.1. Melipona compressipes fasciculata Smith,1854

A denominacdo popular varia de regido para regido, a Melipona compressipes
fasciculata é atiiba no Maranhao, urucu cinzenta no Pard e Amapd, e jupard no Acre e
Amazonas.

Melipona fasciculata Smith (tiiba) vem sendo cultivada hd séculos pela populacao
indigena, é boa produtora de mel, além de produzir o geoprépolis. Ambos os produtos
possuem boa aceitacdo pela populagdo e valor comercial (KERR, 1987; NOGUEIRA-
NETO, 1997; CAMARA et al., 2004).

O Maranhdo abriga uma grande variedade de ecossistemas (restinga, manguezais,
cocais, caatingas, cerrado, floresta tropical imida) que proporcionam em seu territorio a
presenca de uma grande diversidade de espécies de abelhas. Dentre as quais se destacam o0s
meliponideos, sendo abelha tiiba (M. fasciculata) uma das preferidas dos criadores dessa
regido devido a sua rusticidade, boa desenvoltura as condi¢des climdticas da regido e ao
potencial de producdo das suas colmeias. A criacdo dessa espécie tem desempenhado um
importante papel econdmico como fonte de renda, principalmente, para vérias familias de
baixo poder aquisitivo do interior do Estado (MARTINS et al., 2011).

Na natureza, as abelhas titiba constroem seus ninhos em ocos de arvores, sendo a

entrada da colmeia feita de uma mistura de barro e resina (Figura 5).

Figura 5. A abelha tiiba (Melipona fasciculata), espécie nativa sem ferrdo, vem sendo
criada na baixada maranhense para a produ¢do de mel (Foto de Giorgio Venturineri).

O ninho € formado por um conjunto de favos horizontais, utilizados para criacdo da
prole, um invélucro que protege este ninho, um conjunto de potes de mel e de pélen, em

geral fora do invélucro, com algumas pequenas bolas grudentas de resina aderentes aos
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favos ou invélucros para defesa, estando acima e abaixo os batumes de barro e resina que
marcam os limites superior e inferior do oco ocupado (KERR, CARVALHO,
NASCIMENTO, 1996).

O manejo dessas abelhas € feito com informacdes que os criadores adquiriram e vao
passando de geracdo a geracdo, sendo poucos o0s que recebem um apoio técnico
especializado. Embora ela seja uma espécie amplamente manipulada pelo homem, pouco se

conhece sobre o seu habito alimentar.

2.2.2. Scaptotrigona sp (canudo)

Sdo muitas as espécies e subespécies desse tipo de abelha que ocorrem com grande
frequéncia na regido Amazonica. Habitam naturalmente regido litoranea, como também sdo
comumente encontradas em reduto dentro da mata mais densa e algumas regides serranas.

As abelhas canudo-amarela (Scaptotrigona sp) sd@o de pequenos porte, bastante
populosas e defensivas (Figura 6). Um das espécies mais produtivas da Amazodnia,

largamente criada no municipio de Belterra-Para.

Figura 6. Operaria de Scaptotrigona spou canudo-amarela
(Foto de Giorgio Venturineri)

2.2.3. Tetragonistica angustula(Latreille 1811)

As abelhas da espécie Tetragonistica angustula sio de pequeno porte, e
popularmente conhecidas como Jatai (Figura 7). Entre as abelhas indigenas sem ferrdo, a
jatai (T. angustula), pode ser considerada a mais conhecida no Brasil, produzindo um dos
méis mais consumidos e alcancando elevado preco no mercado. Esta abelha possui ampla

distribuicdo geografica, ocorrendo em todo o territério nacional e, apesar da baixa
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quantidade de mel produzido por coldnia, j& vem sendo manejada hd muito tempo em
diversas regides do pais, caracterizando-se como espécie protagonista da meliponicultura
nas regides sudeste e sul. Muitos produtores chegam a ter centenas de colmeias de jatai
(Villas-Bbdas & Malaspina, 2005.)

Sdo muito faceis de serem encontradas, especialmente porque conseguem construir
seu ninho em uma grande variedade de cavidades, como, por exemplo, dentro de muros e
paredes de casas. Seu mel € um dos mais apreciados entre todas as abelhas sem ferrdo,
contudo, sua producdo € muito pequena. Possuem ampla distribui¢do geogréfica, ocorrendo
naturalmente nos estados do Amazonas, Amap4, Bahia, Espirito Santo, Maranhdo, Minas
Gerias, Paraiba, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Cataria e Sao Paulo. E facilmente
localizada na natureza, pois constroi seu ninho em locais de facil visualizag¢do, devido ao
aspecto caracteristico da entrada do ninho formando um tubo construido com cerume mole.
O invélucro é presente e desenvolvido em volta dos favos e os potes de alimentos sdo
pequenos. A producio de mel por coldnias pode variar de 0,5 a 1,5 litro de mel/ano e € uma

das abelhas mais criadas no Estado de Sao Paulo ( NOGUEIRA-NETO).

Figura 7. Abelhas T. angustula (jatai) no ninho
(http://www .ninha.bio.br/biologia/jatai.html)
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2.3. O mel das abelhas sem ferrao

A utilizagdo do mel na nutricdo humana nio deveria se limitar apenas a sua
caracteristica adogante, mas, principalmente, por ser um alimento de alta qualidade, rico em
energia e indmeras outras substancias benéficas ao equilibrio dos processos biolégicos do
nosso corpo. O mel € bastante apreciado por seu sabor caracteristico e por seu valor
nutricional. A qualidade nutricional do mel como as vitaminas, minerais, valor energético
elevado, suas propriedades medicinais e propriedades sensoriais atrai cada vez um ndmero
maior de consumidores (ESCOBAR & XAVIER, 2013).

O mel produzido por meliponineos possui caracteristicas muito distintas quando
comparados ao mel produzido pela abelha do género Apis. Além disso, € um valioso
produto, com uma longa tradicao de consumo nas dreas de ocorréncia dessas abelhas ao qual
sao atribuidos varios usos medicinais, além de possuir elevados precos de comercializagao,
apresentando demanda crescente no mercado. Entretanto ele ndo € incluido nas normas
nacional ou internacional que regulam o mel, devido ao pouco conhecimento sobre a
composi¢ao desse produto e da diversidade de espécies de abelhas existentes (ALMEIDA-
MURADIAN et al., 2007).

As abelhas sem ferrdo produzem méis de sabores variados e muito apreciados por
quem conhece. Enquanto coletam néctar para produzi-lo, essas abelhas polinizam flores e
ajudam a biodiversidade. Como muitas dessas espécies produzem mel saboroso, é muito
grande a procura pelos proprios meleiros, que retiram o mel destruindo a colmeia, assim
contribuindo para a extin¢do dessas abelhas em algumas regides.

A falta de padrdes oficiais que regulamentem o mel de abelhas sem ferrdo, o
problema de adulteracdo deste produto, a diversidade de espécies de abelhas produtoras e o
pouco conhecimento sobre a flora explorada sdo questdes que devem ser investigadas para
se conseguir informagdes corretas sobre a composi¢do quimica e caracteristicas gerais sobre
o produto.

Diversos grupos de pesquisas tem buscado a construcdo de uma base de dados
consistente para a proposicdo de padrdes de qualidade como subsidio a caracterizacdo do
mel de abelhas sem ferrdo. Nesses estudos sdo utilizados métodos de rotina aplicados ao
controle de qualidade de méis de abelhas Apis, tais como: agicares redutores, sacarose
aparente, acidez livre, cinza, atividade diastdsica, hidroximetilfurfural e conteido de

umidade.
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Os resultados obtidos para as andlises desses méis tém indicado que a tentativa de
aplicar as padronizacdes nacionais, ou mesmo internacionais, estabelecidas para mel de A.
mellifera tém gerado problemas quanto a avaliacdo da qualidade do mel in natura produzido
pela abelha sem ferrdo. Estudos realizados para caracterizar o mel de abelhas jatai t€ém
demonstrado que alguns requisitos, como umidade e acucares redutores, encontraram-se em
desacordo com o que a legislagdo determina.

Comparado ao mel de A. mellifera, as caracteristicas mais relevantes do mel de
meliponineos sdo: os maiores valores de dgua, acidez livre, condutividade elétrica, maltose e
nitrogénio e menores valores de diastase em mel de espécies de Melipona (VIT et al, 2004;
BOGDANOV etal., 1996). Uma das grandes vantagens do mel das abelhas sem ferrdo
refere-se ao teor de aciicar do mel das meliponas e trigonas, menor que o mel das Apis,
chegando a 70 %. Tem maior concentracdo de levulose, um acticar mais doce que a
sacarose. Ja o teor de dgua € maior, variando entre 23 e 30 %, conforme a espécie. Sua cor
varia do quase transparente ao ambar, € 0 aroma, sabor e niveis de acucares dependem do
paladar, da espécie, da época, da regido e, principalmente, da florada ( SOUZA et al., 2009).

Embora o mel seja composto principalmente de uma solucdo supersaturada de
acucar, ele também apresenta uma fracdo menor de diferentes constituintes, tais como
vitaminas, minerais, enzimas, substancias polifendlicas como 4cidos fendlicos e flavonoides,
aminodcidos livres e numerosos compostos volateis (AYOUB, et al, 2009;. BARONI, et al,
2006). No entanto, esta menor fracdo da composi¢do total tem sido apontada como a
responsavel pelas propriedades organolépticas e nutricionais do mel,tanto de Apis quanto de
melipona (MANYI-LOH et al., 2011a).

A composi¢do do mel estd fortemente associada a sua origem botinica e também
com a drea geografica, porque o solo e o clima determinam a caracteristica da flora
(KUCUK et al., 2007). Dependendo da origem botéanica, o mel pode ser classificado como:
floral, quando ele é derivado do néctar das plantas, ou nao-floral (melato) quando ele é
derivado de depdsitos doces secretados pelas partes vivas de plantas ou excretado por
insetos sugadores (MANYI-LOH, 2011b). De acordo com a origem entomoldgica, varios
tipos de abelhas produzem e armazenam mel em favos de cera de abelha (Apis cerana, Apis
dorsata, Apis florea, Apis mellifera) (MICHENER, 2000) ou em potes de cerume pela
grande biodiversidade de abelhas sem ferrdo (Meliponini) (CAMARGO e PEDRO, 2007).

Segundo Carvalho e colaboradores (2013), entende-se por mel floral das espécies de
abelha sem ferrdo do género Melipona, o produto alimenticio produzido por estas abelhas, a

partir do néctar das flores, que as abelhas recolhem, transformam, combinam com
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substancias especificas prdoprias, armazenam e deixam maturar nos potes dentro das
colonias. O mel das espécies de abelha sem ferrdo do género Melipona é uma solucio
concentrada de actcares com predominancia de glicose e frutose. Contém ainda uma mistura
complexa de outros carboidratos, enzimas, aminodcidos, &4cidos organicos, minerais,
substancias aromadticas, pigmentos e graos de pélen, podendo conter cerume procedente do
processo de extracao por sucgao.

Apesar do mel produzido a partir da meliponicultura apresentar uma quantidade
menor, quando comparada com a producdo das abelhas A. mellifera, possui um grande
diferencial que sao sabor e aromas unicos, o que valoriza muito esse produto no mercado
(CARVALHO et al., 2003).

A diversidade de espécies com potencial de produgdo, suas especificidades
comportamentais e preferéncias proporcionam caracteristicas distintas aos produtos das
abelhas sem ferrdo em relagdo aos produtos da espécie melifera. Essas particularidades dos
produtos meliponicolas, especialmente do mel, tem motivado diversos estudos para a sua
caracterizacdo fisico-quimica e microbiolégica (EVANGELISTA-RODRIGUES et al.,
2005; SOUZA et al., 2006; DARDON e ENRIQUEZ, 2008; VIT et al., 2009; OLIVEIRA,
2012; LAGE et al., 2012), além de adequacdo de métodos de colheita, beneficiamento e
armazenamento (CARVALHO et al., 2009; VILLAS-BOAS, 2012).

2.4. Caracterizacao Fisico-quimica do mel

A presenca e quantidade de diversas substancias definem as caracteristicas fisico-
quimicas do mel, a exemplo dos glicidios, enzimas, aminoécidos, 4dcidos, 4gua, minerais,
flavonoides, vitaminas, pigmentos, cera, graos de pdlen e outras substancias biologicamente
ativas (HOOPER, 1981). Os percentuais destas substincias podem variar a depender da
origem da matéria-prima, condi¢des edafoclimédticas, manejo das colonias e armazenamento
(CODEX ALIMENTARIUS, 2001; WHITE JUNIOR, 1978).

A Legislacdao Brasileira regulamenta a padronizacdo do mel para fins comerciais,
atendendo as necessidades da apicultura, mas ndo em relacio a meliponicultura,
promovendo assim a necessidade da elaboragdo de uma legislacdo que atenda por completo
as necessidades dessa atividade (ALVES er al., 2005). Segunda essa legislacdo que
determina a identidade e requisitos minimos de qualidade do mel Apis destinado ao consumo

N

humano direto, define parametros: quanto a maturidade (actcares redutores, umidade,
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sacarose aparente), a pureza (sélidos insoliveis em dgua, minerais ou cinzas e pdlen), e a
deteriorac¢do (acidez livre, atividade diastdsica e HMF) (BRASIL, 2000).

De acordo com as legislacdes, brasileira e internacional vigentes, Brasil (2000),
Mercosul, (1999) e Codex Alimentarius (2001), ndo hd exigéncias da realiza¢do de anélises
microbioldgicas para avaliacdo de controle de qualidade de mel, estabelecem apenas que
seja seguidas boas praticas de higiene durante todo o processo de manipulacdo com o
produto.

Tradicionalmente, as pesquisas de andlises fisico-quimicas sdo as mais aplicadas para
determinar a qualidade e caracterizar a composicdo dos alimentos. De maneira geral, o
mel produzido pelas espécies de meliponineos apresenta diferencas em alguns parametros
fisico-quimicos quando comparados ao mel produzido por A. mellifera, principalmente com
relacdo a sua umidade, que é bastante elevada, tornando-o menos denso que o mel das
abelhas africanizadas, e mais suscetivel a fermentacao.

Trabalhos sobre as caracteristicas dos méis de meliponineos sdo escassos,
considerando o numero de espécies existentes, e em geral, utilizam os parimetros de
qualidade aplicados aos méis de Apis, tais como: teor de HMF, atividade diastdsica,
conteddos de cinza, acidez, umidade e teor de actiicares (ALMEIDA-MURADIAN et al.,
2013; SILVA et al., 2013; MONTE et al., 2013; HOLANDA et al., 2012; ALVES et al.,
2005).

Segundo Carvalho e colaboradres (2013) levantamentos recentes realizados no
Brasil, em especial na regido Nordeste, revelaram que as espécies de abelhas sem ferrdo com
maior nimero de amostras de mel analisadas sdo as pertencentes ao género Melipona,
notadamente as espécies M.scutellaris, M. quadrifasciata anthidioides e M.mandacaia.
Somente no Estado da Bahia, foram computadas mais de 1.000 amostras analisadas de mel,
pertencentes a diversos géneros, subsidiando diversos trabalhos académicos (SODRE, 2005;
SANTOS, 2010; MOURA, 2011; OLIVEIRA, 2011; VIEIRA, 2011; CLARTON, 2012;
OLIVEIRA, 2012; e VERAS, 2012).

Procurando ajustar essas condigdes as espécies de meliponineos do Brasil,Villas-
Bodas e Malaspina (2005) apresentaram uma sugestdo de faixa de variacdo dos principais
parametros fisico-quimicos para o mel das abelhas sem ferrdo e A. mellifera.
Adicionalmente, outras variacdes obtidas por diversos autores quanto ao perfil fisico-
quimico de amostras de mel produzidas por Melipona e outros géneros de abelhas sem

ferrdo também foram apresentados por Souza et al. (2006) (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas utilizadas para controle de qualidade de méis
de Apis e meliponineos (CARVALHO et al, 2013).

Pardmetros fisico-quimicos A B C D
Umidade (%) Maiéximo de 20 Maiaximo de 30 Maiaximo de 35 27,2
Actcares Redutores (%) Minimo de 65 Maximo de 50 Maximo de 50 69,1
Sacarose aparente (%) Maiaximo de 6 Maximo de 6 Maximo de 6 2,2
Cinzas (%) Maximo de 0,6 Maximo de 0,5 Maximo de 0,6 0,2
Acidez (meq.Kg") Maiximo de 50 Miximo de 85 Miaximo de 70 41,8
Atividade diastésica (Gothe) Minimo de 8 Maiéximo de 3 Maiéximo de 3 3,1
Hidroximetilfurfural(mg.Kg™) Maiximo de 60 Maiximo de 40 Maiximo de 40 16
Sélidos insoluveis (%) Maximo de 0,1 - Maximo de 0,4 -

Valores Limites propostos: mel de Apis mellifera (A = Brasil, 2000), mel de Melipona (B = Vit et al., 2004), meliponineos
do Brasil (C = Villas-Bdas e Malaspina, 2005) e valor médio da variagdo encontrada para Melipona spp. em nivel mundial
(D = Souza et al., 2006).

E sabido que apesar da importincia dos méis das abelhas sem ferrdo, pouco se
conhece em termo de sua composicdo e ainda sdo insuficientes os estudos sobre suas
caracteristicas fisico-quimicas, que muitas vezes sao associadas as caracteristicas do mel das
abelhas africanizadas. Assim, se faz necessario estudar esse produto, porque os hédbitos das
abelhas nativas se diferenciam das abelhas africanizadas, podendo alterar também a

composi¢ao do produto (SOUZA, 2006).

Muitos dos parametros fisico-quimicos siao analisados com o objetivo de compara-
los com padrdes definidos por 6rgaos oficiais que sdo estabelecidos pelos paises, garantindo
de alguma forma a qualidade e a fiscalizagdo do mel. As andlises fisico-quimicas indicadas
pela legislacdo brasileira para o controle de qualidade do mel puro de Apis mellifera sao:
quanto a maturidade (agucares redutores, umidade, sacarose aparente), pureza (sélidos
insoliveis em &4gua, minerais ou cinzas e polen), e deterioracdo (acidez livre, atividade
diastdsica e HMF) (BRASIL, 2000). Outros parametros podem ser utilizados no sentido de
fornecer informacdes que possam colaborar no conhecimento deste produto. Os mais

conhecidos serdo apresentados a seguir.

2.4.1. Umidade

A umidade no mel € uma caracteristica importante por influenciar na sua

viscosidade, peso especifico, maturidade, cristalizacdo e sabor (SEEMANN & NEIRA,
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1988), e pode ser alterado apds a sua retirada da colmeia, em func¢do das condi¢des de

armazenamento depois da extracao.

A agua presente no mel é o segundo constituinte em quantidade, podendo variar para
o mel de Apis, antes da completa desidratacdo, entre 15,00 e 21,00% do conteddo total,
dependendo do clima, origem floral e condi¢des de coleta. Normalmente, o mel maduro tem
menos de 18,60% de umidade (HORN et al., 1996), tendo uma grande relacio com
deterioracdo, ji que quando encontrada acima de um limite méximo (20%) o mel estard
sujeito a fermentagio (FRIAS & HARDISSON, 1992).

Certos microrganismos osmofilicos (tolerantes ao agicar) quando presentes no mel
multiplicam-se com o aumento da umidade, favorecendo o seu processo de fermentagdo.
Estes microrganismos estdo presentes nos corpos das abelhas, no néctar, no solo, nas dreas

de extracdo e armazenamento do mel (WHITE J UNIOR, 1978).

2.4.2. pH

O pH determinado no mel refere-se aos fons hidrogénio presentes numa solugdo e
pode influenciar na formagao de outros componentes, como na velocidade de produgdo do
hidroximetilfurfural (VIDAL & FRAGOSI,1984).

Em geral, todos os méis apresentam pH baixo, sendo formados por dcidos organicos,
alguns volateis e outros inorganicos (SIMAL & HUIDOBRO, 1984). Esta caracteristica do
mel pode ser influenciada pela sua origem, sendo geralmente inferior a 4,00 para mel de
origem floral e superior a 4,50 para os méis de melato (FRIAS & HARDISSON, 1992).
Pode ainda ser influenciado pela concentracdo de diferentes &cidos, do cdlcio, sédio,
potdssio e outros constituintes das cinzas (SEEMANN & NEIRA, 1988). Os méis brasileiros
de Apis tém o valor de pH variando de 3,20 a 4,60, enquanto os de meliponineos variam de
3,20 a 4,80 (CORTOPASSI-LAURINO & GELLI, 1991).

O pH do mel ndo estd diretamente relacionada com a acidez por causa da acdo de
tamponamento dos vdrios dcidos e minerais presentes. Este parametro é de grande
importancia durante a extracdo e armazenamento do mel porque influéncia a sua textura,

estabilidade e vida de prateleira (GOMES et al., 2009).

De acordo com a legislacdo vigente, atualmente ndo hé indicacdo de andlise de pH
como obrigatdria para a qualidade do mel. Embora ndo seja obrigatéria no controle de

qualidade, tem-se observado na literatura que este parametro vem sendo apresentado porque



21

contribui como uma varidvel que auxilia no controle microbiol6gico do mel. Um baixo valor
de pH (faixa de pH 3,37 — 4,83) inibe a presenca e o crescimento de microorganismos

(TERRAB et al., 2002).
2.4.3. Acidez

O mel contém d4cidos que contribuem para sua estabilidade frente ao

desenvolvimento de microrganismos.

A acidez do mel é resultado da presenca de 4cidos orginicos, representada
predominantemente pelo dcido gliconico produzido a partir da D-glicose por uma reagdo
catalisada pela enzima glicose oxidase que converte primeiro a glicose na lactona
(gliconolactona) que por sua vez sofre hidrélise e da origem ao acido gliconico. Dessa forma
existe um equilibrio entre as concentracdes desses dois ultimos compostos (ALVES et al,
2012). A acidez pode ser explicada também pela a¢ao das bactérias durante a maturacao do
mel (RUIZ-ARGUESSO & RODRIGUES-NAVARRO, citados por WHITE Jr, 1989) e
ainda a quantidade de minerais presentes no mel (WHITE JR, 1989).

Todos os outros acidos (acético, benzdico, butirico, citrico, fenilacético, férmico,
isovalérico, lactico, maléico, oxélico, propionico, piroglutdnico, succinico e valérico)

estdo presentes em quantidades menores (CRANE, 1983).

A acidez do mel tem sua origem na variagdo dos acidos organicos causada pelas
diferentes fontes de néctares, pela acdo da enzima glicose-oxidase, pela agao das bactérias
durante a maturacdo do mel e pelas quantidades de minerais presentes no mel (HORN et al,
1996). Estes acidos estdo dissolvidos em solucdo aquosa no mel e produzem ions de
hidrogénio que promovem a sua acidez ativa permitindo, assim, indicar as condigdes
de armazenamento e o processo de fermentacdo (CORNEJO, 1988).

De acordo com Frias & Hardisson (1992) quando o mel é aquecido em excesso
forma-se o hidroximetilfurfural por decomposicao de certos acticares os quais, por sua vez,
se decompdem nos acidos levulinicos e féormico, contribuindo ambos para valores maiores

de acidez.
2.4.4. Hidroximetilfurfural

O hidroximetilfurfural, comumente chamado de HMF, talvez seja o constituinte
secundario do mel mais discutido. Sua formagao estd relacionada a reacdo de certos agucares

com 4cidos, principalmente pela decomposicdo da frutose (Figura 8) (BOGDANOV, 2009b;
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WHITE JUNIOR, 1976). Normalmente, uma pequena quantidade de HMF é encontrada nos
méis de Apis recém-coletados (HORN et al., 1996). Sua presenca ¢ um indicador de
qualidade do mel. Quando presente em niveis elevados indica uma queda no valor nutritivo
do mel pela destrui¢do, por meio de aquecimento, de algumas vitaminas e enzimas que sao
termolabeis (VERISSIMO, 1988).

A determinacdo de hidroximetilfurfural (HMF) € um parametro amplamente
utilizado para avaliar o grau de frescor e/ou superaquecimento do mel. A quantidade do
HMF observada numa andlise de mel pode ser utilizada como indicador de qualidade, sendo
que os valores aumentam mais rapidamente em méis submetidos a altas temperaturas,
armazenamento prolongado, adi¢do de acucar invertido, além também de ser afetado pela
acidez, pH, dgua e minerais presentes no mel. (CRANE, 1985; SALINAS et al., 1991;
SEEMANN & NEIRA,1988).

Nos paises subtropicais os méis podem ter naturalmente um alto conteido de HMF

sem que o mesmo tenha sido superaquecido ou adulterado, em funcdo das altas temperaturas

da regido (WHITE JUNIOR, 1992).
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Figura 8 - Mecanismo de formacao do HMF (5-hidroximetilfurfural). (BOGDANOYV, 2009b)

2.4.5. Acicares Redutores

O mel € rico em acucares, sendo encontrada glicose, frutose, sacarose, maltose,
isomaltotetraose, dentre outros (CRANE, 1983).
Os acgucares sdo os principais componentes do mel, onde os monossacariedos

(frutose e glicose) estdo em torno de 85,00 a 95,00%, e o restante sdo dissacarideos
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(sacarose e maltose). Os acticares redutores tem capacidade de reduzir fons de cobre em
solucdo alcalina (MARCHINI et al., 2004), destes a glicose, por ter pouca solubilidade,
determina a tendéncia a cristalizacdo do mel (Figura 9), assim, sua precipitagdo aumenta o
teor de umidade da fase aquosa que permite que células de leveduras osmofilicas se
multipliquem e provoquem fermentacdo. A frutose existe em grande quantidade no mel e,
por ter alta higroscopicidade, possibilita a dogura do mel (SOUZA, 2003; CARVALHO, et
al., 2005). A propor¢ao média de frutose no mel de Apis € de 39,30%, enquanto que a de
glicose € de 32,90%, sendo que mel com altas taxas de frutose podem permanecer liquido

por longos periodos (DANTAS, 2003).

Os demais aguicares do mel sdo representados por dissacarideos e trissacarideos
(WHITE JIjNIOR, 1979). Dentre os dissacarideos, a sacarose representa em média 2,00 a
3,00% dos carboidratos para os méis de Apis e quando superior a este valor, geralmente
indica um mel verde ou adulterado. O teor elevado deste acticar significa na maioria das
vezes uma colheita prematura do mel, isto €, um produto em que a sacarose ainda nao foi
totalmente transformada em glicose e frutose pela acdo da invertase ou de dcidos diluidos

(AZEREDO et al., 1999).

Figura 9. Aspecto do mel cristalizado no pote de Melipona mandacaia.
2.4.6. Proteinas

Apesar do pouco conhecimento sobre as caracteristicas proteicas, a ocorréncia de
proteina em mel € utilizada na detec¢do de adulteracio desse produto (CRANE, 1975).

Dentre os aminodcidos encontrados no mel, a prolina é o que estd presente em maior
quantidade, representando cerca de 50,00 a 85,00% do total para mel de Apis (WHITE
JUNIOR & RUDY]J, 1978). Estes amino4cidos sdo produtos da quebra da proteina e existem
em quantidades minimas em méis normais, estando sua origem mais relacionada as abelhas

do que as plantas (CRANE, 1983).
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Para amostras de méis de Tetragonisca angustula, provenientes de Campo Grande/MS,
Denadai e colaboradores (2002) constataram valor médio de 0,90% para a proteina. Ja para
amostras de Melipona (M. compressipesmanaosensis, M. rufiventris paraensis, M.
seminigra merrillae) da regido amazoOnica, Souza et al. (2004b) encontraram valores

variando de 0,20 a 0,80%.

2.4.7. Cor do mel

A cor do mel é um fator determinante no mercado mundial. H4 uma tendéncia dos
méis claros serem os preferidos pelos consumidores, consequentemente, tém um maior valor
comercial que os escuros (Figura 10). O sabor e o aroma dos méis, como de qualquer outro
género alimenticio, sio muito mais dificeis de serem avaliados quantitativamente que a cor.
Existe uma relacao imperfeita entre a cor e o sabor, pois acredita-se que os méis com sabor
agradavel sdo sempre claros, enquanto que os méis escuros tém, normalmente, um sabor

forte (WOOTTON et al., 1976; CRANE, 1983; GONZALES et al., 1999).

Figura 10. Variacio de cor em mel.

Durante o armazenamento pode ocorrer o escurecimento do mel e, paralelamente,
mudangas em suas propriedades organolépticas, influenciando na sua qualidade e aromas

originais (AUBERT & GONNET, 1983).

De acordo com Milum (1948), o escurecimento do mel durante a estocagem depende
da cor inicial deste produto. Este escurecimento tem relagdo com a origem botanica, o
processamento, o armazenamento, os fatores climdticos durante o fluxo do néctar e
atemperatura na qual o mel amadurece na colmeia (SMITH, 1967; SEEMANN &
NEIRA, 1988). Alguns componentes do mel também sdo determinantes para o
escurecimento deste produto como: proporcao de frutose/glicose, o conteido de nitrogénio

e aminodcidos livres, as substancias polifendlicas, o conteido de minerais e a instabilidade
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da frutose em solugdo acida (LYNN et al., 1936; SCHADE et al., 1958; BATH & SINGH,
1999).

2.5. Propriedades terapéuticas do mel de abelhas sem ferrao

O mel contém cerca de 200 substincias, além de acgucares e 4gua. H4 um particular
interesse nos polifendis (4cidos fendlicos, flavonoides e seus derivados), terpenos, esteroides
e aminodcidos, que sdo considerados como uma parte importante da medicina tradicional
(KUCUK et al, 2007; AHN, 2007).

O mel produzido pelas abelhas sem ferrao € um alimento que contém propriedades
necessdrias a nutricdo humana, como carboidratos, proteinas, minerais e vitaminas. Esse mel
possui, também, uma elevada atividade antibacteriana e, € tradicionalmente utilizado em
terapias populares contra doencas pulmonares, resfriados, gripe, fraqueza e infec¢des de
olhos em vdrias regides do pais (DRUMOND, 2007; POSEY 1987). Devido a suas aptidoes
curativas este produto tem apresentado uma demanda crescente no mercado, alcancado
precos bem mais elevados do que o preco do mel das abelhas do género Apis (KERR &
NASCIMENTO, 1996). Essas inumeras substiancias presentes nos méis possuem
propriedades medicinais que s@o associadas as plantas das quais foi extraido o néctar, dai
serem utilizados na indudstria farmacéutica e medicinal, tanto na composicdo de
medicamentos como agentes profilaticos e suplementos dietéticos (SOCHA et al., 2009). As
diferentes caracteristicas dos méis sdo devidas a um grande nimero de pequenos
componentes provenientes do néctar e das préprias abelhas que conferem ao mel o seu
aroma particular e algumas das suas atividades antioxidantes (TOSI et al., 2008).

Além das propriedades nutricionais, a utilizacdo do mel na medicina popular se
deve também as suas propriedades farmacoldgicas. O crescente interesse no mel produzido
por meliponineos € devido a sua composi¢do, que tem sido associado com propriedades
antisséptica, antimicrobiana, anti-inflamatoria, e cicatrizante de feridas (SILVA et al, 2013;
VIT & TOMAS-BARBERAN, 1998).

E reconhecido que a maioria dos méis tem atividade antibacteriana e que esta
atividade é dependente de fatores fisicos e quimicos. A viscosidade de mel € suficientemente
alta para criar uma barreira fisica que inibe a contaminagdo da ferida por agentes infecciosos
presentes no ar. Devido alta concentracdo de agicar, o mel elimina a maioria das bactérias
por osmose. A atividade antibacteriana pode também ser parcialmente atribuida a acidez do
mel, ou a presenga de componentes fitoquimicos como flavonoides e os dcidos fendlicos e,

mais significativamente, a acdo do peroxido de hidrogénio produzido no mel, devido a
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presenca da enzima glicose-oxidase secretado pelas glandulas hipofaringéas das abelhas
(MOLAN, 1992)

Entre os componentes quimicos presentes no mel que poderiam ser responsaveis pela
atividade antibacteriana, os flavonoides e dcidos fendlicos sao os mais estudados. Pesquisas
tém verificado a atividade antibacteriana de derivados fendlicos presentes no mel (SNOW &
MANLEY-HARRIS, 2004). Weston e colaboradores (2000) descobriram que o seringato de
metila foi o principal constituinte da fracdo fendlica do mel de manuka da Nova Zelandia
responsavel pela atividade antibacteriana. Eles relacionaram tal atividade a capacidade dos
fendlicos de formarem complexos soldveis com proteinas e com a parede celular de
bactérias. Propriedades cicatrizante (KUMAR et al., 1993) e antioxidante (PONTE, 2003)
estdo também relacionadas a este derivado apicola.

Nesse sentido, diversos autores avaliaram o efeito antimicrobiano de méis
produzidos por espécies de abelhas indigenas sem ferrao, provenientes de diferentes paises.
Torres et al. (2004) evidenciaram a a¢do do mel de Tetragonisca angustula, proveniente da
Colombia, frente a bactérias Gram-positivas (Bacillus brevis, Bacillus megaterium, Bacillus
subtilis e Micrococcusluteus) e Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas syringae).
Ja os fungos Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum e Trichoderma viride nao foram
sensiveis ao tratamento com o mel da referida espécie. Dardon & Enriquez (2008)
comprovaram o efeito antimicrobiano de amostras de mel de nove espécies de meliponineos
da Guatemala para diversas bactérias e leveduras. Guerrini et al. (2009) demonstraram o
potencial antibacteriano do mel de abelhas nativas do Equador para Enterococcus faecalis,
E. coli, Pseudomonas aeruginosa e S. aureus subsp. aureus. Boorn et al. (2010)
comprovaram que o mel de 7. carbonaria apresentou amplo espectro de atividade
antibacteriana. Entretanto, a atividade contra Candida mostrou-se limitada.

Estevinho e colaboradores (2008) avaliaram a atividade antibacteriana dos extratos
de mel do Nordeste de Portugual usando trés bactérias Gram-positivas ( Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus lentus ) e trés bactérias Gram-negativas
(Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli). Nos ensaios
bioldgicos, os resultados mostraram que o S. aureus foram oS microrganismos mais
sensiveis e B. subtilis, S. lentus, K. pneumoniae e E. coli foram cada um moderadamente
sensivel a atividade antimicrobiana dos extratos de mel. No entanto, nenhuma atividade
antimicrobiana foi observada no ensaio com P. aeruginosa.

No Brasil, diversos estudos sobre a atividade antimicrobiana de méis de abelhas

nativas também tem sido realizados. Gongalves e colaboradores (2005) testaram a atividade
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antimicrobiana do mel de Nannotrigona testaceicornis “in vitro”, por meio de difusdo de
Agar, e observaram que os microrganismos Escherichia coli, Proteus spp., Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus pyogenes e Staphylococcus spp foram sensiveis ao mel testado.
Alves et al. (2008) comprovaram que o uso tépico de mel de Melipona subnitida em feridas
infectadas da pele de ratos estimulou a resposta imunoldgica, reduziu significativamente a
infeccao por bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, bem como o tempo de cicatrizacao.
Borsato e colaboradores (2013) avaliaram a atividade antibacteriana e antiftingica de 21
méis de diferentes meliponineos provenientes do Estado do Parand, que apresentaram
atividade para cepas de E. coli, S. aureus e C. albicans. Em estudos realizados por Pimentel
e colaboradores (2013) para mel produzido pelas abelhas sem ferrdo (M. compressipes
manaosensis) € mel comercial de Apis (eucalipto) oriundos de Manaus, eles encontraram
que os méis de Apis apresentaram maior atividade antibacteriana, inibindo apenas o
crescimento das bactérias Gram positiva. No entanto, o mel produzido pelas abelhas sem

ferrao apresentou atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positiva e Gram-negativas.

2.6. Metabolitos secundarios do mel de abelhas sem ferrao

Centenas de substincias bioativas jd foram encontradas em méis de espécies
Melipona em diferentes paises (ODDO et al, 2008.; OLIVEIRA et al, 2012.; SILVA et al.,
2013). Entre as substancias com atividade biolégica que estdo presentes no mel destacam-se
aquelas que apresentam capacidade antioxidante, como os 4cidos fendlicos e flavonoides, as
enzimas glicose-oxidase e catalase, que receberam aten¢do especial dos grupos de pesquisa,
devido ao seu papel na prevencao de doengas associadas com o stress oxidativo (ALJADI &
KAMARUDDIN, 2004).

Trabalhos relatados na literatura tem descrito que as substancias fendlicas presentes
no mel vém a partir do néctar de flores, pélen e propolis e, normalmente sdo compostas por
acido benzoico, dcido cindmico e seus ésteres, e alguns flavonoides (ESTEVINHO et al.,
2008; SILVA et al., 2013a).

Os resultados obtidos por Estevinho et al. (2008) a partir da identificagdo parcial de
substancias fendlicas no mel portugués por CLAE-DAD, demonstrou que os acidos p-
hidroxibenzdico (1) e cindmico (2), e os flavonoides naringenina (3), pinocembrina (4) e

crisina (5) foram as substincias presentes na maioria das amostras analisadas (Figura 11)
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HO

Figura 11. Acidos e flavonoides identificados por CLAE-DAD em mel Portugués
(ESTEVINHO et al., 2008)

Em outro trabalho, Silva e colaboradores (2013) estudaram o perfil fendlico da
fracdo acetato de etila do mel de M. subnitida coletadas no Estado da Paraiba e relatou uma
forte relacdo entre os resultados de atividade antioxidantes com DPPH (1,1-difenil-2-
picrilidrazil) e ABTS (4dcido 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) e as substancias
fendlicas: acido 3,4-diidroxibenzodico (6) (dcido protocatecuico), acido gélico (7) e acido
vanilico (8) (Figura 12).

/ O~_OH

@] OH

~

0. OH

H
OH HO OH ot

OH OH OH

_ 7 *

Figura 12. Acidos fenélicos encontrados em mel de M. subnitida (SILVA et al., 2013)

Em outro trabalho realizado por Silva e colaboradores (2013a) para mel produzidas
por Melipona (Michmelia) seminigra merrillae, coletados em municipios distribuidos na
regido central e sul do estado do Amazonas, no Brasil, foram analisadas o contetdo e perfil
de substancias fendlicas e antioxidantes. Catorze substancias foram identificadas, entre elas,

o 4cido cis, trans-abscisico (9) (ABA), o flavonoide taxifolina (10), que segundo os autores
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nao tinha sido descrito em méis de abelhas sem ferrdo, além de catecol (11), sendo relatado

em amostras de mel do Brasil pela primeira vez (Figura 13).

/ OH \

OH
HO o) @
: OH

OH

OH

OH OH O

Figura 13. Substancias identificadas em mel de Melipona s. merrillae.

Os polifendis sdo substancias naturais - metabdlitos secunddrios de plantas - com
estruturas fendlicas variaveis, e sao os antioxidantes mais abundantes em nossa dieta. Eles
sao comuns nas frutas (macas, amoras, mirtilos, meldo, roma, cerejas, uvas, peras, ameixas,
framboesas, morango), vegetais (brocolis, aipo, cebola, salsa), graos, cereais , casca, raizes
(como a cenoura), azeite, legumes secos, chocolate, mel e bebidas, como ché verde e branco,

café, sucos de frutas e vinho tinto (MANACH et al, 2004; SCALBERT et al, 2005).

Os antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais, e algumas
vezes, como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de inicia¢do como na propagacao do
processo oxidativo. Os produtos intermedidrios formados pela a¢do destes antioxidantes sao
relativamente estdveis, devido a ressOnancia do anel aromdtico apresentado em suas

estruturas.

2.7 Métodos de caracterizacio do mel

Cada mel € tnico na sua composicdo quimica, a quantidade e a combinacdo dos
varios componentes ddo a cada mel caracteristicas organolépticas unicas e individuais. O
controle e a caracterizacdo da qualidade e origem botanica dos méis sdo de grande
importancia e interesse na meliponicultura e na apicultura.

Quando se discute a caracterizacdo do mel, também descrita como autenticidade do
mel, tem que se pensar em dois aspectos diferentes: autenticidade em relacdo a produgdo de

mel, e autenticidade em relacdo a descri¢ao da origem geografica e botanica. Para identificar
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a autenticidade de méis vdarias abordagens t€m sido usadas. Hoje, as técnicas mais
importantes para determinar ou certificar a origem botanica e geografica de méis sdo as
andlises melissopalinoldgicas, parametros fisico-quimicos, perfil quimico e a avaliacdo das
caracteristicas organolépticas. A identificacdo da origem floral de méis é uma tarefa dificil e
ndo existe atualmente um método que forneca resultados precisos e inequivocos. Existem
muitas espécies de abelhas produtoras de méis e fontes florais, e estas sao influenciadas pelo
clima, solo, temperatura e condi¢gdes de crescimento.

Em geral, a maior parte dos trabalhos que procuram provar a autenticidade do mel
leva em conta, principalmente, métodos analiticos adequados para a deteccdo da origem
geografica e botanica do mel. Considerando que a determinacdo de alguns pardmetros
individuais, tais como o teor de S5-hidroximetilfurfural (HMF), umidade, atividade
enzimatica, nitrogénio, mono- e dissacarideos ndo leva a qualquer informagdo sobre a
origem botanica e geografica, tem sido desenvolvidos alguns métodos adequados que se
baseiam na andlise de componentes especificos (biomarcadores) ou na andlise de
multicomponentes.

A avaliagdo da qualidade do mel pela andlise polinica e mesmo sensorial sao
métodos as vezes demorados e que dependem muito do treinamento do analisador. Além
disso, alguns tipos de adulteracdes (por exemplo, a adicdo de agucar concentrado)
dificilmente podem ser detectados com estes métodos.

Embora o mel seja composto principalmente por agucares e &agua, as fracoes
quimicas menores, na verdade, sdo as que determinam a sua origem floral e também o seu
valor comercial. Essas fracdes menores sdo fortemente dependentes da origem botéanica ou
do néctar da planta (YAO et al., 2004). Assim, o desenvolvimento de metodologias
analiticas para a tipificacdo do mel vem recebendo muita atencdo no meio cientifico nos
ultimos anos; e as técnicas analiticas instrumentais tém surgido como alternativas
promissoras, muitas vezes por apresentar baixo consumo de reagentes e de amostra, rapidez
e robustez nas andlises e alta resolucdo na separagdo, identificacdo e quantificacdo de
diversas substancias (KASKONIENE & VENSKUTONIS, 2010; RIBEIRO et al., 2014).

Nas ultimas décadas, os métodos de controle de qualidade em conjunto com anélise
estatistica multivariada, tém sido usados com sucesso para classificar o mel de diferentes
regides geograficas, detectarem adulteragdo e descreverem suas caracteristicas quimicas
(CORDELLA et al., 2003; PUSCAS et al., 2013). Elas baseiam-se, por exemplo, na
determinacdo do perfil quimico dos flavonoides, substancias volateis, aminodcidos e na

composi¢ao de carboidratos.
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Recentemente, tém também sido propostos técnicas de ressondncia magnética
nuclear (RMN) para identificar e classificar o mel de diferentes origens florais e geogréficas.
Uma das principais vantagens desta técnica € que a informacao estrutural e quantitativa pode
ser obtida numa grande variedade de espécies quimicas em uma tnica experiéncia de RMN.
Outra vantagem dessa técnica comparada a outros métodos analiticos sdo: a abordagem nao-
invasiva e relativamente facil, aquisicdo de dados répida (CALIGIANI et al, 2007), e a
utilizacdo de pequena quantidade de amostra. Como o RMN € uma técnica poderosa usada
para obter informacao estrutural (BLAU et al, 2008; VALENTE et al, 2008), pode portanto
ajudar a compreender a estrutura de componentes em complexos sistemas como o do mel
(CAZOR, et al, 2006). Esta técnica é frequentemente aplicada a amostras de alimentos que
podem ser diretamente analisados como liquidos, mas a extragdo € muito simples e
procedimentos para preparo da amostra pode também ser usado.

Em trabalhos realizados por Consonni e Cagliani (2008) mostraram que a
composi¢do de diferentes carboidratos pode ser usada para distinguir méis de diferentes
origens geograficas e propds a possibilidade de separar mel de acdcia de polifloral. O
espectro de RMN de '*C foi sugerido como a melhor forma de examinar a composicdo de
carboidratos.

Como a riqueza de informagdo fornecida pelo espectro de RMN torna sua
interpretacdo complexa para ser analisada ou comparada a olho nu, a analise multivariada
pode, portanto, ser aplicada diretamente sobre os dados espectrais para extrair as
informacdes uteis. Diversos trabalhos t€m demonstrado a alta eficiéncia destes métodos
acoplados a espectroscopia para classificar amostras de méis ou para detectar alguma
adulteracdo.

A combinacdo da quimimiometria com dados de RMN também pode dar resultados
interessantes para fins de autenticacdo de alimentos em geral, tal como ja foi demonstrado
por diferentes autores (BERETTA et al, 2008; BOFFO et al, 2009; BOFFO, et al, 2009a;
CONSONNI & CAGLIANI, 2008; PRESTES et al, 2007.; SCHIEVANO et al, 2010). Lolli
e colaboradores (2008) utilizaram experimentos bidimensionais por RMN (HMBC)
juntamente com andlise estatistica multivariada, para classificarem amostras de diferentes
origens botanicas.

Técnicas quimiométricas tém sido amplamente utilizadas como as mais poderosas
ferramentas para caracterizar e classificar as amostras para a andlise da origem geografica e
botanica, como a andlise de componentes principais (PCA), minimos quadrados parciais

(PLS), andlise parcial de discriminag¢do por quadrados minimos (PLSDA) e modelagem
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suave independente da analogia de classes (SIMCA) (DI et al, 2002; EUI-CHEOL et al,
2010).

Portanto, a busca de métodos que possam ser mais rdpidos e adequados para a
caracterizacdo do mel nas andlises de rotina, particularmente quando estdo envolvidas
muitas amostras em um curto periodo de tempo, estdo sendo realizados com o auxilio de
novas técnicas instrumentais, tais como espectroscopia de absorcdo atdmica (AAS)
(HERNANDEZ et al., 2005), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (ZHOU et al.,
2014, AHMED et al, 1014; SALGUEIRO et al, 2014 ), cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM) (KUS” et al, 2014), Espectrometria de Massas com
Ionizacdo por "Electrospray" (ESI-EM) (BERETTA et al.,2007), Ressoniancia Magnética
Nuclear (JAMROZet al, 2013; TUBEROSO et al., 2010), Espectrocopia de Fluorescéncia
(SERGIEL et al, 2014), e Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) (ALMEIDA-
MURADIAN et al, 2013).

3. Objetivo Geral

Visando ampliar e produzir conhecimento sobre o mel de abelhas nativas sem ferrao,
faz-se necessdrio analisar estes méis de forma a determinar sua identidade, conhecer sua
composi¢do e avaliar seus efeitos na saide quando adotados na dieta da populagdo. Assim,
esse trabalho tem como objetivos avaliar a composi¢do fisico-quimica, identificar
biomarcadores potenciais e estudar a capacidade antioxidante in vitro de diferentes amostras

de méis elaborados por abelhas nativas.

3.1. Objetivos Especificos

- Analisar as amostras de mel de diferentes espécies de abelhas nativas quanto aos
seguintes parametros fisico-quimicos: cor e o teor de HMF utilizando método
espectrofotométrico, pH, acidez livre, actcares (redutores e nao redutores) e umidade.

- Determinar o contetido de aminodcidos livres pelo método de cddmio- ninidrina, e
proteinas totais pelo método de Bradford das amostras de méis in natura.

- Determinar o conteddo de fendlicos totais pelo método colorimétrico de Folin-
Denis e o contetido de flavonoides totais, através do método de complexagdo com cloreto de

aluminio das amostras de méis e dos seus extratos.
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- Realizar estudo da capacidade antioxidante para as amostras de méis in natura e
dos extratos pelos métodos de captura de radicais livres (DPPH e ABTS) e pelo poder de
reducdo do ferro (FRAP).

- Identificar e quantificar as principais substancias presentes nos extratos dos méis
através de cromatografia liquida em fase reversa (CLAE).

- Aplicar os métodos de andlise exploratéria (PCA) aos resultados das andlises fisico-
quimicas, de RMN de 'H e CLAE-DAD para verificar quais substancias sdo responsaveis
pela diferenciacao dos méis.

- Aplicar andlise multivariada para discriminar os méis produzidos por diferentes

espécies de abelha (meliponineos x mellifera).

4. Parte Experimental

4.1. Material e Métodos

Os solventes utilizados para os ensaios espectrofotométricos e andlises
cromatograficas foram metanol de grau espectroscépico (VETEC-RJ) e dgua ultrapura
(purificador Milli-Q -Millipore).

Os reagentes: carbonato de sddio anidro, cloreto de aluminio hexaidratado, tungstato
de sédio diidratado, 4cido fosfomolibdico, acido fosférico, ferrocianeto de potdssio, acetato
de zinco, bissulfito de sédio foram comprados da VETEC (RJ, Brasil). Enquanto os
reagentes 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ),
2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) [ABTS] e Trolox (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) foram obtidos comercialmente da Sigma-Aldrich
(USA). Os padroes de acido galico, HMF, acido protocatecuico, dcido p-hidroxi-benzoico,
acido ferulico, dcido p-cumadrico, 4dcido benzdico, naringerina, ABA (4cido abscisico), dcido
vanilico, luteolina e canferol utilizados em CLAE-DAD foram obtidos pela Sigma—Aldrich
(USA).

A separacdo cromatografica em coluna aberta utilizou resina Amberlite XAD-2
(copolimero de estireno e divinilbenzeno, com poro 9 nm e particula 0,3—-1,2 mm), obtida
comercialmente da Supelco (Bellefonte, PA, EUA).

As leituras de absorvancias foram realizadas em espectrofotdmetro UV-Vis (NOVA
2000 UV, Novainstruments, Sao Paulo) e as determina¢des de pH foram realizadas em

pHmétro (Analyser pH 300, Fisatom, Sdo Paulo). Os ensaios com DDPH foram
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determinados em leitor de microplacas ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorvent Assay),

modelo 680 Microplate Reader (Bio-Rad, Sao Paulo, Brasil).

As andlises cromatogréficas foram realizdas em um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia (CLAE), modelo Prominence da marca Shimadzu, constituido por duas bombas
série LC-20AT, detector de arranjo de diodos (série SPD-M20A), autoinjetor (SIL-10A) e
forno de coluna CTO-20A (Shimadzu). O controle do equipamento e aquisi¢ao dos dados
foi feito através do software LCSolution (Shimadzu). A fase movel utilizada na andlise por
CLAE foi composta de dgua ultrapura, metanol e dcido acético graus espectroscopicos
(VETEC, RJ, Brasil). A fase mével foi filtrada através de uma membrana de nylon 0,45 pm

(Sartorius) para remover todas as impurezas.

Os espectros de RMN 'H foram registrados em um espectrometro Bruker Avance
500 MHz (Bruker Biospin GmbH Rheinstetten, Karlsruhe, Alemanha) equipado com uma
sonda 5 mm e gradiente. Os extratos foram solubilizados em 600 pL. de metanol deuterado
(Cambridge Isotope Laboratories, Inc. 99,9 dtomo% D, Andover, Estados Unidos). Todos os
espectros foram registrados a 298 + 0.1 K, com 10330 Hz de largura espectral, 32 k pontos

de dados, 16 transientes e ganho do receptor constante.

4.2. Amostras de Mel

Nesse trabalho foram analisadas vinte amostras de méis de diferentes espécies de
abelha indigena, sendo oito de Scaptotrigona sp (abelha canudo) do municipio de Belterra-
Para, uma de Melipona fasciculata (abelha tiiba) do estado do Maranhdo, dez de
Tetragonisca angustula (abelha jatai) do municipio de Ilha Grande - Rio de Janeiro e uma
amostra cuja a espécie nado foi indicada pelo meliponicultor, do municipio de Inhangapi —
Pard (Tabela 3). Todas as amostras de méis foram obtidas de forma asséptica pelos
produtores diretamente das colmeias, na forma centrifugada e foram mantidos em frascos de

vidro ou plastico bem fechado sob refrigeragcao antes das anélises.
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Tabela 3 - Amostras de méis de abelhas sem ferrdo estudadas neste trabalho.

Cédigo das Amostras Espécie de abelhas Local Ano da coleta
SC1 Scaptotrigona sp Belterra- Para 2011
SC2 Scaptotrigona sp Belterra- Para 2012
SC3 Scaptotrigona sp Belterra- Para 2011
SC4 Scaptotrigona sp Belterra- Para 2012
SCs Scaptotrigona sp Belterra- Para 2013
SCeé Scaptotrigona sp Belterra- Para 2013
SC7 Scaptotrigona sp Belterra- Para 2013
SC8 Scaptotrigona sp Belterra- Para 2013
MF1 Melipona fasciculata Sao L.Maranhdo 2012
NI1 Nio Identificada Inhangapi- Para 2012
TA1l Tetragonisca angustula ITha Grande-RJ 2006
TA2 Tetragonisca angustula Ilha Grande-RJ 2006
TA3 Tetragonisca angustula ITha Grande-RJ 2006
TA4 Tetragonisca angustula Ilha Grande-RJ 2006
TAS Tetragonisca angustula ITha Grande-RJ 2006
TAG6 Tetragonisca angustula Ilha Grande-RJ 2006
TA7 Tetragonisca angustula ITha Grande-RJ 2006
TAS Tetragonisca angustula Ilha Grande-RJ 2006
TA9 Tetragonisca angustula ITha Grande-RJ 2006
TA10 Tetragonisca angustula Ilha Grande-RJ 2006

No ambito deste trabalho nao foram realizadas andlises fisico-quimicas bem como da
capaciade antioxidante de méis de Apis mellifera, no entanto, foram utilizados dados obtidos
e cedidos getilmente por Salgueiro (2012) e publicados recentemente (SALGUEIO et al,
2014) por serem de interesses para apliacacao da andlise multivariada na comparagdo como

os dados dos méis de abelha sem ferrio.

4.3. Analises Fisico-quimicas do mel de abelhas sem ferrao

Os procedimentos analiticos foram realizados de acordo as diretrizes e metodologias
recomendadas pela legislacao brasileira (BRASIL, 2000) e os parametros analisados foram

teor de umidade, cor, HMF, pH, acidez, agucares redutores e nao redutores.

4.3.1. Determinacao da Umidade

Pela Legislacao Vigente, o teor maximo de umidade permitido para méis de flores ou

de melato é de 20%. O principio deste método consiste na determina¢do do indice de
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refracdo do mel a 20°C que € convertido para o conteido de umidade através de uma tabela

de referéncia, a qual fornece a concentragdao como uma func¢do do indice de refragao.
Pesou-se 5g de mel e colocou-se no refratometro sendo anotado o valor dado

chamado de indice de refracdo. Com o indice de refracdo auxiliado pela Tabela de

Chataway, calculou-se a umidade do mel.

4.3.2. Determinacio espectrofotométrica da cor do mel

Para determinacdo da cor do mel foi utilizado o método descrito por Naab et al.,
(2008) obedecendo a escala Pfund (Tabela 4). Este método consiste na medida de
absorvancia a 635nm (Absess) de uma solucdo 50% (m/v) de mel em dgua. A amostra é
diluida e homogeneizada em banho de ultrasom e os testes realizados com trés repeticoes.
As médias das absorvancias foram convertidas para a escala Pfund, e a cor é expressa em

mmPfund, e calculada através da seguinte férmula:

Cor= (371,39 x Absgss) — 38,7

Tabela 4 — Classificacdo do mel de acordo com escala de Pfund (Naab et al., 2008).

Coloracao mmPfund Absgs
Branco d'dgua 0-8 0,104 — 0,125
Extra branco 8,1-16,5 0,125 -0,148
Branco 16,6 — 34 0,148 - 0,195
Extra ambar claro 34,1 - 50 0,195- 0,238
Ambar-claro 50,1 — 85 0,238 — 0,333
Ambar 85,1 - 114 0,333 - 0,411
Ambar escuro 114,1 ou mais 0,411 ou mais

4.3.3. Determinaciao do teor HMF no mel

A determinacdo do teor de 5-hidroximetilfurfural (HMF) nos méis foi realizada
segundo a metodologia descrita na Instru¢do Normativa recomendada pelo Ministério da

Agricultura e Abastecimento (BRASIL, 2000).
4.3.3.1. Preparo dos Reagentes

No preparo da solucdo de Carrez I, foram dissolvidos 15 g de ferrocianeto de

potdssio em 4gua destilada e o volume completado para 100 mL, em baldo volumétrico. Ja
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para a solucdo de Carrez II, foram dissolvidos 30g de acetato de zinco em dgua destilada e o
volume completado para 100 mL, em baldo volumétrico.

A solugdo de bissulfito de sédio a 0,2% m/v foi preparada dissolvendo-se 0,2g de
bissulfito de s6dio em dgua destilada, e o volume diluido para 100 mL, em baldo

volumétrico.

4.3.3.2. Procedimento experimental

Solubilizou-se 5 g do mel em um béquer com 25 mL de dgua destilada, em seguida,
transferiu-se a mistura para baldo volumétrico de 50 mL. Logo apds, foi adicionado e
misturado 0,5 mL de solu¢do de Carrez I e depois 0,5 mL de solu¢do de Carrez II,
completando-se o volume com dgua. A mistura foi filtrada em papel filtro qualitativo,
descartando-se os primeiros 10 mL do filtrado. Em seguida, 5 mL da solucdo foi transferida
para dois tubos de ensaio, onde foram adicionados 5 mL de d4gua em um dos tubos (amostra)
e 5 mL de solucdo de bissulfito de s6dio 0,2% no outro (referéncia). As solu¢des foram
homogeneizadas e as leituras determinadas no espectrofotdmetro nos comprimentos de onda
de 284 e 336 nm em cubeta de quartzo de lcm. Para cada amostra, o mesmo procedimento
foi repetido no minimo trés vezes. Se a absorvancia for maior que 0,6 a solu¢do da amostra
devera ser diluida com dgua e a solucdo de referéncia diluida com solucdo de bissulfito de
sodio 0,10%, na mesma propor¢ao.

A determina¢do do HMF ¢€ calculada pela aplica¢do da equacao abaixo:

Equacdo : |(Azss— Asze) X 149.7 x 5 = HMF mg/Kg onde:
P

Aygy = leitura da absorvéancia a 284 nm
As36 = leitura da absorvancia a 336 nm
P = massa da amostra de mel em g
Sendo F=149,7, calculado através da seguinte equacao:

F =126 x 1000 x 1000
16830 x 10x 5

Onde:Peso molecular do HMF =126
absortividade molar do HMF a 284nm = 16830

mg/g = 1000
centilitro/litro = 10
g/Kg = 1000

gramas de mel =5
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4.3.4. Determinaciao do pH e Acidez Livre

Para cada amostra solubilizou-se 10 g de mel em um béquer com 75mL de 4gua
destilada e realizou-se a medida com o medidor de pH devidamente calibrado ( pH= 4,0 e
pH=7,0). A acidez livre foi determinada através da adici¢do de 2 gotas de solucdo de
fenolftaleina 1% e titulando-se com uma solucdo de hidréxido de sédio 0,05M (padronizada
com biftalato de potdssio) em bureta de 25 mL, até o ponto de viragem (soluc¢do levemente

rosea que persiste por 10 segundos; pH 8,5) (AOAC, 2003).

A determinagdo da acidez livre € calculada pela aplicacdo da equagdo abaixo:

Equacdo: [M x V x 100 = Acidez livre meq/Kg onde:

M = molaridade exata da solu¢do de NaOH apds padronizacao.
V = volume de solu¢do de NaOH utilizado na titulagao.

4.3.5. Determinacao de Actcares Redutores e Sacarose Aparente

Para as andlises de agucares redutores em glicose e ndo redutores em sacarose foi
utilizado o método recomendado pela legislagao brasileira, através da Instru¢do Normativa
n° 11 de 20 de outubro de 2000 (BRASIL, 2000). Para a quantificacdo de agicares redutores
e acucar nao redutor foi utilizado o método titulométrico (AOAC, 1997). O método para a
determinac@o dos agucares redutores, como glicose e frutose, baseou-se na capacidade dos
acucares da solucdo de mel a 20% reduzirem o cobre presente na solucdo cuproalcalina
(Solugdo de Fehling), sob ebulicio. Em meio alcalino, os ions ctprico Cu*? sdo reduzidos a
ions cuprosos Cu®, e os aclcares sdo oxidados a dcidos organicos. A solugiio passa da
coloragao azul a vermelho tijolo, e deve ficar constantemente em ebulicdo durante a
titulagdo, porque o Cu,O formado pode ser novamente oxidado pelo O, do ar, voltando a
apresentar a cor azul. A segunda etapa consistiu em hidrolisar a solu¢do de mel a 20%, sob
aquecimento, e depois de neutralizada, € titulada com as solucdes de Fehling conforme
descrito anteriormente. O percentual de acticar nao redutor presente na solucao foi feito pela
diferenca entre os dois percentuais calculados (agucares redutores e acucares totais)

multiplicando-se pelo fator 0,95.



39

4.4. Determinacoes de fendlicos totais com reagente de Folin-Denis

A determinagdo do teor de fendis totais presentes nas amostras de méis e extratos foi

realizada por método espectrofotométrico utilizando o reagente de Folin-Denis com

modificagdes (FOLIN e DENIS, 1912; SANT’ANA, 2010).

4.4.1. Preparo do reagente de Folin-Denis

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL acoplado a um condensador de refluxo,
foram adicionados 20g de tungstato de sddio diidratado (Na,WO4.2H,0), 4g de dacido
fosfomolibdico (H3[P(M0301¢)4]x.H,O), 10 mL de 4cido fosférico (H;PO4) e 152 mL de
agua Milli-Q. Apés duas horas de refluxo, a solucdo foi resfriada a temperatura ambiente,
passada para baldo volumétrico de 200 mL e seu volume completado com dgua ultrapura. A
solucdo apresentou coloragdo esverdeada e foi armazenada em frasco ambar, sob

refrigeracdo, até o momento do uso (LIANDA, 2009).
4.4.2. Procedimento Experimental

Para cada amostra de mel in natura foi preparado uma solucdo na concentracdo de
100 mg/mL em 4gua ultrapura. Para a determinacdo em extratos de mel foram preparadas
solucdes na concentracao de 2 mg/mL em metanol espectroscopico. A uma aliquota de 0,5
mL dessa solugao foram adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Denis, e apds 5 minutos
adicionaram-se 2,0 mL de uma solu¢do aquosa 14% de carbonato de sodio, recém-
preparada. A mistura reacional ficou em repouso por 2h, e observou-se a mudanca da
coloracdo da solugdo de esverdeada para azul. Em seguida, fez-se a leitura da sua
absorbancia a 760 nm, utilizando-se cubetas de quartzo de 1cm de caminho dptico e dgua
ultrapura como branco (PEREZ e al., 2007)(Figura 14). Uma solucdo de dcido gélico foi
utilizada para constru¢do da curva de calibracdo e o teor de fenodlicos totais foi calculado e
expresso como mg de equivalentes em dcido gélico por 100 g de mel (mg EAG/100 g). As

andlises foram realizadas com trés repeticoes.

0,5mL solucio de mel (100mg/mL) 2,0 mL solucdo Na,C0;14%

P/F 2,5mL reagente de Folin-Denis F/F u
y £
5min ’
> 2h Leitura do branco e da

triplicataa 760 nm no UV-Vis

Figura 14 - Determinacdo de fendlicos totais com reagente de Folin-Denis.
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4.4.3. Construcio da curva analitica do acido galico

Foi preparada uma curva analitica a partir da solu¢do metandlica do padrao de 4cido
gélico (1 mg/mL = 0,0059 mM). Aliquotas de (2, 6, 8, 10, 20, 30, 50, 75 e 100 uL) desta
solucdo mae foram misturadas com 2,5 mL do reagente de Folin-Denis, e apds 5 minutos
adicionou-se 2,0 mL de solug¢do aquosa 14% de carbonato de sédio, recém-preparada. As
leituras foram feitas a 760 nm, utilizando-se dgua ultrapura como branco. A curva analitica
foi construida a partir do programa Origin 6.0, e sua equagado foi definida como Y = 0,083 +
81,759.X, onde Y é a absorbancia a 760 nm, X € a concentracdo de &4cido gélico. O
coeficiente de correlagdo (R) obtido foi de 0,999 (Figura 15). Através dessa equacio
determinou-se indiretamente o teor de fendis totais nas amostras (concentragdo X),
substituindo Y pela média das absorbancias de cada amostra de mel. Todas as andlises

foram realizadas com trés repeticoes.

Regressdo Linear:

151 Y=A+B*X
" Parametro Valor Erro
5 A 0,08288  0,0151
2 . B 81,759 133205
: R SD N P
e 0,99894 0,03186 10 <0.0001

Figura 15 - Curva analitica da relacdo entre as médias das concentracdes da solucdo do
acido galico versus as absorbancias (760 nm) para os ensaios de Folin-Denis.

4.5. Determinacoes de flavonoides totais com cloreto de aluminio

O teor de flavonoides totais foi determinado segundo adaptacdo da metodologia
descrita na literatura utilizando como reagente o cloreto de aluminio (MEDA et al., 2005;
AHN et al., 2007). Foram preparadas as solu¢des de mel a 100 mg/mL em metanol grau
espectroscopico/dgua ultrapura (1:1). A 2,0 mL da solucdo de mel foram adicionados 2,0 mL
de solucao metandlica de cloreto de aluminio 2%. Apds 30 minutos em repouso as solugdes
foram lidas a 415 nm, utilizando metanol como branco (Figura 16).

Para a determinacdo em extratos de mel foram preparadas solu¢des na concentragdao
de 2 mg/mL em metanol (UV-HPLC). Todas as andlises foram feitas com trés repeti¢cdes.

A concentragdo dos flavonoides totais dos méis e dos extratos foram determinadas

utilizando uma curva analitica estabelecida com solu¢des de concentracdo conhecida para
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quercetina padrao. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes em quercetina por

100g de mel (mgEq/100g) e todas as andlises foram feitas com trés repeti¢oes.

2 mL solucio de mel (500mg/mL)
|7~ 2mLde solucio AICl; 2% (MeOH)

30 min . ’
Leitura do branco e da

triplicata a 415nm no UV

Figura 16- Determinacdo de flavonoides totais com cloreto de aluminio.

4.5.1. Construcao da curva analitica da quercetina

Para a constru¢do da curva analitica foi preparada uma solucio padrao de quercetina
em metanol (1,78 mg/mL = 0,0059 mM). Em seguida, aliquotas de (2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25,
30 e 40 uL) desta solucdo padrao foram misturadas 2,0 mL solucdo metandlica de cloreto de
aluminio 2%. Ap6s 30 minutos em repouso, foi realizada a leitura espectrofotométrica em
415nm, utilizando metanol como branco. A curva analitica foi feita a partir do programa
Origin 6.0, sendo obtida a equagdo da reta Y = 0,00482 + 47,44374.X, onde Y € a
absorbancia a 415nm e X € a concentracdo de quercetina (Figura 17). O coeficiente de
correlacdo (R) obtido foi de 0,998. Através dessa equacdo determinou-se indiretamente o
teor de flavonoides totais nas amostras, onde se substituiu Y pela média da absorbancia de

cada amostra de mel. Todas as andlises foram realizadas com trés repeticoes.

Regressdo Linear:

121 o Y=A+B*X

] . Parametro Valor Erro
- | ]
s 6 - 0,00482  0,01423
S (] A
g B 4744374  1,08835

- "
1 |}
a
| - R SD N P

0,99791 0,02648 10 <0.0001

Figura 17 - Curva analitica das médias das concentracdes da solugc@o de quercetina versus as
leituras de absorbancias (415 nm), apds o ensaio com cloreto de aluminio.
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4.6. Determinacao do teor de aminoacidos livres

Para a determinagao dos aminodcidos livres foi utilizado o método cddmio-ninidrina
descrito por Doi et al. (1981). Uma solugdo de 0,8 g de ninidrina foi misturada em 80 mL de
etanol 99.5% e 10 mL de acido acético, em seguida foi adicionado uma solucdo de 1,24 g de
cloreto de cddmio dissolvido em 1mL de dgua destilada. Amostra de mel contendo 1,25 g
foram diluidas em 25 mL de 4dgua destilada. A uma aliquota de ImL dessa solucdo de mel
adicionou-se 2,0 mL da solu¢do reacional cddmio-ninidrina.

Manteve-se a mistura aquecida a 84°C por 5 minutos. Em seguida, fez-se a leitura da
sua absorbancia a 507nm, utilizando-se cubetas de quartzo de 1cm de caminho 6ptico e a
solucdo reacional cddmio-ninidrina sem a amostra de mel foi usada como branco (Figura
18). Uma solucdo de L-leucina (2,5- 40 mg/L) foi utilizada como curva analitica e os
resultados foram expressos em mg de equivalentes de L-leucina por 100g de mel
(mgE1/100g). Todas as andlises foram realizadas com trés repeti¢des.

L
1,25 g mel

baldo 25 mL

2 mL sohucdio de mel
4 ml reagente 84 °C, 5 min

Apds resfriamento, leitura a 507 nm
Branco: mistura sem a amostra

Figura 18 - Determinagao de aminodcidos livres no mel.

4.6.1. Construcao da curva analitica de L-leucina

A curva analitica foi construida a partir da solu¢do aquosa do padrdo de L-leucina
(40 mg/mL). Aliquotas de 1 mL com concentra¢des variando de (2,5; 5; 10; 15; 20; 25; 30;
35 e 40 mg/mL), foram misturadas com 2,0 mL da solucdo reacional de cddmio-ninidrina.
Manteve-se a mistura aquecida a 84°C por 5 minutos. As leituras foram feitas a 507 nm,
utilizando solucdo reacional sem o padrdao como branco. A curva analitica foi construida a
partir do programa Origin 6.0 e sua equagdo foi definida como Y = 0,005 + 0,1585. X, onde
Y € a absorbancia a 507 nm e X é a concentragdo de L-leucina (Figura 19). O coeficiente de

correlacdo (R) obtido foi de 0,9996. Através dessa equacdo determinou-se o teor de



43

aminodcidos livres nas amostras (concentracdo X), substituindo Y pela média das
absorbancias obtidas para cada amostra de mel. Todas as andlises foram realizadas com

repeticoes.

Regressdo Linear:

Y=A+B*X
; Parametro Valor Erro
= 0,005  0,01338
o
h B 0,1585 0,00168
—————— R SD N P
0,9996 0,02106 9 <0.0001

Figural9- Curva analitica das médias das concentra¢des da solucdo de L-leucina versus as
leituras de absorbancias (507 nm), apds o ensaio com solu¢do de cidmio- ninidrina.

4.7. Determinacao do contetido de proteinas totais

Para a determinagdo do conteudo de proteinas foi utilizado o método de Bradford,
que se baseia na ligac@o do reagente azul brilhante de Coomassie G-250 com proteinas, onde
ha a formacdo de um complexo azul (BRANDFORD, 1976).

O reagente foi preparado através da dissolucdo de 0,1 g de azul brilhante de
Coomassie G-250 em 50 mL de etanol 95%, seguido de adicdo de 100 mL de &4cido
fosférico 85%. A solugdo obtida foi avolumada para 1000 mL com &4gua ultrapura. Apos
filtracdo em papel de filtro quantitativo (Whatman n°1), a solucdo foi mantida em geladeira.

Em tubos de ensaio foram misturados 5,0 mL do reagente de Bradford a 100 uL da
solucdo de mel (50% m/v). Apds 2 min, as respectivas absorbancias foram lidas a 595 nm
em espectrofotdmetro, utilizando-se a mistura reacional sem a amostra como branco (Figura
20). Todas as andlises foram realizadas com trés repeticdes. A média de cada repeti¢ao foi

substituida na equacdo da curva analitica e os resultados foram expressos em mg de
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equivalentes de albumina sérica bovina por 100g de mel (mgasg/100g).

;,/" 100 pl solucdo de mel (30%)
L
5 mL Reagente de Bradford
2 min

|:—‘7> Leitura a 595 nm

Figura 20- Determinagdo do contetido de proteinas totais no mel.
4.7.1. Construcio da curva analitica de albumina sérica bovina (ASB)

A curva analitica foi construida utilizando-se albumina sérica bovina (ASB) em
solucdo de cloreto de sédio a 0,15 M, na faixa de concentragdo de 0-1000 pg/mL. Em tubos
de ensaio foram misturados 5,0 mL do reagente de Bradford a 100 uL da solucdo de
albumina sérica bovina. Apds 2 min, as respectivas absorbancias foram lidas a 595 nm em
espectrofotometro, utilizando-se a mistura reacional sem a amostra como branco. Todas as
andlises foram realizadas com trés repeti¢des. A curva analitica foi construida a partir do
programa Origin 6.0 e sua equacdo foi definida como Y = 0,62695 + 0,000726. X, onde Y é
a absorbancia a 595 nm e X € a concentracdo de albumina sérica bovina (ASB) (Figura 21).
O coeficiente de correlagdo (R) obtido foi de 0,9996 . Através dessa equacdo determinou-se
o teor de proteina (concentracao X), substituindo Y pela média das absorbancias obtidas para

cada amostra de mel.

Regressdo Linear:

1 . Y=A+B*X
- Parametro Valor Erro
2z o™ A 0,62695 0,00357
5 o4
2] ’ B 726E-04  6,77E-06
1 = R SD N P
- 0,99961 0,00615 11 <0.0001

Figura 21 - Curva analitica das médias das concentragdes da solu¢do de albumina sérica
bovina (ASB)versus as leituras de absorbancias (595 nm), apds o ensaio com reagente de
Bradford.
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4.8. Avaliacao da capacidade antioxidante pelo método do DPPH

A avaliagdo da capacidade antioxidante foi realizada segundo metodologia descrita
por PEREZ et al., (2007), com pequenas modificacdes. A porcentagem de atividade
antiradicalar (%AA) é calculada através da descoloracdo do radical DPPH’, segundo a
equacdo abaixo (MENSOR, et al., 2001). Para determinacdo da atividade antioxidante
(%AA), foram selecionados para o controle negativo trés valores, dos quais foi feita a média
usada no cdlculo (Abs controle), € para o branco foi feita a média das leituras dos dois pogos

(10e11).

%AA =100 — (Abs amostra — Abs branco) x 100 | Onde:

ADS controle

Abs amostra = absorvéancia da amostra com a solu¢do de DPPH
Abs branco = absorvancia da amostra com metanol
Abs controle = absorvancia do metanol com a solu¢do de DPPH

4.8.1. Determinaciao do CEsy para amostra de mel e extratos

Para a determinacdo do CEsy das amostras de mel, foram preparadas solugdes de
(2,5, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 mg/mL) em MeOH/H,O (1:1), partindo de uma solugdo inicial
de 100 mg/mL. Os ensaios foram realizados utilizando duas microplacas com 96 pogos para
cada amostra, com trés concentracdes em cada linha e em ordem crescente de dilui¢do, onde
foram pipetados 0,71uL das solu¢des de mel (fileiras B, C e D, da coluna 1 a 11). Como
controle, nos seis primeiros pogos (fileira A) foram pipetados 0,71uL de metanol, e para o
branco foram pipetados 0,29uL de metanol e 0,71uL da solu¢do de mel (colunas 10 e 11 da
microplaca). Em seguida foram pipetados 0,29ul. da solu¢do de DPPH e adicionados em
cada pogo utilizado, exceto nos relativos aos brancos. Apés 30 minutos de incubag¢do no
escuro, as leituras foram realizadas em espectrofotometro ELISA a 520nm (Figura 22).

Todos os ensaios foram realizados com repeticoes.

Brance

‘oy

Conirole —|| 2 ——— W
Amosira 1 —|| B ANy
Amosira 2 —||[ - 2
Amostra 3 —=|| 0 30 min

Controle: 0,71uL MeOH + 0,29uL DPPH
Amostra:0,71ulL padrao + 0,29uL DPPH
Branco:0,71pl padrao + 0,29uL MeOH

Figura 22 - Ensaio da atividade antioxidante utilizando o espectrofotdmetro ELISA.
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Foram utilizadas para a construcdo das curvas, as concentragdes iniciais presentes
nos pocos a partir das diluicdes que foram feitas a 71%. Sendo assim, pode ser calculada as
concentracdes obtidas em cada poco, representada por [ Tpoco = 0, 71.[ ]so1, Onde as
concentracoes de (3,55; 7,1; 14,2; 21,3; 28,4 e 35,5 mg/mL) foram obtidas para as amostras
de mel diluidas de 5 a 50 pg/mL.

A concentracdo efetiva, quantidade de antioxidante necessdria para decrescer a
concentracdo inicial de DPPH em 50% (CEs), foi determinada para asamostras usando o
programa Origin 6.0, a partir de uma curva exponencial de primeira ordem, obtida plotando
na abscissa as concentragdes da amostra (mg/mL) ou do controle positivo (ug/mL) e na
ordenada, a porcentagem de atividade antioxidante (% AA).

Para a determina¢@o do CEs dos extratos de mel, foram preparadas solucdes de (500,
600, 700, 800, 900 e 1000 pg/mL) em metanol, partindo de uma solucao inicial de 1000
pg/mkL.

Foram utilizadas para a construcdo das curvas, as concentragdes iniciais presentes
nos pocos a partir das diluicdes que foram feitas a 71%. Sendo assim, pode ser calculada as
concentracdes obtidas em cada poco, representada por [ Tpoco = 0, 71.[ ]so1, Onde as
concentracoes de (355, 465, 497, 568, 639 e 710 pg/mL) foram obtidas para as amostras de
mel diluidas de 500 a 1000 pg/mL.

A concentracdo efetiva, quantidade de antioxidante necessdria para decrescer a
concentracao inicial de DPPH em 50% (CEs), foi determinada para as amostras usando o
programa Origin 6.0, a partir de uma curva exponencial de primeira ordem, obtida plotando
na abscissa as concentragdes da amostra (ug/mL) e na ordenada, a porcentagem de atividade

antioxidante (% AA).

4.9. Avaliacao da Capacidade Antioxidante pelo Método de Reduc¢ao do Ferro

A avaliagdo da capacidade antioxidante pelo método de redugao do ion ferro (FRAP)
foi realizado segundo a metodologia descrita por Bertoncelj et al. (2007). Este método testa
a forca antioxidante das substancias, via avaliacdo da reduc¢do do complexo Fe’*-TPTZ
(ferritripiridiltriazina) [2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina] a ferroso-tripiridiltriazina (Fez+—
TPTZ), um complexo de cor mais intensa, na presenga de antioxidantes. O reagente FRAP é
obtido a partir da combinacao de 25 mL de tampao acetato 0,3 M (pH 3.6), 2,5 mL de uma
solucdo de 40 mM de HCI de TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina ) a 10 mM e 2,5 mL
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de uma solu¢do aquosa de cloreto férrico 20 mM, devendo ser usado imediatamente apos
sua preparagao.

Solucdes de méis em dgua na concentracdo de 100mg/mL foram preparadas. A uma
aliquota de 0,5mL dessa solucdo adicionou-se 4,5mL de reagente de FRAP. Manteve-se a
mistura aquecida a 37°C por 10 minutos, onde a colora¢io da solu¢c@o passou de azul claro
para azul escuro. Em seguida, fez-se a leitura da sua absorbancia a 593nm, utilizando-se
cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico e a solugdo de mel artificial como branco
(Figura 23).

0,5 mL solugao de mel (100 mg/mL)
" 4.5 mlL r=agente de FRAP

= = =
10 min Leitura a 593 nm
3 1 = ®
37 °C
s o ‘—J

Figura 23 - Determinag¢ao da atividade antioxidante pelo método de reducio do ferro (FRAP).

Para a determinacdo da atividade antioxidante total em extratos de mel pelo método
FRAP foram preparadas solugdes na concentracio de 2 mg/mL em metanol grau
espectrsocopico. Todos os ensaios foram efetuados com repeticoes. Uma solucdo aquosa de
FeSO,.7H,O (100-1000uM) foi utilizada como curva analitica e os resultados foram

expressos em valores de FRAP (umol Fe(II)/100 g).

4.9.1. Construcio da curva analitica com sulfato ferroso

Foi preparada uma curva analitica a partir da solu¢cdo aquosa do padrdao de sulfato
ferroso heptaidratado (FeSO4.7H,0). Aliquotas de 0,5 mL de solu¢des de concentragdes
variando de (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 uM) foram transferidas
para tubos de ensaio, na qual acrescentou-se 4,5 mL do reagente de FRAP. Os tubos de
ensaio foram mantidos em banho-maria a 37 °C por 10 minutos. As leituras foram feitas a
593nm, utilizando a solucdo reacional sem o padrdo como branco. A curva analitica foi
construida a partir do programa Origin 6.0, e sua equacao foi definida como Y = 0,00107 +
0,0018.X, onde Y € a absorbancia a 593 nm, X € a concentracdo de sulfato ferroso
heptaidradato. O coeficiente de correlacdo (R) obtido foi de 0.99961. Através dessa equagao

determinou-se a concentracdo equivalente de Fe(Il) nas amostras (concentracdo X),
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substituindo Y pela média das absorbancias de cada amostra de mel. Todas as andlises foram

realizadas com trés repeti¢oes. (Figura 24) , .
Linear Regression for Datal_B:

Y=A+B*X
o Parameter Value Error
015 A 0,00107 0,0011
G141 B 0,0018 1,78E-05
PRI
£ o R SD N P
-_g [xXx -3
" sl
o] 0,99961 0,00161 10 <0.0001

Figura 24 - Curva analitica das médias das concentra¢des da solucdo aquosa de FeSO,.7H,0 versus
as leituras de absorbancias (593 nm), apds o ensaio com reagente de FRAP.

4.10. Avaliacdo da Capacidade Antioxidante pela Captura do Radical-Cation (ABTS™)

A avaliagdo da capacidade antioxidante pelo ensaio com ABTS foi realizado segundo
metodologia descrita por Rufino et al. (2007). O método consiste em medir a atividade
antioxidante através da captura do radical-cdtion ABTS™. O radical-cition ABTS™ &
preparado a partir da reagdo de 5 mL da solucdo estoque 7mM de ABTS com 88ul da
solugdo 140mM de persulfato de potdssio. A mistura é mantida no escuro a temperatura
ambiente, por 16 horas. Em seguida, diluir 1 mL desta mistura com alcool etilico até obter

uma absorbancia de 0,700 nm £ 0,05 nm a 734 nm. Preparar e usar apenas no dia da andlise.

Solugdes de méis em dgua na concentragdo de 100mg/mL foram preparadas. A uma
aliquota de 50uL dessa solucao adicionou-se 5,0mL de reagente de ABTS. A leitura da sua
absorbancia a 734nm foi realizada apds 6 minutos, utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm
de caminho 6ptico e dlcool etilico como o branco.

Para a determinacdo da capacidade antioxidante total em extratos de mel pelo
método ABTS foram preparadas solugdes na concentragdo de 2 mg/mL em metanol
espectroscopico. A curva analitica foi construida a partir de solucdes de Trolox em
concentracdo conhecida. Os resultados foram expressos em g de equivalentes de Trolox

por 100g de mel (umolTE/100g) e todas as andlises foram feitas com repetigdes.
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4.10.1 - Construcao da curva analitica com Trolox

Foi preparada uma curva analitica a partir da solugdo etandlica do padrao de Trolox.
Em aliquotas de 50uL de concentragdes variando de (0,0; 0;3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 1,8; 2,1 e
2,4 mmol/L), adicionou-se 5,0 mL do reagente de ABTS. A leitura da sua absorbancia a
734nm foi realizada apdés 6 minutos, utilizando a solu¢do reacional sem o padrdo como
branco. A curva analitica foi construida a partir do programa Origin 6.0 e sua equacdo foi
definida como Y = -26.37778 .X + 0.65164, onde Y ¢é a absorbancia a 760 nm, X € a
concentracdo de Trolox. O coeficiente de correlacdo (R) obtido foi de -0.9997(Figura 25).
Através dessa equacdo determinou-se a concentracdo equivalente em Trolox nas amostras
(concentragdo X), substituindo Y pela média das absorbancias de cada amostra de mel.

Todas as andlises foram realizadas com repeticoes.

Regressdo Linear:

Y=A+B*X
Parametro Valor Erro
= A 0,65164  0,00349
E ooz
g B -26,37778  0,24442
< oz
R SD N P

::I:: I ::I:‘E I ::I': I ::I'E I ::I.;.: I ::IE I _0,9997 0300568 9 ‘0,9997

Figura 25 - Curva analitica das médias das concentracdes da solugdo etandlica de Trolox versus as
leituras de absorbancias (760 nm), apds o ensaio com reagente de ABTS.

4.11. Preparo dos Extratos de Mel

As substancias fendlicas foram extraidas do mel segundo metodologia descrita
previamente na literatura (FERRERES er al, 1994; MARTOS et al, 2000; TOMAS-
BARBERAN, e al, 2001) com algumas modifica¢des (LIANDA, 2004). Para o preparo dos
extratos foram pesados cerca de 50 gramas de mel, os quais foram misturados com 250 mL
de dgua destilada, ajustada a pH = 2 com 4cido cloridrico concentrado e agitada com
agitador magnético, a temperatura ambiente, até completa dissolu¢do. Em seguida, a amostra
fluida foi filtrada através de algodao para eliminar possiveis particulas s6lidas. O filtrado foi

entdo misturado com cerca de 75 gramas de resina Amberlite XAD-2 (poro 9 nm e
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particula 0,3-1,2 mm) , agitado por 10 minutos e empacotada em uma coluna de vidro
(45 x 3,5 cm). O material contido na coluna foi lavado primeiramente com 100 mL de
dgua acidificada (pH = 2 com HCI concentrado), e depois com 150 mL de dgua destilada
para remover todos os acucares e outros constituintes polares do mel, enquanto as
substancias fenodlicas permaneceram na coluna. A fragcao fendlica adsorvida na coluna foi
entdo eluida com 350 mL de metanol. Esta fracdo metandlica foi reunida, concentrada sob
pressdo reduzida em evaporador rotatorio a 40° C. O extrato metandlico bruto foi pesado e
armazenado a 4 °C até ser utilizado no processo de extracdo liquido-liquido com acetato de
etila. O residuo metandlico foi solubilizado em &4gua destilada, e em seguida fez-se a
extracdo liquido-liquido com acetato de etila (5 x 10 mL). As fases organicas foram
reunidas, secas com sulfato de sédio anidro, concentradas até secura em rotavapor a 40°C e
pesadas para obtecdo dos extratos de acetato de etila. (LIANDA et al, 2012). O extato foi
redissolvido em metanol grau espectroscOpico para ser analisado por CLAE-DAD.

(Esquema 1).

Testes fisico-quimicos

Mel (50 g) Conteido polifendlico
Capacidade Antioxidante
Amberlite
XAD2
¥ L
Fracio Acicares
metandlica (fracdo aguosa)
L

Particdo com
acetato de etila.

L
EXTRATO Conteado polifendlico

(~19,5-64,3 mg) Capacidade antioxidante
CLAE-DAD RMN 'H

Esquema 1 - Modelo esquemaético do preparo dos extratos do mel.
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4.12. Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

As andlises dos extratos de mel foram realizadas por CLAE-DAD e as separacodes
feitas em coluna analitica de fase reversa C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um de particula, Betasil,
Thermo), mantida a 30 °C. A fase modvel foi constituida por uma mistura de dgua: acido
acético (99:1, solvente A) e metanol (solvente B), velocidade de fluxo constante (1,0
mL/min ) e o volume injecdo de 20uL. O seguinte gradiente de eluicao foi usado: 35 a 80%
de B em 20 minutos; 80 a 92% B em 25 minutos e 100% B em 30 minutos, ap6s 3 minutos
nessa concentragdo retornou a 35% de B. Os cromatogramas foram monitorados a 280 e 340
nm, visto que a maioria das substincias fendlicas encontradas nos méis mostram seus
maximos de absor¢dio no ultravioleta, proximos a esses comprimentos de onda
(SALGUEIIRO et al, 2014). Todas as andlises foram realizadas com trés repeticdes. A
identificacdo dos dcidos fendlicos e flavonoides nos cromatogramas dos méis foram feita por
comparacao direta dos tempos de reten¢do, coinjecdo e andlises das curvas de absor¢do no
UV, com as curvas de absor¢do dos padrdes, obtidas no detector de arranjo de diodos

(DAD).
4.12.1 - Construc¢ao das Curvas Analiticas com os padroes

As solucdes analiticas de referéncia foram preparadas por sucessivas dilui¢des a
partir de uma solucdo mie em metanol na concentracdo de 100 g/mL de cada um dos
padrdes: acido gélico, HMF, écido protocatecuico, dcido p-hidroxi-benzoico, dcido fertlico,
acido p-cumdrico, 4cido benzdico, naringerina, ABA (4cido abscisico), dcido vanilico,
luteolina e canferol (todos 99,0% de pureza). As curvas analiticas foram construidas
utilizando a padronizagdo externa, a partir de 8 pontos das solucdes dos padrdoes em metanol
nas concentracdes de (2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 35;0 e 50,0 g/mL), preparadas no

mesmo dia em que se realizaram as andlises.

A curva analitica foi construida a partir do programa Origin 6.0 (UFRRIJ), onde foi
efetuada a regressdo linear e obtida a equacdo da reta [y = a + b.x], relacionando a
concentracdo de cada solucdo injetada com a respectiva drea obtida no cromatograma.
Através das equacdes (Tabela 5) determinou-se a concentracdo de cada padrio identificado

nos extratos analisados.
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Tabela 5 - Resultados obtidos a partir da curva analitica preparada com diferentes padroes.

Substincias Padrao R Equacdodareta: Y=A +B *X
Acido gilico 0,99994 Y =-148731 +202759,1 * X
HMF 0,99868 Y =-348554 + 612541,7 * X
Acido protocatecuico 0,99004 Y =138543333 +53282,2 * X
Acido p-hidroxi-benzoico 0,99573 Y =82440 + 26298,3 * X
Acido ferdlico 0,99961 Y =-9862833333 +1388253 * X
Acido p-cumarico 0,99448 Y =375770 + 258398,7 * X
Acido benzéico 0,99609 Y =2115 + 15989,95 * X
Naringerina 0,99780 Y =106215333333 + 139121,3 * X
ABA 0,99995 Y =-787549 + 82394,53 * X
Acido vanilico 0,99990 Y =158973000000 + 156752000000 * X
Canferol 0,99563 Y =-24195 + 49516,85 * X
Luteolina 0,99952 Y =8971633333 + 53149,6 * X

4.13 - Tratamento Quimiométrico

Todas as andlises foram realizadas com trés repeti¢des e os valores foram expressos
como a média + desvio padrdo. Os desvios padrao foram calculados usando o Microsoft
Excel 2010.

Os dados obtidos de RMN e CLAE foram convertidos em uma matriz (m X n) em
planilha usando o Microsoft Excel 2010 e importado para The Unscrambler® 10.1 para
andlise estatistica multivariada. Todos os espectros de RMN de 'H obtidos foram
processados em grupo utilizando o software ACD / Spec Manager (ACD Laboratories,

versao 12.0, Toronto, Canada).

Para o perfil cromatogrifico dos extratos estudados foi aplicado o tratamento
estatistico através da auséncia e presenca das substancias encontradas.
Para interpretacdo dos dados foi utilizando a andlise dos componentes principais

(PCA).

4.14. Tratamento estatistico dos dados

Para interpretacdo dos dados obtidos pelas varidveis FRAP, ABTS, DPPH, fendis,
flavonoides, proteinas, aminodcidos e cor (Pfund) foi gerada uma matriz de correlacdo
(Pearson r). Neste tipo de andlise valores de r acima de 0,7 indicam uma forte correlagao,
valores entre 0,3 — 0,69 uma correlacao significativa e fraca abaixo de 0,3 entre os dados.

Todas as operacOes matemadticas e estatisticas foram realizadas com auxilio dos

programas BioEstat 5.0 e Excel 2010.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao fisico-quimica do mel de abelha sem ferrao

Os procedimentos analiticos realizados nesse trabalho estdo de acordo as diretrizes e
metodologias recomendadas pela Legislagdao Brasileira e possibilitou avaliar a qualidade de
vinte amostras de mel de meliponineos de diferentes origens geograficas e botanicas. Os
resultados obtidos para as andlises fisico-quimicas (HMF, acidez total, pH, acucares
redutores, sacarose aparente, umidade) e cor dos 20 méis de meliponineos estio
apresentados na Tabela 6. Visando a comparagdo das caracteristicas encontradas para as
diferentes espécies de abelhas sem ferrdo, os valores encontrados nesse trabalho serdo

comparados aos valores encontrados para méis de Apis mellifera relatados por Salgueiro

(2012).



Tabela 6 — Valores médios e os desvios padrdes dos parametros fisico-quimicos e cor para os diferentes méis de meliponineos.

Amostras*

SC1
SC2
SC3
SC4
SCs
SCe
SC7
SC8
MF1
NI1
TA1
TA2
TA3
TA4
TAS
TA6
TA7
TAS
TA9
TA10

HMF Acidez Acucares Sacarose Acucares Umidade Escala
(mg./kg) (mEq/kg) pH Redutores (%) (%) Totais (%) (%) (mmPfund) -
1,994021  85,73x138  3,720,02  58,40+024  2,14+145  60,66+1,29  29,4+0,00 165,39£0,00  Ambar escuro
0,75¢0,32  99,34+0,99  3,58+0,06  52,41+0,12  035+033  52,784¢0,39  29,020,00 126,03£0,00  Ambar escuro
0,46£0,10  54,06£1,73  3,85£0,01  55,02+0,64  5,10+0,13  60,39+0,77  29,00,00 150,91£0,00  Ambar escuro
0,8740,22  5421£1,68  3,93+0,02  55,56+0,75  339+0,86  59,13#025  27,4%0,50 175,7920,00  Ambar escuro
4494057  8145+1,19 3512001  53,05:0,57  1146+1,04  65,110,89  234+0,00  233,36£0,00  Ambar escuro
7494038 103,7242,48  3,36£0,04  50,95+0,12  17,39+0,56  69,26+0,58  27,2%0,50 185,45£0,01  Ambar escuro
449099  103,95+045 3,57+0,02  58,69+0,55  246+0,50  61,28+0,80  25,8+0,00  287,95+0,01  Ambar escuro
2,99+0,37  66,00£1,30  3,7240,02  54,99+0,74 834122  63,78+0,56  25,8+0,00 177,65£0,00  Ambar escuro
92,83+126  54,90+1,01  3,23+0,02  59,78+2,11  3,62+1,16  6322+090  27,8+0,00 141,2540,01  Ambar escuro
773£1,56  103,504£2,25  3,76£0,04  53,19+045 3284045  56,6540,15  27,420,00 65,86+0,00 Ambar-claro
1,98£0,00  68,15£0,00  4,28+0,02  682+0,01  420+0,05  762120,02  28.44+001  226,43+0,57  Ambar escuro
1,89+0,00  68,15£0,00  4,27+0,07  70,0+0,50 4,0040,14  77,89+0,01 290,01 181242043  Ambar escuro
2,0240,00  51,740,00  4,48+0,05  67,9+0,35 3,8540,25  75,53x0,52  28,6+0,02 166,76£0,21  Ambar escuro
1,97+0,00  88,83+0,00  3,62£0,04  68,5+0,00 3,46+0,30  75,75+0,11 350,01 165,15£1,07  Ambar escuro
1,8940,00  72,85+0,00  4,1120,01  64,6+0,00 3,8940,75  72,09+0,77 29+0,03 176,66£0,21  Ambar escuro
1,9620,01  70,50£0,00  4,14£0,09  62,3+0,10 4024099  69,8120,65 290,02 190,30£0,86  Ambar escuro
1,8620,00  62,04+001  4,1020,06  66,8+0,88 4152020  74,68+0,99 29+0,01 176,66£0,21  Ambar escuro
1,8320,00  45,59+0,00  4,3220,01  64,9+0,01 4162031  72,69+1,01 290,04 179,14+134  Ambar escuro
2,06£0,01  44,1840,00  4,36£0,01  69,2+0,00 3,84+044  76,88£0,99  28,6+0,01 184,58+1,91  Ambar escuro
2,10£0,01  52,64+0,00  4,36£0,02  62,8+0,10 3,6540,60  69,95£1,5 28,6+0,05 178,89+1,30  Ambar escuro

* SC = Scaptotrigona sp; MF = Melipona fasciculata; NI = ndo identificada; TA = Tetragonista angustula
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5.1.1. Avaliacao do teor de HMF

Através das andlises dos resulatados apresentados na Tabela 6, observou-se que
os méis de meliponideos das espécies Scaptotrigona sp (SC1 a SC8) apresentaram
teores de HMF com valor médio 2,94 mg/Kg (faixa que variou de 0,46 a 7,49 mg/Kg),
os méis de Tetragonisca angustula (TA1 a TA10) apresentaram teores de HMF com
um valor médio 1,96 mg/Kg (variando de 1,83 a 2,1 mg/Kg), o mel de Melipona
fasciculata (MF1) apresentou o valor de 92,83 mg/Kg e para o mel da espécie nao
identificada (NI1), o valor foi de 7,73 mg/Kg. Quando comparados aos resultados
obtidos por Salgueiro (2012) (Tabela 18, em anexo pdg. 138) para méis monoflorais de
A. mellifera que apresentaram valor médio de HMF de 19,39 mg/Kg variando de 1,49 a
55,38 mg/Kg, observa-se que houve diferenca significativa entre os méis, com o mel da
abelha africanizada apresentando valor superior (19,39 mg/kg) aos méis produzidos
pelas abelhas Scaptotrigona sp (SC1 a SC8) (2,94/kg mel), Tetragonisca angustula
(TA1 a TA10) (1,96mg/kg) e ndo identificada (NI1) (7,73 mg/Kg). Logo, tanto o local
de origem como a espécie produtora do mel podem causar diferengas, embora, dezenove
das amostras de Melipona estdo com valores dentro dos padrdes exigidos pela
Legislacdo Vigente, que estabelece um valor mdximo de 60 mg/Kg de mel (BRASIL,
2000) para mel de Apis, exceto para amostra MF1(espécie Melipona fasciculata).

Concentragcdes elevadas de HMF como na amostra de mel MF1 pode fornecer
uma indicacdo de superaquecimento, armazenamento em condicdes inadequadas ou
idade do mel, porque HMF € uma substincia formada espontaneamente em alimentos
que contém carboidratos através da reacdo de Maillard (o escurecimento ndo

enzimatico) ou a desidratacdo catalisada por dcido de hexoses (SPANO et al., 2006).

Alvarez-Suarez et al. (2010), Estevinhos et al. (2010) e Fallico et al. (2006)
afirmaram que, em paises de clima tropical, as amostras de méis costumam apresentar
elevado teor de HMF em func¢ao do clima quente, sendo a quantificagdao deste parametro
fundamental para a verificagdo da qualidade do produto. Uma série de fatores, tais como
temperatura e tempo de aquecimento, condi¢des de estocagem, pH, origem floral

influenciam a quantidade de HMF no mel.

Diversos trabalhos tém mostrado valores variados de HMF para espécies de
meliponineos. Assim, para amostras de méis de Cephalotrigona capitata foi observado

valor médio de 3,38 mg/kg (ALMEIDA, 2002); para méis de Melipona asilvai, variou
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entre 0,52 a 7,93 mg/kg (SOUZA et al., 2004a); amostras de mel de M. compressipes, o
valor encontrado foi igual a 30,50 mg/kg (SOUZA & BAZLEN, 1998); em méis de M.
quadrifasciata, 1,03 mg/kg (ALMEIDA, 2002); no mel de M. scutellaris, o valor foi de
0,38 mg/kg (MARCHINI et al., 1998) e 18,92 mg/kg (SILVA et al., 2002); em méis de
Plebeia droryana, 7,64 mg/kg (ALMEIDA, 2002); e T. angustula, 4,99 mg/kg
(RODRIGUES et al., 1998) e 8,12 mg/kg (ALMEIDA,2002).

5.1.2. Avaliacao de pH

O pH variou de 3,36 a 3,93 para os méis de Scaptotrigona sp (SC1 a SC8), de
3,62 a 4,48, para méis de T. angustula (TA1 a TA10), enquanto o valor econtrado para
o mel de M. fasciculata (MF1) foi 3,23 e 3,76 para o mel da espécie ndo identificada
(NI1). Os dados (Tabela 6), mostram que houve diferenca significativa entre as
diferentes espécies, e principalmente, a regidao geografica do mel, com o mel de abelha
Scaptotrigona sp (Belterra-PA) apresentando valor médio de pH menor (3,65) do que a
média (pH= 4,20 ) para os méis de abelha T. angustula do Rio de Janeiro (Ilha Grande).
Neste caso, Crane (1983) cita que o valor de pH pode estar diretamente relacionado com
a composicao floristica nas dreas de coleta, uma vez que o pH do mel podera ser
influenciado pelo pH do néctar, além das diferencas na composicdo do solo ou a
associacdo de espécies vegetais para a composi¢cao final do mel, que também estariam
contribuindo para a variagao de pH.

Em trabalhos descritos na literatura Marchini e colaboradores (1998) obtiveram
valor médio de 3,15 para o pH de amostras de méis de M. scutellaris. Para a mesma
espécie, Silva et al.(2002) observaram o valor médio de 4,66. Para M. compressipes, o
valor médio obtido por Souza & Bazlen (1998) foi de 4,06, enquanto Souza et al.
(2004a) trabalhando com a espécie M. asilvai constataram valor médio de 3,27, com
variacdo de 3,14 a 3,40. Em amostras de méis de diferentes espécies de meliponineos,
Azeredo et al. (2000) encontraram valor médio de 3,50. J4 Almeida (2002), estudando
amostras de méis do cerrado paulista de quatro espécies de meliponineos (Plebeia
droryana, T. angustula, Cephalotrigona capitata e M. quadrifasciata) constatou valores para o
pH variando de 3,62 a 4,52. Denadai et al. (2002) trabalhando com amostras de méis de

T. angustula obtiveram o valor médio de 3,80.
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5.1.3. Acidez Total

Com relagdo aos resultados de acidez total (Tabela 6) observou-se uma variacao
de 54,06 a 103,9 (mEg/Kg) para os oito méis de Scaptotrigona sp (SC1 a SC8),
variacdo de 44,18 a 88,83 (mEq/Kg) para os dez méis de 7. angustula (TA1 a TA10),
enquanto o valor encontrado para o mel de M. fasciculata (MF1) foi 54,90 (mEq/Kg) e
103,5 (mEqg/Kg) para o mel da espécie nao identificada (NI1). Quando comparados aos
resultados obtidos por Salgueiro (2012) para méis monoflorais de A. mellifera (Tabela
18, em anexo pag.138), onde a acidez variou de 35,46 a 93,04 mEq/Kg, observou-se
que houve diferenca significativa entre os valores de acidez livre. Notadamente o mel
de abelha africanizada oriundo da regido sudeste (A. mellifera) apresentou valor mais
baixo (41,66meq/kg) que o mel de abelha nativa (Scaptotrigona sp) oriundo da regido
de Belterrra- PA (valor de 81,06 mEqg/kg), enquanto o mel da abelha (7. angustula)
oriundo da regido de Ilha Grande- RJ apresentou valor de 62,46 mEq/Kg. Observou-se,
também, que a quantidade de acidez estd diretamente relacionada ao pH, demonstrando
que maiores teores de acidez refletem em menores valores de pH e vice-versa. Para o
mel de abelhas africanizadas foram encontrados valores de acidez de 35,46 a
93,04mEq/Kg (SALGUEIRO, 2012) e 3,42 a 4,21 para o pH (Tabela 18, em anexo
pag.138). O mesmo aconteceu para amostras de mel de abelhas 7. angustula, onde os
valores de acidez de 88,43 mEq/Kg (amostra TA4) e 44,18meq/kg (amostra TA9)
apresentaram para pH valores de 3,62 e 4,36, respectivamente, enquanto as amostras de
mel de abelhas Scaptotrigona sp, os valores de acidez de 103,72 mEq/Kg (amostra
SC9) e 54,21 mEg/Kg (amostra SC4), apresentaram para pH valores de 3,36 e 3,93,
respectivamente.

A legislagdo permite um teor méximo de acidez igual a 60 mEq/Kg. Isso indica
que apenas 35% das amostras analisadas (SC3, SC4, MF1, TA3, TAS8, TA9, TA10)
estdio em conformidade, no entanto, a legislacdo ainda ndo regulamenta valores
maximos ou minimos para pH (BRASIL, 2000).

Os méis de abelhas sem ferrdo geralmente possuem maiores valores de acidez
comparados aos méis de Apis, uma vez que possuem, em geral, maior umidade, estando
mais susceptiveis ao ataque por microorganismos, facilitando a fermentacao.

Trabalhos da literatura tem demostrado que tais parametros quando avaliados,
mesmo dentro de um mesmo género de abelha nativa, sdo observadas grandes variacdes

nos valores de acidez. Souza & Bazlen (1998) obtiveram o valor de acidez média de
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40,75 meq/kg para M. compressipes, enquanto para M. asilvai os valores variaram de
21,50 a 80,50 meq/kg (SOUZA et al., 2004a). A mesma variacdo foi observada em uma
mesma espécie, onde Marchini et al. (1998) obtiveram valor médio de 8,88 meq/kg para
M. scutellaris, enquanto Silva et al. (2002) observaram valor médio de 28,33 meq/kg.
Denadai et al. (2002), trabalhando com amostras de méis de 7. angustula observaram
acidez média de 112,80 meq/kg.

Amostras de méis das tribos Meliponini e Trigonini provenientes da Venezuela,
apresentaram valores de acidez variando de 9,20 a 69,60 meq/kg e de 20,00 a 94,00
meq/kg, respectivamente (VIT er al., 1998). Azeredo et al.(2000) trabalhando com
amostras de méis de meliponineos obtiveram valor médio de 27,15 meq/kg. Almeida
(2002), também trabalhando com amostras de méis de meliponineos, obteveram valores
que variam de 16,50 a 52,00 meq/kg.

A acidez do mel das abelhas sem ferrao é geralmente superior, o que justifica o
sabor mais 4cido deste tipo de mel, responsdvel pela preferéncia dos consumidores mais

exigentes (VIT et al, 2004;. ALMEIDA-MURADIAN, 2013).

5.1.4. Acucares Totais

Os valores encontrados para acucares totais, aclicares redutores e sacarose
aparente neste trabalho variaram de acordo com o gé€nero da abelha sem ferrdo. Para o
mel de abelhas Scaptotrigona sp (SC1 a SC8) foi obtido um percentual de acticares
totais que variou de 52,78 a 69,26%, acucares redutores de 50,95 a 58,69% e sacarose
aparente de 0,35 a 17,39%; para os méis de abelhas Tetragonisca angustula (TA1 a
TA10) os percetentuais obtidos variaram de 69,81 a 77,89%, 62,3 a 70,0% e 3,46 a
4,2%, respectivamente. J4 o mel de abelha M. fasciculata (MF1) o perecentual foi de
63,22% para acucares totais, 59,78% para aguicares redutores e 3,62% para sacarose,
enquanto o mel da espécie ndo identificada (NI1) apresentou o valor de 56,65%,
53,19% e 3,28%, respectivamente. Segundo a legislacdo brasileira o mel deve conter no
minimo 65% de acgucares redutores, sendo assim apenas seis amostras de mel de
Tetragonisca angustula (TA1, TA2, TA3, TA4, TA9, TA10) se enquadrariam nesse
quesito.

O teor de sacarose aparente no mel serve como critério para diferenciar os

monoflorais dos poliflorais. Segundo a legislacdo vigente o0 maximo permitido é de 6%,
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estando dezessete amostras dentro do limite estabelecido, com excecdo de trés amostras
de mel de abelha Scaptotrigona sp (SC7, SC8 e SC10).

Em amostras de mel A. mellifera avaliados por Alves et al. (2011), os valores
variaram de 66,58% a 79,02%; Aroucha et al. (2008), encontraram valores na faixa de
66,97% a 75,0% e Aratjo et al., (2006) obtiveram valores com variagdes de 59,38% a
76,45%.

Outros autores também verificaram uma variagdo dos niveis de acticares entre
méis de diferentes espécies de abelhas Meliponas. Souza et al. (2009) por exemplo,
analizando méis de meliponineos da regiao Nordeste, encontraram valores médios de
acucares totais entre 57,9 a 95,6%, acgucares redutores entre 50,6 a 93,1% e sacarose
entre 0,2 e 9,0%. Ja para méis produzidos na regido Amazdnica, Souza et al. (2004)
verificaram os valores de acucares totais variando de 60,2 a 61,7%, aguicares redutores

de 60,2 a 61,3% e sacarose de 0,1 a 0,2%.

Analisando amostras de méis de meliponineos da Venezuela, Bogdanov e
colaboradores (1996) constataram os seguintes valores médios de acucares totais de
76,30% para M. compressipes, 76,30% para M. trinitatis, 74,70% para M. favosa e
76,00% para Frieseomelitta sp. Enquanto Vit et al. (1998), também na Venezuela,
encontraram valores variando de 53,70 a 73,10 % para a tribo Meliponini e 51,20 a
70,40% para a tribo Trigonini. Com relagdo a sacarose, os valores variaram de 0,60 a

5,60% (Meliponini) e 0,30 a 6,10% (Trigonini).

Rodrigues et al. (1998) trabalhando com amostras de méis de Tetragonisca
angustula constataram para acucares redutores valor médio de 58,19% e para a sacarose
valor médio de 1,17%. Denadai et al. (2002) analisando amostras de méis da mesma
espécie obtiveram valores médios de 58,00% e 2,35% para aclcares redutores e

sacarose, respectivamente.

Na Bahia, Souza et al. (2004a) trabalhando com aespécie M.
asilvai encontraram para agucares totais, acucares redutores e sacarose os valores
variando de 67,72 a 84,99%, 66,00 a 76,20% e 1,13 a 8,35%, respectivamente. Alves
(2004), também no Estado da Bahia, analisando amostras de méis de M. mandacaia
obtiveram valores médios de 74,82% para aguicares redutores e de 2,91% para sacarose.
Mel de meliponineos pode cristalizar no pote dentro da colonia, como foi observado em

M. mandacaia na Bahia.
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Para o mel de abelhas Tetragonisca angustula, segundo o parametro sugerido por
Villas-Bdas e Malaspina (2005) e Vit, Medina e Enriquez (2004), este mel deve conter
no minimo 50% de acucares redutores, desta maneira todas as amostras estudadas

estariam de acordo com os padrdes sugeridos pelos autores.

A tendéncia de critalizacdo do mel estd diretamente relacionada com alguns
parametros que sao sensiveis tais como a razao frutose/glicose e glicose/umidade. Esta
taxa de cristalizacdo € também importante na identificacdo da origem botanica do mel

(RUOFF et al., 2006).
5.1.5. Umidade

Os valores de umidade encontrados nesse trabalho, para os méis de
Scaptotrigona sp (SC1 a SC8) variaram de 23,4 a 29,4%, para os méis de T. angustula
(TA1 a TA10) variaram de 28,44 a 35%, para o mel de M. fasciculata (MF1)
apresentou o valor de 27,8% e ja a espécie ndo identificada (NI1) o valor foi 27,4%.
Segundo a legislacdo vigente o méiximo estabelecido € de 20%, estando todas as

amostras fora das espcificacoes.

Em trabalho desenvolvido por Vit ef al. (1998) com amostras de méis das tribos
Meliponini e Trigonini produzidos na Venezuela, os valores de umidade variaram de
22,90 a 31,50% (Meliponini) e 17,90 a 29,50% (Trigonini).

Segundo Pamplona (1989) que trabalhou com amostras de méis brasileiros
de Apis e meliponineos, constatou valores mais altos de umidade para os méis de
meliponineos que para os de Apis. Em seu trabalho encontrou para umidade valores
maximos de 24,00% (A. mellifera); 40,20% (Tetragonisca angustula); 45,00%
(Melipona quadrifasciata); 20,00% (Scaptotrigona postica) e 27,00% (Plebeia
droryana). J4 o trabalho desenvolvido por Cortopassi-Laurino & Gelli (1991) com
diferentes amostras de méis de meliponineos a umidade determinada apresentou valores
variando de 18,00 a 36,00%.

Marchini et al. (1998) estudando méis da espécie M. scutellaris encontraram
valor médio de 28,40% para a umidade; Silva et al. (2002) trabalhando com a mesma
espécie constataram valor médio de 25,26%. No entanto, Cortopassi-Laurino &
Montenegro (2000) observaram que os méis desta espécie tinham um maior teor de
umidade (27,00 a 29,70%) nos meses secos, quando comparado com os meses mais

umidos, onde esta umidade variava de 25,00 a 26,30%.
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Souza & Bazlen (1998) quando avaliaram méis de M. compressipes obtiveram
valor médio de 25,00%, enquanto que em amostras de méis de 7. angustula os valores
médios variaram de 23,70% (DENADALI et al., 2002) maior que 26% (RODRIGUES et
al., 1998).

Almeida (2002) em amostras de méis do cerrado paulista constatou para P.
droryana, T. angustula, Cephalotrigona capitata e M. quadrifasciata valores médios de
umidade de 31,00%, 25,50%, 27,00% e 34,00%, respectivamente. Souza et al. (2004a)
constataram porcentagem de umidade variando de 26,80 a 32,00% para méis de M.
asilvai. Trabalhando com amostras de méis de diferentes espécies de Melipona (M.
compressipes manaosensis, M. rufiventris paraensis e M. seminigra merrillae) da regido

amazoOnica, Souza e colaboradores (2004b) encontraram valores de 23,90 a 34,60%.

O conhecimento do teor de umidade no mel € util para auxiliar na sua
conservagao e armazenamento, impedindo o crescimento de fungos em sua superficie
(GOMES et al., 2011; ESTEVINHO et al., 2012). Altos niveis de umidade podem ser
considerados importantes para o mel de abelhas sem ferrado porque afetam outras
caracteristicas como viscosidade, fluidez e conservagcdo. De um modo geral, alguns dos
parametros fisico-quimicos do mel produzidos por espécies de abelhas indigenas
diferem em comparacdo com o mel de A. mellifera, especialmente a umidade, que €
muito alta e faz com que o mel seja mais fluido, favorecendo a fermentagdo. Além
disso, o mel requer maiores niveis de cuidados durante a colheita e precisa ser

refrigerado para maior durabilidade.
5.1.6. Cor

A cor € a propriedade fisica mais facilmente percebida pelo consumidor, sendo
na maioria das vezes um critério util para a escolha e classificacdo comercial. Os méis
claros sdo apontados como de maior preferéncia, embora em paises como Alemanha,
Austria e Suica, os de cor escura sejam os mais apreciados (BOGDANOV, 2004).

A cor dos méis estudados teve predominancia da tonalidade ambar escuro,
apenas a amostra de espécie nao identificada (NI1) apresentou a coloragdo ambar claro.
Estas cores enquadram-se as cores preconizadas pela legislacdo brasileira (BRASIL,
2000), variando do incolor ao ambar escuro, para o mel de A. mellifera. A
predominancia de tons escuros nos méis de abelhas sem ferrdo analisados no presente

trabalho diferem dos resultados obtidos por Souza et al. (2006) e Anacleto et al. (2009)
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que relataram predominancia de méis claros quando analisaram os méis de Melipona.
Segundo Lacerda et al. (2010) a variacido da cor pode estar relacionada com a origem
floral, variagdes climaticas durante o fluxo do néctar e o nivel de maturacdo do mel.
Quimicamente a intensificacdo da cor do mel se di em funcdo das reacdes de
substancias polifendlicas com sais de ferro, do contetido de minerais e da instabilidade
da frutose em soluc¢do dcida (BATH & SINGH, 2005).

Marchini et al. (1998) trabalhando com amostras de M. scutellaris do Estado da
Bahia constataram que 100,00% apresentaram cor branca. Semelhantemente, Souza et
al. (2004a) trabalhando com méisde M. asilvai também produzidos na Bahia
registraram 81,20% das amostras de coloracao branca.

A cor ambar claro foi considerada a predominante por Azeredo et al.(2000), em
amostras de méis de M. scutellaris, M. compressipes e T. angustula. Para amostras de
méis do cerrado paulista, Almeida (2002) determinou cores ambar claro para as
amostras produzidas por P. droryana, branco para T. angustula e C. capitata, e ambar
extra claro para M. quadrifasciata.

Andlises de amostras de mel da abelha Melipona mandacaia provenientes do
municipio de Sao Gabriel, regido semidrida do Estado da Bahia, foram realizadas com o
objetivo de contribuir para o conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas desse
produto (ALVES et al., 2005). A andlise do mel dessa espécie demonstrou uma
coloragdo variando entre o branco e o ambar claro, predominando o ambar claro na
maior parte das amostras (50%).

Em méis de M. compressipes também, predominou a cor ambar claro, enquanto
para amostras de M. quadrifasciata houve predominio da cor ambar extra claro e nas de

M. asilvai e M. scutellaris predominou o branco (SOUZA et al, 2004).

5.2 — Determinacao de amimoacido livre e proteina total no mel de abelha sem
ferrao

Os resultados do conteudo de aminidcidos livres (mg de equivalentes de L-
leucina por 100 g de mel) e proteinas totais ( mg de equivalentes albumina sérica bovina

por 100 g de mel) estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Valores médios e os desvios padrdes dos contetidos de aminidcidos livres e
proteinas totais das vinte amostras de méis estudadas.

Amostras Proteinas Aminoacidos
(mgE ,sp/100g) (mgEy/100g)
SC1 202,90+4,59 38,64+0,22
SC2 172,79+1,11 21,88+0,13
SC3 190,97+1,59 14,15+0,04
SC4 202,26 2,77 16,63+0,32
SCs 102,74+0,00 22,02+0,53
SCeé 80,99+4,33 19,41+0,79
SC7 110,09+1,59 29,02+1,59
SC8 100,91+1,36 19,55+1,03
MF1 38,11£1,36 3,23+ 0,10
NI1 60,88+5,43 21,55+0,19
TA1 113,02+0,16 89,34+0,20
TA2 109,63+1,46 56,30+0,42
TA3 103,84+0,73 59,28+0,38
TA4 81,35+2,03 44,59+0,08
TAS 109,08+1,46 28,11+0,59
TA6 109,72+1,11 49,82+1,35
TA7 111,83+1,53 28,97+1,01
TAS 109,90+1,53 54,46+2 .46
TA9 107,70+1,10 29,12+0,53
TA10 84,4743,19 78,89+2.,90

Através das andlises dos resultados observou-se que o mel de Scaptotrigona sp
(SC1 a SC8) apresentou os valores médios para aminodcidos e proteinas de 22,66
mgE; /100g e 145,45 mgEAsp/100g, respectivamente, o mel de abelha 7. angustula
(TA1 a TA10) apresentou os valores médios de 51,89 mgE;/100g para aminoécidos e
104,05 mgEsp/100g para proteinas, o mel da abelha M. fasciculata (MF1) apresentou
o valor de 3,23 mgE;5/100g e 38,11 mgEasp/100g, respectivamente, enquanto o mel
da espécie nao identificada (NI1) apresentou os valores de 21,55 mgE;/100g e 60,88
mgEasp/100g.

Ao se comparar esses valores com os obtidos por Salgueiro (2012) para os méis
monoflorais de A. mellifera (Tabela 20, em anexo pag.138), o valor para teor de
aminoécido foi 19,16 mgE; 5/100g, enquanto para proteinas foi de 53,85 mgEssp/100g.
Ja no estudo realizado por Sant’Ana e colaboradores (2012) para méis de A. mellifera
do sudeste brasileiro, os valores para aminodcido foi 19,35 mgE;r/100g (morrdo de
candeia), 19,45 mgE;/100g (eucalipto) e 16,44 mgE;r/100g (camabard), enquanto

para o conteudo de proteina, os valores encontrados foram 44,61 mgEasg/100g, 72,83
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mgEAsp/100g e 45,51 mgEasp/100g, respectivamente. A partir desses dados, foi
possivel observar que os teores de aminoécido e, principalmente, o de proteina foram
superiores para o mel de abelha sem ferrdo quando comparados ao mel de abelha
africanizada, sugerindo que possa estar ocorrendo alguma influéncia do sistema
digestorio da abelha de acordo com a espécie estudada.

Infelizmente pouco se sabe sobre o teor de proteinas no mel. De acordo com
Anklam (1998), as proteinas do mel podem originar-se a partir do néctar das plantas,
das abelhas, ou de pélen. A origem vegetal advém do néctar e do pdlen, enquanto a
animal € proveniente da propria abelha, oriunda das secre¢des das suas glandulas
salivares, conjuntamente com produtos recolhidos no decurso da colheita do néctar, ou
da maturacdo do mel (CAMPOS, 1987). Assim, a sua redu¢do ou auséncia em méis
adulterado, superaquecido ou armazenados inadequadamente serve como um indicador
de frescor do mel.

A maior parte dos aminoicidos vem da fonte floral; contudo, uma parte
significativa € adicionada pelas abelhas (BERGNER E HAHN, 1972, citado por
Bogadanov, 2004), o que leva a uma grande variabilidade de aminoécidos dentro dos
méis de uma mesma fonte botanica.

Wootton, Edwards e Faraji-Haremi (1976) constataram na composicdo de seis
amostras de méis australianos, os seguintes aminodcidos livres em suas composicoes:
leucina, isoleucina, histidina, metionina, alanina, fenilalanina, glicina, dcido aspartico,
treonina, serina, dcido glutamico, prolina, valina, cisteina, tirosina, lisina e arginina.
Dentre esses aminodcidos, a prolina proveniente das secrecdes salivares das abelhas, € o
que apresenta os maiores valores, variando entre 0,2 % e 2,8 %, e juntamente com O
conteddo de dgua, € usado como um parametro de identificacdo da "maturacao" do mel
(COSTA et al., 1999). SegundoDustmann e Ohe (1991) € necessario pelo menos 200
mg de prolina/kg de mel. Nao ha qualquer regulamentacao ou legislacdo que imponha

limites para as proteinas no mel, mas € necessario para a rotulagem do produto.

5.3 — Teor de substancias polifendlicas das amostras de mel de abelha sem ferrao

O mel nao é apenas um alimento de alto valor nutritivo, apresenta também
substancias que lhe conferem propriedades antioxidantes, tais como os polifendis e os
flavonoides. Algumas destas susbtincias ja foram identificadas no mel de A. mellifera,
sejam europeus ou brasileiros, tais como os dcidos gélico, caféico, ferilico e cumadrico,

a quercetina, naringenina, e canferol (SERGIEL er al, 2014; LIANDA et al., 2012;
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SALGUEIRO et al., 2014); bem como em méis de abelha sem ferrdo (SILVA et al,
2013, 2013a).

As substancias polifendlicas sdo importantes constituintes dietéticos, e
apresentam elevada capacidade antioxidante, atribuida a sua habilidade em complexar
ions metalicos, inativar reacdes radicalares, e prevenir conversao de hidroperéxido em
oxi-radicais reativos (De OLIVEIRA et al, 2009). Os polifendis sao grupos de
substancias que apresentam estruturas diversificadas, algumas relativamente simples,
como os derivados de dcidos fendlicos e outros de moléculas de alto peso molecular,
como os taninos e as ligninas. Muitas dessas substancias fendlicas tém propriedades
sequestradoras de radicais livres, conferindo—as atividade antioxidante. A acdo
antioxidante dos polifendis pode ser devido a combinagdes de vdérias etapas quimicas,
como inibicdo enzimdtica, quelacdo metdlica e doacdo de hidrogénio (SEHWAG
&DAS, 2013). Na Tabela 8 estdo apresentados os valores médios e os desvios padroes
para a determinacdo de fendlicos e flavonoides totais encontrados nas vinte amostras de

méis estudadas nesse trabalho.

Tabela 8 — Valores médios e os desvios padrdes dos teores totais de fendlicos e
flavonoides das vinte amostras de méis estudadas.

Amostras Te?r de Fenolicos . Teo.r de Flavonoidgs
Totais (mgE,/100g) Totais (mgEy/100g)
SC1 80,39 £1,35 6,07 £0,05
SC2 72,69 +0,35 4,99 0,01
SC3 66,62 +0,93 5,78 0,02
SC4 72,85 0,07 6,57 £0,02
SC5 74,04 £0,81 2,29 0,02
SCeo 61,28 £1,85 1,78 £0,02
SC7 76,48 £1,27 2,77 20,02
SC8 73,39 0,37 2,25 0,01
MF1 64,99 +0,67 1,59 £0,05
NI1 58,18 £0,92 0,55 +£0,02
TA1 101,35 0,51 4,46 +0,16
TA2 102,01 0,12 5,59 +1,46
TA3 101,27 +0,53 5,13 0,73
TA4 104,09 +0,56 5,89 £2,03
TAS 105,59 1,25 6,38 1,46
TA6 101,68 £1,23 5,39 1,11
TA7 90,75 +0,86 5,47 £1,53
TAS8 90,35 0,49 5,38 £1,53
TA9 90,22 +0,37 5,46 1,10
TA10 132,1 +0,73 7,54 £3,19

a — mg de equivalentes de acido gilico por 100g de mel.
b- mg de equivalentes de quercetina por 100g de mel.
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5.3.1. Teor de fendis totais

Viérios métodos espectrofotométricos para quantificagdo das substancias
fenolicas em alimentos tém sido desenvolvidos (DAf & MUMPER, 2010). O método de
Folin-Denis é o mais utilizado para determinacdo de fendlicos totais em vegetais, e este
foi usado para estimar o teor de fendlicos totais nos méis de abelha sem ferrdao. Este
método fundamenta-se numa reacdo de oxi-redugdo entre os polifendis e o reagente de
Folin (Figura 26). Ocorre a reducdo do molibdénio (Mo*®) presente no reagente em
meio bdsico, através da oxidagdo de compostos fendlicos a ortoquinonas, formando
parcialmente, a forma reduzida Mo" da qual resulta um complexo de colora¢io azul
que ao absorver radiacdo a 760 nm permite a quantificacdo das substancias fendlicas

(FOLIN e DENIS, 1912).
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Figura 26. Reacao de 4cido gélico com molibdénio, no método de Folin-Ciocauteau
(De OLIVEIRA et al, 2009).

O teor de fendis totais foi realizado por espectrofotometria a 765nm usando o
reagente de Folin-Dennis, e o conteido variou de acordo com o mel produzido por
diferente espécie de abelha. Os valores variaram de 61,28 a 80,39 mg Exg/100 g para os
méis de abelha Scaprotrigona sp (SC1 a SC8), 90,22 a 105,59 mgEAc/100 g para os
méis de abelha T. angustula (TA1 a TA10) para o dnico mel estudado de M.
fasciculata (MF1) o valor encontrado foi de 64,99 mgEAg/100g e para mel de espécie
ndo identificada (NI1) o valor observado foi de 58,18 mgEsg/100g. O mais alto
contetido (105,59 mgEAc/100g de mel) foi observado para a amostra TAS (T.
angustula), classificada como ambar escuro, enaquanto o menor teor foi obtido para

amostra NI1 de espécie nao identificada (58,18 mgEs/100g), classificada como ambar
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claro. Este ensaio espectrocolorimétrico apresenta baixa especificidade, pois nao sé
mede fendis totais, mas também reage com qualquer substancia redutora; assim, a
reacdo de coloracdo pode ocorrer com qualquer grupo hidroxi fendlico oxidavel e
muitas substancias ndo-fendlicas (agucares) presentes no mel (ALVAREZ-SUAREZ et
al., 2009).

Na literatura existem muitos trabalhos relatando resultados sobre o conteudo de
fendlicos e flavonoides de méis de Apis mellifera, embora para os méis das diferentes
espécies de abelhas nativas sem ferrdo poucos dados sdo encontrados. Por exemplo, o
trabalho descrito por Oliveira e colaboradores (2012) para vinte e quatro méis de M.
fasciculata e M. flavolineata da Amazdnia, os valores de totais de fendis variaram de
25,53 a 88,81 mgExc/100g e 23,39 a 236,71 mgEac/100g, respectivamente. Ja para
nove amostras de M. subnitida (mel de jandaiira) do estado da Paraiba, Silva e
colaboradores (2013) encontraram teores que variram de 120-130 mgEsg/ 100g no mel.
Esses resultados estdo proximos aos valores encontados nesse trabalho. No entanto,
trabalhos realizados por ODDO e colaboradores (2008) com mel de abelha sem ferrdo
(Trigona carbonaria) da Austrdlia o conteido de polifendis foi inferior (44,53-63,43
mgEAc/100 g de mel), e méis de Tetragonisca fiebrigi na Argentina (144,22 e 431,20
mgEag/100g) e do Paraguai (125,17 e 176,50 mgEAg/100) os valores foram superiores
aos encotrados para méis de abelha nativa brasileira (Vit et al., 2009). Em outro estudo,
méis de diferentes espécies de abelhas sem ferrdo do Peru apresentaram contetido de
polifendis na faixa de 99,7 a 464,9 mgExc/100g (RODRfGUEZ—MALAVER et al.,
2009).

Diferentes plantas tém grupos diversificados de substancias fendlicas, que
podem acarretar variacdo de conteido nos fendlicos totais de mel (BLUM, 1996). Por
exemplo, para A. mellifera, o teor de fendlicos totais de mel do nordeste do Brasil
variou 10,21-108,5 mg Eac/100 g de mel (TAVARES et al, 2011). No entanto,
diferencas substanciais foram observadas em mel do Chile, com teor de fendlicos totais
variando de 0,0-8,83 mg Exg/100 g de mel (MUNOZ E COPAJA, 2007), amostras de
mel de diferentes origens florais da Pol6nia variando de 21,7-75,3 mg Eac/100 g de
mel (SOCHA et al., 2009); enquanto que amostras de mel de Eslovénia variaram entre
44.8- 241 mg Eoc/100 g de mel (BERTONCELJ et al., 2007).

Em comparacdo aos méis brasileiros de A. mellifera estudado por Salgueiro
(2012),0 teor de fendis variou com o tipo de mel monofloral (Tabela 19, em anexo pag.

138), apresentando valores de 94,9 a 103,0 mg Exc/100 g para os méis de assa peixe, de
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73,7 a 81,4 mgEAc/100 g para os méis de morrao de candeia e de 104,7 a 129,3
mgEAg/100g para os méis de cambard. De acordo os resultados obtidos por Salgueiro
(2012) a amostra de mel de cambard, classificada como ambar claro foi a que
apresentou a maior concentracdo em polifendlicos (129,3 mgEag/100g), enquanto a
amostra de morrao de candeia, classificada como branco, apresentou o menor teor (73,7
mgEag/100g). J4 o estudo realizado por Sant’Ana e colaboradores (2012) para méis
monoflorais do sudeste, os valores encotrados variaram de 61,11 a 81,42 mgEs/100g
(morrdo de candeia), de 82,76-137,03 mgEAg/100g (de eucalipto) e 104,66 a 129,32
mgEAc/100g (cambard). Todos esses valores foram superiores aos valores encotrados

nesse trabalho para abelha sem ferrdo.

5.3.2. Teor de Flavonoides Totais

Diversas técnicas podem ser empregadas para a deteccdo e doseamento de
flavonoides em amostras de vegetais, bebidas e mel, tais como a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia Gasosa (CG), Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massas (CL-EM), Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), entre outras. No entanto, o método de quantificagdo de flavonoides por
espectrofotometria de absor¢do na regidao do ultravioleta-visivel (UV-Vis) alcanca
grande destaque devido a sua simplicidade, rapidez, baixo custo de execucdo e ampla
disponibilidade nos laboratérios. Comumente emprega-se o método colorimétrico com
cloreto de aluminio (AlCl;) para tratamento das amostras a serem analisadas. Na reacao,
o cdtion aluminio forma complexos estdveis com as hidroxilas livres dos flavonoides, de
coloragdo amarela, ocasionado pela extensdo do sistema conjugado e,
consequentemente, levando a um desvio batocrémico, ou seja, um deslocamento dos
seus maximos de absorcdo para regides de maior comprimento de onda (MEDA et al.,
2005; AHN et al., 2007). A intensidadede absor¢do € proporcional a concentracdo de
flavonoide presente na amostra (MABRY et al., 1970) podendo ser quantificado sem

sofrer influéncia de outras substancias fendlicas presentes na amostra (Figura 27).
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Figura 27:Complexacdo da quercetina com cloreto se aluminio (MABRY et al. 1970)

O teor de flavonoides totais dos méis analisados nesse trabalho foi determinado
por espectrofotometria utilizando como reagente uma solucdo metanodlica de cloreto de
aluminio (AICl3).

Conforme pode ser observado na Tabela 8, o teor de flavonoides totais variou
de 1,78 a 6,57 mg Ep/100g para os méis de abelha Scaptotrigona sp (SC1 a SC8), para
os méis de T. angustula (TA1 a TA10) variou de 4,46 a 7,54 mg Eq/100g, para o mel
de M. fasciculata (MF1) o valor foi de 1,59 mg Ep/100g, enquanto para o mel de abelha
cuja epécie nao foi identifica (NI1) o valor foi 0,55 mgEy/100g de mel. Observou-se
que a amostra NI1, classificada como ambar claro, foi a que apresentou o menor teor
em flavonoides, enquanto a amostra TA10 (7. angustula), classificada como ambar
escuro, foi a que apresentou a maior concentracdo (7,54 mgEq/100g).

Trabalhos realizados por ODDO e colaboradores (2008) com mel de abelha sem
ferrao (Trigona carbonaria) da Austrdlia o teor de flavonoides foi 10,02 + 1,59
mgEq/100g de mel. Mel produzido por dez espécies de abelhas sem ferrdo (Melipona
crinita, M. eburnea, M. grandis, M. illota, Nannotrigona melanocera, Partamona
epiphytophila, Ptilotrigona lurida, Scaptotrigona polystica, Scaura latitarsis e T.
angustula), do Peru apresentaram o teor de flavonoides variando de 2,6-31,0
mgEq/100g de mel. Estes dados foram bem superiores aos relatados nesse trabalho.

Em contraste com méis monoflorais brasileiro de A. mellifera, Salgueiro (2012)
encontrou o teor de flavonoides totais variandode 5,55 a 9,82 mg E/100g para os méis
de assa peixe, de 2,54 a 2,98 mg E/100g para os méis de morrdo de candeia e de 6,38 a
10,25 mgEy/100g para os méis de cambard (Tabela 19, em anexo pag. 138). Nesse
trabalho o mel de cambard foi a que apresentou o maior conteido em flavonoides totais

(10,25 mgEy/100g), enquanto o mel de morrdo de candeia foi a que apresentou a menor



70

concentracdo (2,54 mgEQ/100g). Para trinta e sete méis monoflorais brasileiro,
Sant’Ana e colaboradores (2014) encontraram o contetido de flavonoides variando de
1.99 a 11.8 mgEQ/100g, enaquanto o teor de fendlicos variou de 58.26 a 152.52
mgEq/100g.

Comparando os valores dos méis de abelha sem ferrdao com os méis de abelha
A. mellifera (SALGUEIRO, 2012; SANT’ANA et al., 2014) observou-se maiores
teores, tanto para totais de fendlicos quanto de flavonoides para os méis de A. mellifera.
Verificou-se também que os méis de meliponineos e os de A. mellifera apresnetaram
forte correlacdo entre o teor de fendlicos totais e a cor do mel. Atualmente t€m sido
publicados inimeros estudos sobre a avaliagdo da atividade antioxidante do mel, a qual
estd correlacionada positivamente com o conteido em substiancias fendlicas, e
consequentemente, com a sua origem botanica e/ou geografica. Estevinho et al (2008)
constataram que os méis de cor escura apresentavam um teor em substancias fendlicas
maior e, consequentemente uma atividade antioxidante mais elevada. A cor escura
reflete, parcialmente, o conteido em pigmentos como os carotendides e flavonoides,

muitos dos quais possuem propriedades antioxidantes.

5.4 — Avaliacido da Capacidade Antioxidante dos méis de abelha sem ferrao

Os estudos envolvendo substincias antioxidantes naturalmente presentes em
alimentos e a prevencao ou controle de algumas doengas cronico-degenetarivas e cancer
tém chamado a atencdo da comunidade cientifica e da populacdo em geral. Entre os
alimentos que contém antioxidantes naturais, as frutas e os vegetais sao os que mais
contribuem para o suprimento dietético destes compostos, associados aos efeitos
benéficos a saide humana. (ANTOLOVICH et al., 2002)

Uma gama de componentes fenélicos em mel é conhecida: o dcido cafeico, 4cido
gdlico, 4cido protocatecuico, acacetina, camferol, galangina, crisina, quercetina e
apigenina, entre outros. Eles t€m efeitos promissores no tratamento de algumas doencas
cronicas devido a sua atividade antioxidante, conferindo assim, propriedades funcionais
benéficas.

A grande diversidade quimica existente tornam as substancias fendlicas dificeis
de separarem, bem como quantificarem individualmente (PRIOR & CAO, 2000).

Virios métodos in vitro vém sendo desenvolvidos para determinar o potencial
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antioxidante de extratos vegetais, bebidas e mel. Os diversos métodos propostos na
literatura para determinar a atividade antioxidante in vifro de substincias
biologicamente ativas variam quanto ao tipo de radicais gerados, estes métodos podem
ser baseados na captura do radical peroxila (ORAC - Capacidade de Absorcdo de
Oxigénio Radicalar e TRAP — Potencial Antioxidante Total), no poder de reducdo do
metal (FRAP - Poder Antioxidante de Redug¢do do Ferro e CUPRAC - Poder
Antioxidante de Reducio do Ton Cuprico), na captura do radical hidroxila (método de
desoxirribose), na captura do radical organico ABTS (4cido 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) e DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), na quantificagao
de produtos formados durante a peroxidacdo de lipidios (TBARS -Medida da
lipoperoxidagdo), na oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade [LDL] ou na co-
oxidagdo do PB-caroteno. Dentre estes métodos, DPPH, ABTS, FRAP e ORAC sao
alguns dos mais usados atualmente na andlise de alimentos (PEREZ-JIMENEZ e
SAURA-CALIXTO, 2006).

Nesse trabalho, trés métodos diferentes foram utilizados para determinar a
capacidade antioxidante dos méis de abelha sem ferrao, o que permite obter informagao
sobre a atividade desses méis durante diferentes fases da reacdo de oxida¢do (PRIOR et
al., 2005). Os métodos utilizados incluiram a capacidade sequestrante dos radicais
DPPH e ABTS ™, e o poder de oxidagdo do fon ferro através do ensaio com FRAP.
Baseados em ensaios antioxidantes semelhantes, diferentes tipos de mel de varios paises
e regides geograficas tém apresentado elevadas propriedades antioxidantes
(ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010, 2012b; SILVA et al, 2013; SALGUEIRO et al,
2014).

Na Tabela 9 estdo apresentados os valores médios e desvios padrio dos
resultados para a determinacdo da capacidade antioxidante realizada para as vinte
amostras de mel.

Nos resultados apresentados, diferentes amostras revelaram vérios graus de
capacidade antioxidante, apresentando CEsy que variou de 10,46 a 72,97 mg/mL para o
DPPH (Tabela 9). O valor de CEs variou de 20,49 a 36,16 mg/mL para méis de abelha
Scaptotrigona sp (SC1 a SC8), de 10,46 a 34,89 mg/mL para os méis de abelha T.
angustula (TA1 a TA10), para o mel de M. fasciculata (MF1) o valor de CEs foi
29,62 mg/mL, enquanto para o mel de espécie ndo (NI1) foi de 72,97 mg/mL. Entre
todas as amostras estudadas, o mel de 7. angustula (TA10) foi o que apresentou a mais

elevada capacidade de resgate do radical DPPH (CEsp= 10,46 mg/mL), enquanto o mel
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de espécie ndo identificada (NI1) apresentou o resultado mais baixo (CEsop= 72,97

mg/mL).

Tabela 9 - Capacidade antioxidante das amostras de méis de abelha sem ferrdo.

Amostras DPPH (CEs) FRAP ABTS
(mg/mL) (nmol Fe(I1)/100 g) (umol TE/100g)

SC1 22,32+40,31 223,69+0,00 20,32+0,00
SC2 33,68+1,92 147,76+0,00 34,36+0,0
SC3 36,16£1,52 175,54+0,01 33,08+0,00
SC4 23,54+1,60 214,43+0,00 31,81+0,00
SC5 22,70+£0,59 112,57+0,00 3,73+0,00
SCeé 28,81+0,47 77,39+0,00 7,560,00
SC7 20,49+0,16 182,94+0,00 11,38+0,00
SC8 23,60+1,07 149,61+0,00 13,94+0,00
MF1 29,62+0,76 94,06+0,00 229,69+0,03
NI1 72,97+ 1,70 84,80+0,00 217,5620,00
TA1 18,11+0,22 357,02+6,42 289,62+0,01
TA2 21,62+1,29 468,13+2,10 224,53+0,00
TA3 34,89+2.17 368,13+£3,21 192,62+0,00
TA4 20,94+1,24 460,7249,62 128,81+0,00
TAS5 24,9442 20 449,61+0,00 85,41+0,00
TAG6 24.76+0,31 445,9148,49 93,07+0,00
TA7 26,05+0,48 436,65+3,21 123,70+0,00
TAS 20,52+0,66 431,0943,21 139,02+0,01
TA9 19,55+1,15 436,65+6,42 179,8620,01

TA10 10,46+0,17 640,35+8,49 364,93+0,00

Este ensaio se baseia na medida da capacidade antioxidante de uma determinada

substancia em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina e foi desenvolvido

por Marca-Williams e al (1995). A molécula de DPPH’ é caracterizada por ser um

radical livre estdvel, em virtude da deslocalizag¢ao do elétron desemparelhado por toda a

molécula. Esta deslocalizacdo confere a esta molécula uma coloragdo violeta,

caracterizada por uma banda de absor¢do em cerca de 520 nm. Quando uma

determinada substancia, que age como doador de dtomos de hidrogénio € adicionado a

uma solu¢do de DPPH, a hidrazina € obtida com mudanca simultanea na coloracao de

violeta a amarelo pélido (Figura 28). A atividade antiradicalar, expressa pelo parametro

ECs, é definida como a quantidade do antioxidante necessario para diminuir 50% da

concentra¢do do radical DPPH’ inicial. O ensaio com DPPH ¢ um teste rdpido e
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simples, garante resultados confidveis e precisa apenas de um espectrofotometro UV-

vis, o que provavelmente explica seu amplo uso na triagem antioxidante.

oH E:H OH
NO; NO; HO o
— ' | |
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estabilizada porressondncia

Figura 28: Reducao do radical livie DPPH pelo flavonoide antioxidante quercetina
(gnint.sbq.org.br/gni/popup_visualizarMolecula.php?id=UF)

Em trabalho realizado com nove amostras de M. subnitida (mel de abelha
jandaira) de duas regides semi-dridas no interior do estado da Paraiba, Silva e
colaboradores (2013) encontraram valores de CEsy variando de 10,6-12,9 mg/ mL para
o mel puro no enasio DPPH, e CEs, de 6,1- 9,7 mg/mL para ABTS.

Oliveira et al (2012) encontraram para méis das espécies M. flavolineata e M.
fasciculata da Amazdnia, CE5y que variou de 6,85-49,92 e 15,58 a 54,43 mg/mL,
respectivamente. J4 para o mel de abelha sem ferrdo (Tetragonula carbondria) da
Australia, o valor encontado foi CEsy 83,33 mg/ml (MARYLENLID et al, 2013).
Resultados de CEsp menos significativos do que os encontados neste estudo.

Estevinho et al (2009) encontraram para CEsp 27,24 mg /mL em méis escuros e
68,17 mg/ mL em méis claros. Estes valores foram semelhantes aos encontrados neste
estudo, onde os méis mais escuros de 7. angustula (por exemplo, TAl e TA10)
apresentaram melhores atividades antioxidantes. Lianda e colaboradores (2012)
obteveram para méis de A. mellifera de regides do Rio de Janeiro valores de CEs

variando de 10,81 a 52,44 mg/mL. Os valores de CEsy para sessenta méis de Apis
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mellifera obtidos por Sant’Anna e colaboradores (2014) variaram de 7,61 — 42,25
mg/mL.

Salgueiro (2012) analisou amostras de méis de assa-peixe, camabard e morrdo de
candeia oriundas de Minas Gerais e Rio de Janeiro (Tabela 21, em anexo pag. 139),
encontrando os melhores resultados para os méis de camabrd, variando de 190,35 -
297,76 pmol Fe(I1)/100 g para FRAP, de 474,69 - 689,11 umolTE/100g para ABTS, e
de 17,12 - 33,39 mg/mL para CEsy.

O FRAP (Poder Antioxidante de Redugdo do Ferro) testa a forca antioxidante
via avaliacdo da reducdo do complexo Fe’*-TPTZ (ferritripiridiltriazina) [2,4,6-tri(2-
piridil)-1,3,5-triazina] a ferroso-tripiridiltriazina (Fe2+—TPTZ) por redutores, em valor de
pH baixo. Baseia-se no fato da habilidade de um composto em gerar Fe™* a partir de

¢’*, definindo sua forca antioxidante. O complexo Fe**-TPTZ tem uma cor azul
intensa e pode ser monitorado espectrofotometricamente a 593 nm (Figura 29). A
vitamina C e o 4cido dtrico, por ex., reduzem Fe** a Fe**. Por outro lado, um
antioxidante que reduz efetivamente um pré-oxidante, ndo reduz, necessariamente,

Fe** a Fe**. (PRIOR et al, 2005)
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Figura 29 - Reducio do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe’* (adaptado
de RUFINO et al., 2006).

As limitacdes do método sdo, portanto: nem todo redutor que € habil para
reduzir Fe**a Fe’* é antioxidante; nem todo antioxidante tem a habilidade especifica
para reduzir Fe’*a Fe™, como por ex., a glutationa. O resultado final pode ser
convertido a mmol de equivalentes de trolox. A atividade relativa do trolox em FRAP ¢
de 2,0 mmol/L, ou seja, a reacdo direta de Fe®* proporciona uma mudanca de

absorbancia que € a metade de 1 equivalente molar para o trolox.
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Os valores de FRAP variaram de 77,39 a 640,35 (umol Fe(II)/100 g) (Tabela 9).
Para o mel de abelha Scaptotrigona sp (SC1 a SC8) o valor de FRAP variou de 77,39 a
223,69 (umol Fe(Il)/100 g), de 357,02 a 640,35 (umol Fe(I[)/100 g) para o mel de T.
angustula (TA1 a TA10), 94,06 (umol Fe(II)/100 g) para o mel de M. fasciculata MF1,
e para o mel de de espécie nao identificada (NI1) o valor foi de 84,80 (umol Fe(I1)/100
g). Entre todas as amostras analisadas o mel de Tetragonisca angustula (TA10) foi o
que apresentou a mais elevada capacidade antioxidante através do ensaio com FRAP
(640,35 pumol Fe(II)/100 g), enquanto o mel de abelha Scaptotrigona sp (SC6)
apresentou o menor resultado (77,39 umol Fe(II)/100 g).

Para efeito de comparacao na literatura sé existe dados para méis de A. mellifera
usando esse ensaio. Os valores de FRAP para onze amostras de méis monoflorais de
Apis mellifera obtidos por Salgueiro (2012) variaram de 68,13 a 297,96 pumol Fe(I1)/100
g (Tabela 21, em anexo pag. 139). Comparativamente, os valores de FRAP obtidos
neste estudo foram realtivamente superiores aos obtidos por Salgueiro (2012) para os
méis de Apis mellifera.

A capacidade antioxidante usando o teste do ABTS € determinada a partir da
leitura ( 415nm ) da inibi¢c@o causado por antioxidantes do cation radical 2,2-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato), sal de diamoénio , ABTS+:, produzido nesta reagdao

(VASCONCELOS et al, 2007), Figura 30.
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Figura 30. A oxidagio de ABTS por persulfato de potdssio para gerar cdtion radical ABTS " e
a sua reagdo com um composto anti-radicalar. (AOH) (De OLIVEIRA et al., 2014)

O método original baseia-se na ativacao de metamioglobina como peroxidase,

em presenca de ABTS. O complexo perferril da hemeproteina produziria o cédtion
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radical (ABTS™) de cor azul esverdeada. A adi¢cdo desse radical a um meio contendo
antioxidantes permite avaliar, através do grau de descoloragdo, a capacidade
antioxidante do mesmo. Alguns autores sugerem o uso de oxidagdo quimica de ABTS,
com utiliza¢do de reagentes como didxido de manganés ou persulfato de potdssio, uma
vez que outros antioxidantes podem contribuir para reduzir o radical ferrimioglobina
formado durante a reagdo. O percentual de inibicdo de (ABTS™) ¢é determinado em
funcdo da concentracdo e do tempo. Quando a medida € relativa a reatividade do trolox,
como padrao, sob as mesmas condi¢des, o teste € denominado TEAC, expresso como
unidades equivalentes de trolox que correspondem a 1,0 mmol/L. Esse método é
aplicivel para o estudo de antioxidantes lipossoliveis e hidrossoluveis
(VASCONCELOS et al, 2007).

Neste estudo os valores de ABTS variaram de 3,73 a 364,93 (umolTE/100g)
(Tabela 9). Para os méis de abelha Scaptotrigona sp (SC1 a SC8) os valores variaram
de 3,73 a 34,36 (umolTE/100g), de 85,41 a 364,93(umolTE/100g) para os méis de
Tetragonisca angustula (TA1 a TA10), 229,69 (umolTE/100g) para o mel de Melipona
fasciculata (MF1), e para o mel de espécie ndo identificada (NI1) o valor determinado
foi 217,56 (umolTE/100g). Entre todas as amostras de méis avaliadas a amostra de
Tetragonisca angustula (TA10) foi a que apresentou a mais elevada capacidade
antioxidante através do ABTS (364,93 pumolTE/100g), enquanto a amostra de
Scaptotrigona sp SCS apresentou o resultado mais baixo (3,73 umolTE/100g).

Os valores de ABTS para onze amostras de méis monoflorais de Apis mellifera
obtidos por Salgueiro (2012) variaram de 70,09 a 689,11umolTE/100g (Tabela 21, em
anexo pag.139). Comparativamente, os valores de ABTS obtidos neste estudo foram
relativamente superiores aos obtidos por Salgueiro (2012) para os méis de Apis

mellifera.

5.5 - Preparo dos extratos das amostras de mel de abelha sem ferrao

Nesse trabalho para isolar e recuperar as substancias fendlicas do mel foi
uitlizada uma combina¢do de extra¢do em resina XAD-2 e parti¢do liquido-liquido, com

acetato de etila (LIANDA, 2004).

O primeiro passo para a extra¢do dos acidos fendlicos e flavonoides do mel foi a
adsor¢do dessas substancias fendlicas sobre uma resina polimérica ndo-idnica Amberlite

XAD-2. Esta etapa foi realizada por filtracdo de uma solucdo de mel em dgua
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acidificada (pH 2,0) através de uma coluna contendo a resina, € 0s agucares e outras
substancias polares foram lavados com a dgua. As substancias fendlicas retidas foram

entdo eluidas com metanol e por ultimo foi feita uma particdao de acetato de etila.

Nesse estudo foram preparados apenas os extratos dos oito méis de abelha
Scaptotrigona sp, um do mel de Melipona fasciculata e um do mel de espécie ndo
identificada. As dez amostras do mel de Tetragonisca angustula por ndo terem

quantidades suficientes, ndo tiveram seus extratos preparados.

Para cada tipo de mel avaliado, os extratos da particdo com acetato de etila
foram obtidos a partir de 50g de amostra cujos rendimentos em residuo seco estam

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Valores médios e desvios padrao dos rendimentos dos extratos da particao
com acetato de etila dos méis de Scaptotrigona sp, Melipona fasciculata e uma amostra
de espécie nao identificada .

Cddigo dos extratos de Mel Residuo seco (mg)
ESC1- Scaptotrigona sp 20,5+34
ESC2- Scaptotrigona sp 24,8 +1,8
ESC3- Scaptotrigona sp 35,7+2,1
ESC4- Scaptotrigona sp 31,2+7,6
ESCS- Scaptotrigona sp 324+1,8
ESC6- Scaptotrigona sp 40,9 £3,0
ESC7- Scaptotrigona sp 30,7 +3,2
ESCS8- Scaptotrigona sp 64,3+ 11,3
EMF1- Melipona Fasciculata 19,5+ 1,7
ENI1- Ndo Identificada 29,4425

Os extratos dos méis de Scaptotrigona sp (ESC1 a ESC8), Melipona fasciculata
(EMF1) e da amostra de mel ndo identificada (ENI1) foram preparados com o objetivo
de avaliar o potencial antioxidante, bem como determinar a sua composi¢cao quimica por
RMN 'H e CLAE-DAD. Posteriormente, os resultados aqui obtidos através das
substancias identificadas foram correlacionados aos resultados encontrados por
Salgueiro (2012) para diferentes tipos de méis monoflorais de Apis mellifera, através de
andlise multivariada. Antes porém, os resultados de teor de fendlicos e flavonoides, bem
como a avaliacdo da capacidade antioxidante utilizando os trés métodos (DPPH, ABTS

e FRAP) para os extratos estdo sendo discutidos.
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5.6 — Determinacao do teor de polifendis totais dos extratos de mel

O contetddo em fendlicos e flavonoides totais foi realizado para dez dos extratos
de mel de abelhas sem ferrao (Scaptotrigona sp, M. fasciculata e uma nao identificada)
a fim de buscar uma compara¢do com seus méis in natura, bem como comparar com
resultados obtidos pelo nosso grupo para extratos de mel de Apis mellifera.

As médias e os desvios padrdo para os teores em fendlicos e flavonoides totais
dos extratos de mel de abelha sem ferrdo estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Teor em polifendis totais dos extratos de mel de abelha sem ferrao

Extratos Fendlicos totais Flavonoides totais
de mel (mgE,/100g)? (ngQll()Og)b
ESC1 18,19 £ 0,02 6,98 + 0,00
ESC2 7,71 £0,01 5,48 £ 0,00
ESC3 16,15 £ 0,02 11,56 £ 0,01
ESC4 11,00 £ 0,01 8,10 £ 0,00
ESC5 12,80 + 0,02 10,08 £ 0,01
ESCo6 10,01 £ 0,01 9,40 £ 0,00
ESC7 8,35+0,01 8,79 £ 0,02
ESCS8 9,98 + 0,01 20,75 £ 0,00
EMF1 4,44 +0,01 3,46+ 0,02
ENI1 7,60 £ 0,01 5,75 +0,01

a - mg de equivalentes em acido gélico por 100mg de extrato, b — mg de equivalentes em
quercetina por 100mg de extrato. ESC — extrato de Scaptotrigona sp; EMF — extrato de M. fasciculata
e ENI-extrato de mel de espécie ndo identificada.

O conteddo em fendlicos e flavonoides totais variou entre os extratos dos méis
da mesma espécie de abelhas, bem como entre as diferentes espécies. O teor variou de
7,71 a 18,19 mgEAc/100mg para os extratos de méis de abelha Scaptotrigona sp (ESC1
a ESCS8); 4,44 mgEAg/100mg para o extrato de mel de M. fasciculata (EMF1) e 7,60
mgEAc/100mg extrato de mel de abelha sem ferrdo de espécie ndo identificada (ENI1) .

O teor em flavonoides totais encontrado para os extratos varioiu de 5,48 a 20,75
mgE/100mg para os extratos de méis de Scaptotrigona sp (ESC1 a ESCS8); 3,46
mgEq/100mg para o extrato de mel de M. fasciculata (EMF1) e 5,75mgEo/100mg para
o extrato de mel da espécie ndo identificada (ENI1).

De acordo com esses resultados, o extrato Scaptotrigona sp (ESC1) apresentou
o maior valor para o conteido de fendlicos totais (18,19 mgEAc/100mg) e o extrato de

Scaptotrigona sp (ESC8) apresentou o maior valor para flavonoides totais (20,75
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mgEq/100mg), enquanto o dnico extrato de M. fasciculata (EMF1) apresentou o mais
baixo valor, tanto de fendlicos (4,44 mgEAc/100mg ) quanto de flavonoides totais (3,46
mgEqy/100mg). Parte desse resultado foi compativel com aqueles obtidos para o mel in
natura, onde para o mel de abelha Scaptotrigona sp, a amostra SC1 foi também o que
apresentou o maior teor em fendlicos totais (80,39 mgExg/100g de mel, Tabela 8 pag.
67), e embora a amostra de mel de M. fasciculata (MF1) tenha apresentado um valor
relativamente alto (64,59 mgEAg/100g ) para fendlicos totais, o seu extrato (EMF1)
apresentou o menor resultado. Uma possivel explicagdo para essa variacao, é que este
ensaio colorimétrico apresenta baixa especificidade, pois nao sé mede fendis totais, mas
também reage com qualquer substancia redutora; por conseguinte, a reagao de coloracao
pode ocorrer com qualquer grupo hidroxi fendlico oxiddvel e muitos substincias nao
fendlicas (agucares) presentes no mel (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2009).

Em trabalho realizado por Silva e colaboradores (2013) o teor de fendlicos totais
dos extratos metandlicos do mel de Melipona s. merrillae da regido Amazodnica variou
de 17 a 66 mgEaAc/100mg de extrato. Em outro trabalho realizado por Silva e
colaboradores (2013a) para nove amostras de M. subnitida (mel de jandaira) de duas
regides semi-daridas no interior do estado da Paraiba, o teor variou 80,2-166,1
mgEac/100mg de extrato no extrato MeOH e de 125,9-391,9 mgEA/100mg de extrato
na fracdo AcOEt. Esses valores foram superiores ao encontrado nesse estudo.

Ao comparar os resultados do conteido de fendlicos totais (4,44 a 18,19
mgEac/100mg) e flavonoides totais (3,46 a 20,75 mgEy/100mg) realizados aqui com os
valores obtidos por Salgueiro (2012) para extratos méis monoflorais de Apis mellifera
do estado do Rio de Janeiro (4,88 a 12,14 mgEac/100mg e 0,36 a 1,79 mgEy/100mg
fendlicos e flavonoides totais, respectivamente) (Tabela 22, em anexo pdg.139); pode-
se observar que os extratos dos méis de abelhas sem ferrdo apresentaram valores
superiores, principalmente para o conteido de flavonoides totais. No entanto, quando se
comparou com os valores de fendlicos e flavonoides dos extratos de méis silvestre
(24,22-71,76 mgEAc/100mg e 0,50-0,95 mgEy/100mg, respectivamente) e dos extratos
de méis laranjeira (12,72-76,75 mgEAc/100mg e 0,16-5,34 mgEy/100mg,
respectivamente) obtidos por Lianda e colaboradores (2012) para méis do sudeste
brasileiro, os valores para fendlicos totais foram bem superiores ao relatados neste
estudo, enquanto flavonoides foram significativamente menores.

A variagdo no conteido de fendlicos e flavonoides entre as amostras analisadas

pode ser causada pela variacdo nas espécies de abelhas, bem como nas fontes florais,
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porque as plantas diferentes contém substancias fendlicas diferentes e esta variagdo é

mostrada no seu contetido fendlico. (EREJUWA et al, 2012).

5.7 — Avaliacao da Capacidade Antioxidante dos extratos de mel de abelhas sem

ferrao

Trés métodos diferentes (DPPH, ABTS e FRAP) foram utilizados para
determinar a capacidade antioxidante de dez extratos de mel de abelha sem ferrdo. As
médias e os desvios padrio para a determinagdo dessas atividades para os extratos estao

apresentados na Tabela 12 .

Tabela 12 - Capacidade antioxidante dos extratos de mel de abelha sem ferrdo.

Cadigos dos FRAP ABTS DPPH (CEs)
extratos (mmol Fe(I1)/100 mg) (mmol TE/100mg) (ug/mL)

ESC1 223,13 £0,01 165,27 £ 0,01 136,63 £ 3,10
ESC2 110,54 £ 0,01 43,13 + 0,00 225,92 +4,36
ESC3 89,05 + 0,01 75,68 + 0,00 128,18 £ 3,69
ESC4 143,13 £ 0,01 23,98 £ 0,01 130,57 £2,42
ESC5 111,18 £0,00 53,85+ 0,03 48,99 £ 1,03
ESCé6 137,76 £ 0,00 51,55 0,00 97,99 + 4,32
ESC7 81,09 + 0,00 43,51 +£0,00 10,30 £ 0,14
ESCS8 177,67 £ 0,00 54,11 £ 0,00 6,89 +0,77
EMF1 148,59 £ 0,00 20,03 £ 0,01 375,92 £ 17,62
ENI1 128,31 £ 0,01 37,64 + 0,01 22,19 £0,41

Todos os extratos ensaiados apresentaram uma relativa propriedade antioxidante.
No entanto, diferentes extratos revelaram vérios graus de capacidade antioxidante.
Entre os extratos dos méis avaliados, o extrato de Scaptotrigona sp (ESC8) foi o que
apresentou os melhores resultados de capacidade antioxidante (177,67
mmolFe(I1)/100mg; 54,11 mmolTE/100mg e CEsy = 6,89 pg/mL), enquanto resultados
bem inferiores foram observados para o extrato de M. fasciculata (EMF1), com valores
de 148,59 mmol Fe(I)/100mg; 20,03 mmolTE/100mg e CEsy = 375,92 pug/mL. Estes
valores foram compativeis com resultados obtidos para os conteidos em fendlicos e

flavonoides totais.

Em trabalho realizado por Silva e colaboradores (2013a) para nove amostras de
M. subnitida (mel de jandaira) de duas regides semi-dridas no interior do estado da

Paraiba, o valor de CEs para ensaio com DPPH variou de 108,5-208,6 pg/mL para o
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extrato metandlico e 43,5-87,8 yug/mL para a fracdo de acetato de etila, estando

superiores ao encontrado para a maioria dos extratos aqui estudados (exceto os extratos

ESCS8, ESC7 e ENI1).

Os valores da capacidade antioxidante observados para os extratos dos méis de
abelhas sem ferrdo foram mais elevados quando comparados aos extratos de méis
monoflorais de Apis mellifera do estado do Rio de Janeiro estudados por Salgueiro
(2012) que variou de 23,88 a 11647 mmolFe(Il)/100mg, 30,88 a
137,79mmolTE/100mg e 278,61 a 1601,89 pg/mL, para as andlises de FRAP, ABTS e
DPPH, respectivamente (Tabela 22, em anexo pdg.139). No entanto, quando se
comparou com os valores obtidos por Lianda e colaboradores (2012) para extratos de
méis silvestre os resultados de FRAP, ABTS e DPPH foram 78,51 a 408,14
mmolFe(I1)/100mg, 58,66 a 316,48 mmolTE/100mg e 8,17 a 51,45 pug/mL; enquanto
para os extratos de méis laranjeira os valores foram 34,99 a 438,96 mmolFe(II)/100mg,
46,53 a 383,49 mmolTE/100mg e 5,48 a 52,87 ug/mL, respectivamente. Os valores
obtidos nestes trabalhos foram relativamente inferiores aos obtidos para os extratos de
méis de A. mellifera citados anteriormente.

Segundo Salgueiro e colaboradoes (2014) a avaliacdo da atividade antioxidante
(expressa como CEsp) dos padrdes utilizados na identificacdo das substancias presentes
no mel pode ser utilizada, a fim de correlacionar a sua contribui¢do para o potencial

antioxidante dos extratos.

De acordo com os resultados obtidos por Salgueiro e colaboradores (2014) na
Tabela 13 os compostos mais hidroxilados, especialmente em posi¢des orfo, como o
acido gélico, mostrou a atividade antioxidante mais elevada (CEsp= 1,16ug/mL) em
comparacdo aos compostos menos hidroxilados, como o dcido benzdico (CEsy > 1500

pg/mL).
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Tabela 13 — Avaliacdo da atividade antioxidante (CEsp) dos compostos fendlicos
utilizados como padrdo pelo método DPPH (SALGUEIRO et al, 2014)

Substancias fenélicas CEso(ug/mL)
Acido gilico 1,16 + 0,04
Acido vanilico 338,82 +0,52
Canferol 6,10+ 0,56
Acido protocatecuico 2,30+0,84
Acido p-hidroxi- benzdico 207,29+25,81
Acido p-cumirico 39,31+2,78
Vanilina 486,01+10,05
¢t ABA >1000

HMF >1000

Acido Ferilico 24,71+1,87
Luteolina 2,04 £0,07
Naringenina >1000

Entre os extratos dos méis avaliados, o extrato de Scaptotrigona sp (ESC8) foi o
que apresentou os melhores resultados de capacidade antioxidante (CEsy = 6,89 ng/mL,
Tabela 12). Para o extrato de Scaptotrigona sp (ESCS8) foram identificados os acidos
protocatecuico e p-hidroxi-benzdico nas concentragdes: 0,212 e 0,223 mg/100 mg de
extrato respectivamente. Este resultado pode ser explicado pela alta capacidade
antioxidante apresentada pelo 4cido protcatecuico (CEsp= 2,30 pg/mL; Tabela 13).
Enquanto que o pior resultado foi observado para o extrato Melipona fasciculata
(EMF1) (CEsp = 375,92 pg/mL, Tabela 12). Para o extrato EMF1 foram identificados
os acidos gdlicos, p-hidroxi-benzéico e HMF nas concentragoes: 0,35, 0,53 e 4,16
mg/100 mg de extrato respectivamente. Este resultado pode, em parte, ser explicado
pela baixa capacidade antioxidante apresentada, principalmente, pelo HMF (CEs=

>1000 pg/mL) que representa 82,36% das substincias identificadas nessa amostra.
5.8 — Composicao quimica dos extratos do mel por CLAE-DAD

As substincias fendlicas, destacando-se os acidos fendlicos e flavonoides,
representam o grupo mais importante de constituintes presentes no mel. Sua
concentracdo reflete a qualidade inerente ao mel, sendo responsdvel por sua cor,

caracteristicas sensoriais e, principalmente, sua capacidade antioxidante.

Os constituintes fendlicos do mel e, consequentemente, a sua capacidade

antioxidante depende das fontes florais que o originam. A predominancia de uma fonte
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botanica no mel é influenciada, principalmente, por fatores geogréaficos, sazonais e
ambientais. Portanto, variadas propriedades dos méis sdo esperadas porque a
composicdo das substincias polifendlicas nos méis de diferentes localidades é
provavelmente diferente. Por isso os 4cidos fendlicos e flavonoides podem ser
considerados como biomarcadores para a origem botanica e/ou geografica de alguns

méis.

Os dados sobre o perfil fendlico é uma ferramenta valiosa para uma melhor
caracterizacdo do mel de acordo com a sua origem botanica e / ou geografica, por iSso o
desenvolvimento de métodos analiticos para obter essas informag¢des de forma confidvel

€ necessario e de grande importancia.

Para caracterizacdo de substancias fendlicas e dos flavonoides dos méis de
diferentes tipos e origens € comum o uso da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) acoplada a detector de arranjo de diodo (DAD) ou a espectrometria de massas

(EM).

Para a determinagdo da composicdo dos extratos de mel foi utilizado a CLAE-
DAD de acordo com o experimental descrito no item 4.12 (pag.50). As condicdes
cromatogréficas (fase moével, velocidade de fluxo e tempo de andlise) foram ajustadas
de forma a permitir a andlise dos dcidos fendlicos (derivados benzdicos e cinamicos) e
flavonoides, HMF e 4cido abscisico (ABA). A identificacio e quantificacdo das
substancias fendlicas foram realizadas por comparacdo dos seus tempos de retencdo e
espectros no UV com os dos padrdes puros de referéncia, e utilizando padrées para a

constru¢do da curva de calibragdo.

Para auxiliar o monitoramente das diferentes substancias presentes nos dez
extratos foram utilizados doze padrdes comerciais de diferentes substincias, a saber: os
acidos gélico, protocatecuico, p-hidroxi-benzéico, ferilico, p-cumaérico, benzodico,
vanilico, &cido cis,trans-abscisico (c,i-ABA), HMF, e os flavonoides naringerina,
canferol e luteolina (Figura 31). Esses padrdoes foram escolhidos em fun¢do dos
resultados anteriores descritos na literatura (LIANDA er al, 2012; SALGUEIRO er al,
2014; LIRA,2014).
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Cada padriao foi analisado, individualmente, por CLAE-DAD para ter seus
tempos de retencdo e as suas curvas de UV determinadas, sendo posteriormente
utilizadas para identificar as substincias desconhecidas presentes nos diferentes extratos
de mel. O &cido t,¢ —abscisico foi quantificado a partir do uso da curva de calibra¢ido do
¢,i-ABA e comparagdo com dados da literatura (SILVA et al, 2013).

Na Tabela 14 foram reunidos os tempos de reten¢do (minutos) € os maximos
dos comprimentos de onda (nm) de cada padrdo utilizado para facilitar a comparagdao
com os dados obtidos nos extratos dos méis.

Tabela 14— Tempos de retencdo e médximos de absor¢do no UV das substancias
utilizadas como padrao na CLAE-DAD.

Padroes comerciais tg (min) A max (NM)
Acido gélico 2,94 271
HMF 3,42 282
Acido protocatecuico 4,25 259; 294
Acido p-hidroxi-benzéico 5,82 254
Acido ferilico 9,43 239; 323
Acido p-cumdrico 8,69 310
Acido benzéico 13,58 240; 273
Naringerina 14,5 289
¢, t-ABA 13,01 232;262
Acido vanilico 6,26 260; 291
Canferol 16,52 265; 365

Luteolina 14,78 254,342
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A partir das andlises dos perfis cromatograficos foi possivel determinar a
presenca de picos nos cromatogramas referentes as diferentes substancias identificadas.
A anélise de cada extrato foi feita com trés repeti¢des, e cada corrida cromatogrifica
levou cerca de 45 minutos, onde foi possivel identificar a presenca de diferentes
substancias: 4cido fendlicos, flavonoides, ABA e HMF. A composi¢do quimica dos
extratos metandlicos do mel produzido pela abelha sem ferrdo indicou a presenca de
oito dcidos, trés flavonoides e HMF (Tabela 15). Posteriormente, serdo apresentadas as
concentracdes (mg/ 100g extrato) para cada substancia identificada individualmente nos

méis analisados.

Tabela 15: Substancias identificadas por CLAE-DAD para os trés tipos de extratos de

méis de abelha sem ferrao estudados nesse trabalho.

Extratos de méis Substincias identificadas
por CLAE-DAD

Acidos: gilico, protocatecuico, fertlico, p-cumarico,
Scaptotrigona sp benzdico, p-hidoxi-benzdico e ABA.

Flavonoide: naringerina.

Outros: HMF

Melipona fasciculata Acidos: gdlico e p-hidoxi-benzdico.
Flavonoides: luteolina e canferol.
Outros: HMF.

Mel de espécie ndo Acidos: protocatecuico, p-hidroxi-benzoéico, ferilico,
identificada ABA e vanilico.
Outros: HMF.

Os extratos de mel produzidos pela abelha Scaptotrigona sp (ESC1 a ESCS8)
apresentaram os acidos fendlicos derivados de benzdico, como os dcidos galico,
protocatecuico, p-hidroxi-benzdico e benzdico; e o derivado hidroxicindmico, o dcido
ferdlico; além da flavanona naringenina, HMF e ABA. Ja o extrato do mel produzido
pela abelha M. fasciculata (MF1) s6 apresentou derivados do 4cido benzdico (4cidos
gélico e p-hidroxi-benzdico), além da flavona luteolina, do flavonol canferol e HMF. O
mel de abelha sem ferrdo ndo identificado (NI1) apresentou tanto derivados de acido
benzdico (dcidos protocatecuico, p-hidroxi-benzdico e vanilico), como de cinamico
(acido ferdlico), além de ABA e HMF, porém nao apresentou flavonoides. Estas
substancias foram identificadas com base nos seus tempos de retencdo e as

caracteristicas espectrais no UV, os quais foram comparados com os dos padrdes. Os
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cromatogramas registrados a 320 nm, confirmaram a presenga de naringenina, luteolina

e canferol nas amostras de Scaptotrigona sp e M. fasciculata.

Para facilitar a discussdo e interpretacdo dos resultados, os cromatogramas dos
extratos de cada mel serdo apresentados segundo a espécie de abelha sem ferrdo. Os
valores em porcentagem representam a quantidade relativa da substdncia presente no
extrato em relacdo ao somatério das substancias fendlicas totais encontradas (exceto

HMEF e acido abscisico).

A avaliacdo do perfil quimico das substancias encontradas nas amostras de mel
produzidos pela abelha Scaptotrigona sp foi realizada através da andlise cromatogréfica
dos oito extratos codificados ESC1, ESC2, ESC3, ESC4, ESC5, ESC6, ESC7 e
ESC8. Para facilitar a apresentacdo os extratos foram agrupados em duas figuras:

extratos de ESC1 a ESC4 (Figura 32) e extratos de ESCS a ESCS8 (Figura 33).
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Scaptotrigona sp por CLAE_DAD (condigdes parte experimental item 4.12)
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A partir da andlise de cada um dos cromatogramas apresentados anteriormente,
foi possivel identificar a presenga de acido abscisico (ABA) em todas as oito amostras
de Scaptotrigona sp (SC1 a SC8). O acido p-hidroxi-benzdico foi identificado em sete
amostras com excecdo da amostra ESCS. J4 o dcido protocatecuico foi identificado em
quatro amostras ESC5 (24,38%), ESC6 (4,20%), ESC7 (0,10%) ¢ ESC8 (48,23%),
bem como o dcido gilico esteve presente nas amostras ESC1 (14,31%), ESC2 (6,0%),
ESCS (15,10%) e ESC6 (7,89%). Os valores entre parénteses representam o percentual
da substancia presente no extrato em relacao ao conteido somente dos acidos fendlicos
totais encontrados, exceto flavonoides, HMF e ABA. Além desses acidos, também
foram identificados o acido ferulico nas amostras ESC5 (20,25%), ESC6 (12,95%) e
ESC7 (1,11%); o acido p-cumdrico nas amostras ESC2 (7,88%), ESCS (40,28%),
ESC6 (22,78%) e ESC7 (1,25%) e o acido benzdico apenas na amostra ESC7
(96,49%).

O HMF foi identificado em seis dos extratos, com exce¢do das amostras ESC1 e
ESCS.

O flavonoide naringerina foi identificado apenas em trés amostras ESC2
(14,59%), ESC3 (97,15%) e ESC4 (9,21%). Os percentuais de naringenina foram

calculados basendo-se no total de substancias identificadas nos extratos.

A partir desses resultados foi possivel observar que nas amostras de extrato de
mel de abelha Scaptotrigona sp ocorreu uma maior predomindncia de substancias

acidas, destacando-se o dcido cis-trans-abscisico (ABA).

A avaliacdo do perfil cromatogréfico das substincias presentes na unica amostra
de extrato de mel de Melipona fasciculata, codificada como extrato EMF1, permitiu
identificar os percentuais das seguintes substancias, calculados basendo-se no total de
substancias identificadas no extrato: dcido gélico (6,57%), acido p-hidroxi-benzdico
(9,85%), HMF (75,91%), luteolina (2,19%) e canferol (5,47%). Observou-se que esta
amostra apresentou um perfil quimico com menor variacdo quando comparado as
amostras de Scaptotrigona sp. Um fator que deve ser levado em conta foi que apenas
uma amostra de extrato de mel de Melipona fasciculata foi analisado, ndo podendo
assegurar, para fins estatisticos, a predominancia dos fitoquimicos encontradas, embora

a andlise tenha sido feita com trés repeti¢des.
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Figura 34 — Substancias identificadas no extrato EMF1 de M. fasciculata por CLAE-DAD.

A avaliacdo do perfil cromatografico das substancias presentes na tinica amostra de
extrato de mel nao identificado e codificado como extrato ENI1 permitiu identificar os
percentuais das seguintes substincias, calculados basendo-se no total de substancias
identificadas no extrato: 4cido protocatecuico (0,63%), dcido p-hidroxi-benzdico
(6,85%), acido ferulico (3,91%), acido vanilico (22,96%), c,t-ABA (45,81%) e o tt-
ABA(18,65%) ¢ HMF (1,19%). Nesta amostra niao foi identificado nenhum

flavoinoide.
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A comparacio dos perfis cromatograficos dos extratos dos méis de abelhas sem
ferrao (Scaptotrigona sp, Melipona fasciculata e espécie nao identificada) mostrou que
as substancias fendlicas encontradas nao foram as mesmas na sua totalidade.

Em trabalho realizado por Borsato e colaboradores (2014) para o extrato de mel
Melipona marginata de Curitiba, a composi¢do quimica apresentou os acidos fendlicos
e os seus derivados como o acido benzdico, o acido caféico, dcido p-cumarico, acido
ferdlico, siringato de metila, dcido sindpico, e cafeato de 1,1-dimetilalila. Como
flavonoides, o extrato forneceu miricetina, apigenina, quercetina-O-rhamnosideo, e
canferol.

Além de flavonoides (MARTOS et al, 2000; ALVAREZ-SUAREZ et al., 2012),
os dcidos fendlicos mais comuns encontrados geralmente em méis sdo acidos benzoico
e cindmico e seus ésteres (SABATIER et al., 1992). Para avaliar a presenga destas
substancias nos méis de abelha sem ferrdo, foram selecionadas doze substancias que sao
comumente encontradas em amostras de mel, que compreendem cinco derivados de
benzoico (dcidos galico, p-hidroxi-benzdico, protocatecuico, benzdico e vanilico), dois
derivados do dcido cinamico (4cidos p-cumdrico e ferdlico), trés flavonoides
(naringenina, canferol e luteolina), HMF e 4cido c,#-abscisico.

Os resultados da determinacdo quantitativa individual das substincias
identificadas nos extratos de mel, expressos em mg por 100 mg de extrato, assim como
a quantidade total de 4cidos fendlicos e flavonoides encontrados (excluindo HMF e
ABA) estdo apresentados na Tabela 16.

A anélise conjunta das substincias presentes em todos os extratos por CLAE-
DAD revelou uma percentual maior em d4cidos fendlicos (63,34%) do que em
flavonoides (36,66 %). Esses dados estao de acordo com alguns trabalhos descritos na
literatura para estudo do perfil quimico de méis de abelha sem ferrdao (SILVA et al,
2013, 2013a).

Através da quantificacdo das substincias foi possivel observar também, que
entre os extratos avaliados, o mel da espécie nao identificada (ENI1) foi o que
apresentou a maior a concentragdo de acidos (30,53mg/100mg de extrato), sendo o
acido vanilico o seu principal constituinte (20,42 mg/100 mg de extrato), enquanto o
extrato do mel de abelha Scaptotrigona sp (ESC3) foi o que apresentou maior
concentracdo de flavonoide (20,89 mg/100mg de extrato), sendo a flavanona

naringenina responsavel por essa concentragao.



Tabela 16 — Contetido das substancias identificadas nos extratos de mel de abelhas sem ferrdo (mg/100 mg de extrato)

izggfitgi‘:fgss ESC1 ESC2 ESC3 ESC4 ESC5 ESC6 ESC7 ESC8 EMF1 ENI1
Acido gélico 0,04 +0,00 0,02 +0,00 0,05+0,00 0,04 + 0,00 0,36 + 0,01
HMF 0,02+0,00 0,02+0,00 0,04+0,00 005+000 0,04+0,00 0,02 0,00 4,16+0,04  1,06+0,01
Ac.protocatecuico 0,08 +0,00 0,02 +0,00 0,01 +0,00 0,21+0,01 0,56 +0,01
Ac.p-HO-benzoico ~ 022+0,01 0,30+0,01 0,36+0,01 0,78 +0,00 024 +0,05 0,04+0,00 023+0,03 0,554+007 6,09 +0,00
Ac. Feriilico 0,06 £0,00 0,06+0,01 0,05+ 0,00 3,48 0,01
Ac. p-cumarico 0,03 + 0,00 0,13+0,00 0,10+0,00 0,05=+0,00
Ac. Benzéico 4,06 +0,02
Naringerina 0,33 +0,01 20,89+0,87 0,72+0,44
c,--ABA 350+0,04 154+006 024+000 628+0,00 139+000 1,07+0,01 0,68+0,00 1,600,001 40,74 0,02
1t ABA 1,46+0,11 0,77+0,00 082+0,00 2,62+0,12 0,66+0,00 0,60+ 0,02 1,09 + 0,00 16,58 + 0,33
Ac. Vanilico 20,42 + 0,02
Canferol 0,30 + 0,00
Luteolina 0,12 +0,00
TotalA.fenolicos 026£0,13 035+0,16 0,36+0,01 0,78+0,00 0,32+0,03 046+0,09 421171 044+0,01 090+0,13 30,55+ 881
Total flavonoides 0 033+0,01 20,89+0,87 0,72 0,44 0 0 0 0 0,42 + 0,00 0
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Os padroes de flavonoides de méis de duas espécies de Melipona foram
analisadas por Vit et al. (1997), e verificou-se que os tipos de flavonoides presentes em
amostras individuais variaram significativamente. Um estudo posterior realizado por Vit
e Tomads-Barberan (1998) sobre flavonoides presentes em mel de abelhas sem ferrao
mostrou que méis de mesma origem geografica tinham perfis flavonoidicos muito

similares.

Recentemente foi determinada a presenca de naringenina em oito de nove
amostras de mel de jandaira (Melipona subnitida) e os autores relacionaram a presenca
dessa flavanona com a origem botéanica do mel ( SILVA et al, 2013).

Esses dados sugere que a diversidade de flavonoides nos méis tropicais € menor
do que aquela previamente determinada em méis de clima temperado.

O 4cido benzdico foi encontrado apenas no extrato ESC7 (Scaptotrigona sp) e
apresentou a maior concentracao (4,06 mg/ 100mg de extrato).

O isoprendide, acido abscisico (ABA), esteve presente na maioria das amostras
de extrato de mel de abelhas sem ferrdo, como um componente principal, exceto para o
extrato EMF1 (M. fasciculata) onde nao foi encontrado.

A quantificacdo do dcido abscisico para as amostras em estudo variou de 0,24 a
40,74 mg/100 mg de extrato , sendo a amostra de extrato de mel nao identificado
(ENI1) a que apresentou a maior quantidade (40,74 mg/100mg de extrato). Desta
forma, ndo poderia ser considerada como um importante biomarcador para autenticagao
da origem do mel.

Em trabalho descrito por Silva e colaboradores (2013) para nove méis de mel de
jandaira (M. subnitida), o acido abscisico apareceu em todas as amostras analisadas
como um componente principal.

Em relacdio aos dados da literatura, o dcido abscisico, também tem sido
encontrado em muitos outros méis de A. mellifera em vérias concentracdes. Por
exemplo, na Nova Zelandia nos méis monoflorais de urze (C. vulgaris L.) o ABA foi
detectado em quantidades pequenas que variaram de 0,16-0,51 mg/ 100 g (TAN et al.,
1989). Entretanto, em méis Portugués de urze (Erica spp.) a quantidade de acido
abscisico foi significativamente mais elevado e variaram de 2,5mg/100 g a 16,6mg/100

g (FERRERES et al., 1996a).

A presenca deste hormonio vegetal pode ser devido ao estresse hidrico que

algumas espécies de plantas sdo submetidas durante as estacdes do ano. O papel do
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acido abscisico como hormodnio do estresse estd bem estabelecido. Sob condic¢des de
estresse quando o solo comega a secar e o potencial da dgua das folhas € levemente
afetado, acido abscisico acumulado nas raizes € liberado para os vasos e transportado
para folhas para ajudar a planta lidar com a situacdo de estresse (JIANG E HARTUNG,
2008). Este hormoénio de planta foi anteriormente reconhecido como um constituinte
fitoquimico para a autenticacdo de mel e como um marcador fonte floral (FERRERES

et al, 1996;. BERTONCELJ et al, 2011).

Diferencas e similiaridades foram observadas na composicao quimica dos méis
de abelhas sem ferrdo o que afeta suas propriedades bioativas, particularmente o
conteddo de flavonoides e 4cidos fendlicos, que estdo diretamente relacionados com a
capacidade antioxidante. Para os méis de meliponineos analisados as amostras
apresentaram, em média, maior teor em acidos fendlicos do que em flavonoides, sendo

esse fato responsavel por sua boa capacidade antioxidante.

5.9 — Analise Multivariada dos dados

A aplicacdo de ferramentas quimiométricas para a caracteriza¢do, determinacao
da origem geogréfica e controle de qualidade dos produtos alimentares tornou-se uma
area de pesquisa bastante ativa. A andlise de componentes principais (PCA) é uma
ferramenta matemdtica que realiza uma reducdo na dimensionalidade de dados e
permite a visualizacdo da estrutura subjacente, em dados experimentais e as relagdes
entre os dados e amostras. Abordagens matemadticas multivariadas sdo ferramentas
poderosas que muitas vezes permitem uma representacdo relativamente simples de

semelhangas entre amostras com base em dados analiticos mais ou menos complexos.

Alguns autores tém utilizado a anélise multivariada de dados laboratoriais para
especificar parametros caracteristicos de méis de diferentes origens florais e
geograficas. Estes métodos facilitam a classificagdo de diferentes tipos de méis
considerando a conformidade com o modelo estatistico e as varidveis que descrevem os

méis anlisados. A andlise estatistica multivariada é muito utilizada na quimica dos

alimentos.

Sant’Anna et al., (2012) utilizando a analise de PCA aliado a testes fisico-
quimicos conseguiram classificar amostras de méis monoflorais brasileiros de cambara,

eucalipto e morrdo de candeia. Pelo gréifico de loadings foi possivel determinar que os
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ensaios da atividade antioxidante (FRAP, ABTS, e DPPH), cor, pH e conteido de
flavonoides totais foram as varidveis responsdveis pela discriminacao das amostras no

grafico de scores.

Técnicas de andlises multivariadas tém sido usadas também para detectar a
origem geografica de mel com base no conteido de aminodcidos livres, e classificar

méis do mesma origem botanica, de acordo com os descritores quimicos e fisicos.

No presente trabalho, foi utilizada uma abordagem comparativa utilizando-se
métodos de andlise multivariada para predizer a origem de méis de abelhas sem ferrdo e
africanizada com base em fatores de composicdo geralmente aceitos para avaliar a
qualidade do mel: pH, acidez, HMF, Pfund (escala de cor), aminodcidos, proteinas;
além do teor de 4cidos fendlicos e flavonoides, e as avaliacdes de capacidade
antioxidante (FRAP, DPPH, ABTS).

Devido a existéncia de diferentes fatores que influenciam na caracteriza¢do do
mel, as andlises de correlacdo (Pearson r) e componentes principais (PCA) foram
aplicadas aos resultados das amostras dos méis de abelhdo sem ferrdo aqui estudados e
dos méis de A. mellifera estudados por Salgueiro (2012) (em anexo pag.138), visando
desenvolver um estudo de caracterizacdo das varidveis indicativas da classificacdao

desses diferentes méis.

5.9.1 - Correlacao entre os parametros avaliados

No sentido de procurar possiveis relagcdes entre os diferentes parametros
avaliados nesse trabalho para méis de abelha sem ferrdo e uma amostra de espécie nao
identificada foi desenvolvida a matriz de correlac@o apresentada na Tabela 17.

A anélise de correlacdo (Pearson r) foi realizada entre as varidveis HMF, pH,
acidez, Pfund (escala de cor), teor de aminodcidos e proteinas, fendlicos e flavonoides
totais e capacidade antioxidante ( DPPH, ABTS e FRAP) para 19 amostras de méis

provenientes de abelha sem ferrdo e uma amostras de espécie nao identificada.



Tabelal7- Matriz de correlacdo entre as varidveis analisadas para as amostras de méis de abelhas sem ferrdo e ndo identificada.
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HMF Acidez pH Ac. Redut. Sacarose Ac.Totais Umidade DPPH ABTS FRAP Proteinas Aminoac. Flavon. Ac.Fen. Cor
HMF 1.00 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
Acidez -0.13 1.00 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
pH 047 -0.62 1.00 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
Ac. -0.08 -0.50 0.71 1.00 --- -—- --- -—- --- --- --- -—- -—- --- ---
Sacarose -0.02  0.20 -0.34 -0.40 1.00 - - - - - - - - - -
Ac¢.Totais -0.15 -0.43 0.62 0.86 0.12 1.00 --- -—- --- --- --- -—- -—- -—- ---
Umidade -0.10 -0.08 0.22 0.54 -0.42 0.37 1.00 -—- --- --- --- -—- -—- -—- ---
DPPH 0.10 0.37 -0.23 -0.41 -0.05 -0.46 -0.09 1.00 --- --- --- -—- -—- -—- ---
ABTS 0.23 -0.40 0.53 0.59 -0.32 0.47 0.27 -0.01 1.00 --- --- -—- -—- -—- ---
FRAP -0.33 -0.49 0.79 0.82 -0.35 0.74 0.53 -0.51 056 1.00 --- --- --- --- ---
Proteinas -0.46  -0.07 0.09 -0.22 -0.27 -0.38 0.05 -0.14 -049 -0.10 1.00 --- --- --- ---
Aminoac. -0.37  -0.23 0.70 0.63 -0.22 0.60 0.30 038 064 0.71 -0.09 1.00 --- --- ---
Flavon. -0.43 -0.48 0.63 0.52 -0.46 0.34 0.55 -0.53 0.18 0.76 0.52 0.46 1.00 --- ---
Ac. Fen. -0.30 -0.39 0.72 0.76 -0.31 0.68 0.44 -0.56 058 094 -0.13 0.81 0.71 1.00 ---
Cor -0.20 -0.01 0.07 0.20 0.22 0.32 -0.32 -0.71 -0.21 0.16 0.04 0.27 0.08 0.25 1

*Significativo ao nivel de p <0.05

Foram observados que os parametros que apresentaram uma correlacdo mais significativa, foi o conteido de fendélicos com os resultados

de FRAP, ABTS e DPPH (r = 0,94, r = 0,58 e r = -0,56, respectivamente) e flavonoides totais com os resultados de FRAP e DPPH (r=0,76¢ r

= -0,53, respectivamente), bem como entre os resultados de fendlicos totais e flavonoides (r = 0,71), uma vez que estes também podem ser

reduzidos pelo molibdénio na andlise com Folin-Denis. O coeficiente de correlagdo forte indica que compostos fendlicos sdo um dos principais

responsaveis pela atividade anti-radicalar do mel.
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Pode ser observada uma correlacdo significativa entre o conteido total de
aminodcidos e agucares redutores e totais (r = 0,63 e r = 0,60 respectivamente). Este
resultado pode, em parte, ser explicado pelos produtos formados através da reacdo entre
os aminoécidos ou proteinas com o grupo carbonila dos aguicares redutores (reacdo de
Maillard). Apds vdrias etapas nessa reacdo, sdao produzidos polimeros de alto peso
molecular, chamados melanoidinas, que possuem forte colora¢io e que podem interferir
na cor do mel (BRUDZYNSKI e MIOTTO, 2011).

A cor do mel mostrou forte correlagdo com DPPH (r = -0,71). Isto se deve a
contribuicdo da estrutura dos polifendlicos, composta por cromoéforos resultantes de
sistemas de duplas ligacdes conjugadas, que intensificam a coloragdo do mel.
(BRUDZYNSKI e MIOTTO, 2011).

O pH do mel costuma estar relacionado com os metais presentes, que, por terem
carater basico, aumentam o pH do meio. Os flavonoides apresentam maior atividade
antioxidante quando quelados a metais de transicdo, especialmente Fe(II). Esses ions
metdlicos complexados podem reduzir os radicais através de mecanismo de oxi-
reducdo. Além disso, a capacidade antioxidante pode ser favorecida pelo aumento da
conjugacao do radical flavonoil formado pela complexacdo do flavonoide com o metal.
Dessa forma, pode ser justificada a correlagao entre pH e FRAP (r = 0,79), uma vez que
esta andlise antioxidante ocorre via mecanismo de oxi-redu¢do (BUKHARI et al, 2008;

KOSTYUK et al 2007; MASELEV e KUNTIC, 2007).

5.9.2. Andlise quimiométrica aplicada aos resultados das analises dos méis de

abelhas sem ferrao

Para fins de comparacdo e tentativa de discriminag@o entre os méis de abelha
sem ferrdo e africanizada, método multivariado de andlise (PCA) foi aplicado aos
resultados obtidos neste estudo para vinte méis de abelha sem ferrdo, e aos resultados
obtidos anteriormente, e cedidos gentilmente, por Salgueiro (2012) para onze méis
monoflorais (cambéra, mordao de candeia e assa-peixe) de Apis mellifera (em anexo
pag.138). A andlise quimiométrica foi aplicada, visando desenvolver um método que
pudesse distinguir e classificar os méis oriundos de diferentes espécies de abelhas, e

para isso foram utilizados os resultados das andlises fisico-quimicas, teor de
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aminodcidos e proteinas, fendlicos e flavonoides totais, e capacidade antioxidante

(DPPH, ABTS e FRAP) de méis de meliponineos e mellifera.

A andlise de componentes principais (PCA) foi realizada considerando trinta e
uma amostras de méis, sendo vinte provenientes de trés tipos de abelha sem ferrdo (oito
Scaptotrigona sp - SC1 a SC8; uma Melipona fasciculata - MF1; dez Tetragonisca
angustula - TA1 a TA10 e uma espécie nao identificada NI1) e onze oriundos de méis
monoflorais (dois de assa-peixe, seis de cambard e trés de morrdo de candeia) de Apis
mellifera (codificados aqui AM1 a AM11).

A andlise em componentes principais (PCA) foi utilizada para obter uma
transformagdo mais representativa e compacta das observacdes. Os componentes sao
individualmente responsdveis pela variancia dos dados. Geralmente a maior parte da
variancia pode ser explicada por um nimero reduzido de componentes, sendo possivel o
descarte do restante sem perda significativa de informagdo. A partir da PCA puderam
ser extraidos os autovalores e os autovetores da matriz de covaridncia do grupo de
varidveis originais. Os componentes principais (PCs) sdo as varidveis descorre-
lacionadas, obtidas multiplicando-se as varidveis correlacionadas originalmente com os
autovetores (loadings). Os autovalores dos PCs sao as medidas das discrepancias
associadas a participacdo das varidveis originais nos PCs. Os elementos de
transformac¢do das novas varidveis sdo chamados de scores (DOS SANTOS et al, 2010).

A fim de se tentar estabelecer uma outra alternativa de classificacdo e
discriminacdo das amostras de méis de abelha sem ferrdo, o método de PCA foi
aplicado considerando-se apenas as amostras de méis: SC1 a SC8, TA1 a TA10, NI1
e TI1. A Figura 36 representa o grafico de scores obtidos através dos dados de pH,
acidez, HMF, Pfund (cor), aminodacidos, proteinas, dcidos fenodlicos, flavonoides, FRAP,
DPPH, ABTS para as amostras de Tetragonisca angustula (TA), Scaptotrigona sp (SC),
espécie nao identificada (NI1) e M. fasciculata (MF1). Nessa andlise foram escolhidos
os dois primeiros PCs. PC-1 descreveu 75% de variancia do conjunto de dados,
enquanto a PC-2 descreveu 17%, e as duas PCs juntas descreveram 92% dos dados da

variancia total.
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Figura 36-Grifico de scores de PC-1 x PC-2 aplicados aos dados de pH, acidez, HMF, Pfund,
aminoécidos, protefnas, dcidos fendlicos, flavonoides, FRAP, DPPH, ABTS das amostras de
Tetragonisca angustula (TA), Scaptotrigona sp (SC), espécie ndo identificada (NI1) e M.
fasciculata (MF1).

Na andlise do grafico de scores Figura 36 observou-se a formacao de trés grupos
distintos: um grupo com as amostras de méis de Tetragonisca angustula (TA), um
grupo com as amostras de méis de Scaptotrigona sp (SC) e um com as amostras de
espécie nao identificada (NI1) e M. fasciculata (MF1). Este resultado demostrou que
mesmo todas as amostras sendo de méis de meliponineos, foi possivel através da
aplicacdo de amalise multivariada (PCA), discriminar os méis das diferentes espécies de
abelhas sem ferrdo usando os resultados fisico-quimicos, teor de fendlicos e flavonoides
e capacidade antioxidante. Além disso, mesmo o mel da amostra niao identificada
(NI1) foi classificada como mel proveniente de abelhas sem ferrao.

O gréfico de loadings (Figura 37) permite a caracterizacio de tendéncias entre
as varidveis, ou seja, indica quais variavéis foram as responsdveis pela construcdo do
grafico de scores. Quanto mais distante estiver do centro de origem, mais importante foi
esta varidvel para a formagdo das PCs. O grifico abaixo (Figura 37) sugere que as
varias que mais influenciaram na separa¢do dos dois principais grupos Tetragonisca
angustula (TA) e Scaptotrigona sp (SC) foram o ABTS, aminodcidos, pH, dcidos

fenolicos, FRAP e flavonoides.
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Figura 37- Grifico de loadings das PC-1 x PC-2 aplicados a andlise de PCA para os dados de
pH, acidez, HMF, Pfund, aminoécidos, proteinas, 4cidos fenélicos, flavonoides, FRAP, DPPH,
ABTS das amostras de Tetragonisca angustula (TA), Scaptotrigona sp (SC), espécie ndo
identificada (NI1) e M. fasciculata (MF1).

A partir dos dados de varidncia das amostras de abelhas sem ferrdo e Apis
mellifera determinou-se o nimero de componentes principais (PCs). Nessa andlise
foram escolhidos os dois primeiros PCs, onde o primeiro componente (PC-1)
concentrou 60% da variancia do conjunto de dados, o segundo (PC-2) 34%, e as duas
juntas descreveram 94% dos dados de variancia total. A Figura 38 mostra o grafico de
scores obtido por andlise de PCA selecionando-se as duas primeiras PCs. Segundo a
andlise do grafico, foi possivel observar claramente a formacdo de quatro grupos bem
definidos: o primeiro, formado unicamente por méis de abelha Tetragonisca angustula
(TA),0 segundo, formado por méis de Apis mellifera (AM), o terceiro, formado por
méis de Scaptotrigona sp (SC), e o quarto contendo uma mistura de méis de diferentes
espécies (ndo identificado NI1, M. fasciculata MF1 e A. mellifera AM). Embora nao
tenha sido possivel definir um grupo para o mel ndo identificado de Inhangapi- Par4, ele
se aproximou mais dos méis de abelha Scaptotrigona sp (SC) também oriundos do
estado do Pard (Belterra). Assim, ficou evidente que as variacdes das caracteristicas
fisico-quimicas, do conteido de aminodcidos e proteinas, fendlicos e flavonoides e
atividade antioxidante influenciam na separagdo dos agrupamentos ao longo das

componentes 1 e 2, conforme a Figura 38.
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Figura 38-Grifico de scores de PC-1 x PC-2 aplicados aos dados de pH, acidez, HMF, Pfund,
aminodcidos, proteinas, dcidos fenélicos, flavonoides, FRAP, DPPH, ABTS.

O gréfico de loadings (Figura 39) permite a caracterizacio de tendéncias entre
as varidveis, ou seja, indica quais variavéis foram as responsdveis pela construcdo do

gréafico de scores.

De acordo com o grifico de loadings, as varidveis que mais influenciaram no
agrupamento das amostras de mel de Tetragonisca angustula foram os aminodcidos e
FRAP (Figura 39). Dados este que corroboram com os resultados observados nas
Tabelas 7 ¢ 9 (paginas 62 e 72), onde os valores de FRAP e aminodcidos (449,43 +
76,56 mmol Fe(I1)/100 mg e 51,89 + 20,76 mgE; /100g, respectivamente) obtidos para
os méis provenientes desta abelha foram superiores, quando comparados os valores
médio (297,8 mmol Fe(I[)/100 mg e 36,25 mgE;/100g) para os méis das demais
espécies. Ja as varidveis que foram importantes para o agrupamento dos méis
provenientes da espécie de Scaptotrigona sp foram conteido de proteinas e Pfund
(escala de cor), os quais apresentaram valores superiores (145,45 + 51,49 mgBSA/100g

e 187,52 £ 50,76 mm Pfund, respectivamente), confirmando os resultados apresentados
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nas Tabelas 6 e 7 (pag. 54 e 62) quando comparado aos demais méis analisados. Para
os méis provenientes de Apis mellifera (cambard e assa-peixe) as varidveis que mais
influenciaram foram 4cidos fendlicos e flavonoides. Esse dado pode ser justificado pelo
maior teor de substancias fendlicas encontradas nos méis monoflorais de assa-peixe e
cambard (valores de 94,9 a 103,0 mg Eog/100 g para os méis de assa peixe, 104,7 a
129,3 mgEAc/100g para os méis de cambard, e de 73,7 a 81,4 mgEAc/100 g para os méis
de morrao de candeia, SALGUEIRO, 2012). A origem botanica e geografica pode afetar
os padrdes de fendlicos e flavonoides, a distribuicdo de pdlen e a atividade antioxidante
dos méis (LACHMAN et al, 2010). A quantidade de 4cidos fendlicos e flavonoides
presentes nesses tipos méis, € maior do que em méis de abelhas sem ferrdo, isso

justificaria o agrupamento de acordo com a origem floral, uma vez que essas

substancias sdo originadas do néctar e do pdlen das plantas.
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Figura 39- Grifico de loadings das PC-1 x PC-2 aplicados a andlise de PCA para os dados de
pH, acidez, HMF, Pfund, aminoécidos, proteinas, dcidos fendlicos, flavonoides, FRAP, DPPH,
ABTS.

5.9.3 — Analise quimiométrica aplicada aos dados de CLAE-DAD dos extratos de
méis abelhas sem ferrao

A fim de se tentar estabelecer outra maneira de se discriminar os diferentes tipos
de méis produzidos por abelhas indigenas e africanizadas, o método de PCA foi

aplicado também para as substancias identificadas por CLAE-DAD para os extratos de
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méis de abelha sem ferrdo deste estudo, e os dados cedidos por Salgueiro (2012) para os
extratos de méis de A. mellifera.

A andlise de componentes principais (PCA) foi aplicada aos resultados obtidos
pelas andlises cromatograficas considerando vinte um extratos de méis, sendo dez
provenientes de dois tipos de abelha sem ferrdo (oito de Scaptotrigona sp - SC1 a SC8,
um de Melipona fasciculata- MF1; e um de espécie ndo identificada NI1), e onze
extratos oriundos de méis monoflorais (dois de assa-peixe, seis de cambard e trés de
morrdo de candeia) de Apis mellifera (codificados aqui AM1 a AM11). Para isto foi
construida uma tabela de dados onde constou a presenca/auséncia dos compostos
identificados por CLAE-DAD.

A Figura 40 mostra o grafico de scores obtido por andlise de PCA
selecionando-se as duas primeiras PCs. Nessa andlise foram escolhidos os dois
primeiros PCs, onde o primeiro componente (PC-1) concentrou 34% da variancia do
conjunto de dados, o segundo (PC-2) 20%, e as duas juntas descreveram 54% dos dados

de variancia total.

alhie]
I

AMS
AME AT
AAME L A2

PC-2 {20%)

4 AN
A1 M'H
=1 .
-2
2 -1 0 1 2 3
PC-1 {34%)
A Apismalifara - Assa-peixe (AM) ® Apis mallifara - MonEo de Candeia (AM)
A Apizmaillifars - Cambard (AM) *+ MNao idemificada (MI1)
¥ idalpons lnscouisis - Tioba (MF1) Scaplotigona 5p.(SC)

Figura 40- Grifico de scores de PC-1 x PC-2 a partir da matriz de susbtincias identificadas por
CLAE-DAD dos extratos .
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Segundo a andlise do gréfico, foi possivel observar claramente a formacao de
trés grupos bem definidos: o primeiro, formado unicamente por méis de abelha Apis
mellifera (AM), o segundo, formado por méis de diferentes espécies de abelha sem
ferrdo (SC, MF1 e NI1) e A. mellifera, e o terceiro, formado por dois méis de assa-
peixe de A. mellifera (AM). Assim ficou evidente que as substancias identificadas nos
diferentes tipos de méis influenciaram na separagdao dos agrupamentos ao longo das
componentes 1 e 2, conforme a Figura 40. A andlise revelou uma boa discriminagao
entre os diferentes grupos de extratos, podendo distinguir principalmente o mel de Apis
mellifera (AM) daquele de Scaptotrigona sp (SC). Para as amostras de méis de A.
mellifera também foi possivel observar uma discriminacdo de acordo com a origem
floral, ou seja, ocorreu, principalmente, uma separa¢do dos méis de cambard dos de
assa-peixe, ficando morrao de candeia um pouco menos agrupado.

De acordo com o grifico de loadings (Figura 41) as varidveis que mais
influenciaram no agrupamento dos extratos de méis de abelha sem ferrdo
(Scaptotrigona sp, M. fasciculata e nao identificada) foram os 4cidos protocatecuico,
ferdlico e p-hidroxi-benzodico. Ja para os méis de camabard de A. mellifera foram os
acidos cinamico, m-metoxi-cindmico, m-cumadrico e os flavonoides crisina, naringenina
e galangina, enquanto para os méis de assa-peixe foram os dcidos cindmico e p-metoxi-

cinamico.
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Figura 41 - Gréfico de loadings das PC-1 x PC-2 aplicados a andlise de PCA para os dados de CLAE-

DAD dos extratos de méis de abelhas sem ferrdo e A. mellifera.
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5.9.4 — Anilise quimiométrica aplicada aos dados de RMN 'H dos extratos de méis
de abelhas sem ferrao

A combinag¢do da quimiometria com a espectroscopia de Ressondncia Magnética
Nuclear tem se revelado um método bastante ttil para a classificacdo de alimentos e
bebidas (ANASTASIADI et al , 2009; LOLLI et al, 2008). Dado ao grande nimero de
informacdes contidas no espectro de RMN de 'H de uma amostra, a quimiometria tem
se mostrado uma ferramenta valiosa que pode ser usada para determinar e caracterizar

méis, permitindo reconhecer as similaridades e diferengas na composi¢ao das amostras.

Neste trabalho, buscou-se desenvolver uma forma de classificacao dos diferentes
tipos de méis através do uso de RMN 'H aliado a andlise de componentes principais
(PCA). Para isto, os dez extratos de méis provenientes de abelha sem ferrdao (oito de
Scaptotrigona sp, um de Melipona fasciculata e um de espécie de abelha ndo
identificada) foram submetidos a andlise por RMN de 'H. Além desses extratos, onze
extratos de méis de Apis mellifera (dois de assa-peixe, seis de cambara e trés de morrao
de candeia), preparados anteriormente e cedidos por Salgueiro (2012) foram utilizados a
fim de obter um niimero maior de amostras de espécies de abelhas distintas, para poder
avaliar a aplicacdo da técnica. Para se obter os melhores resultados para aplicacdo dos
métodos quimiométricos aos espectros de RMN 'H, a aquisicdo dos espectros foi feito

com repeticoes.

Todos os extratos de mel (Scaptotrigona sp, Melipona fasciculata, de espécie de
abelha ndo identificada e de Apis mellifera) foram solubilizados em 500 pL. de metanol
deuterado para a realizacdo dos espectros de RMN 'H. Os espectros foram adquiridos
sem fazer a supressdo do sinal do metanol (~3,80 ppm), porque poderia causar a

exclusdo de importantes sinais das amostras.

O estudo da classificagdo dos méis de abelhas sem ferrdo e Apis mellifera foi
iniciado pela andlise visual dos espectros de RMN 'H dos extratos, com objetivo de
verificar as diferencas entre eles, que poderiam auxiliar na discriminagdo dos tipos de
méis estudados. Os espetros foram entdo integrados em regides (buckets) de igual
intervalo (0,04 ppm) na regido espectral de 0,01 a 10,1 ppm, na qual foram atribuidas
regides de exclusao nos intervalos: -5 a 0,01; 3,27 a 3,37; 4,81 a 5,19; 8,40 a 9,35 ¢ 10,1
a 20 ppm.
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A andlise quimiométrica dos dados de RMN 'H dos extratos foi iniciada pela
andlise por componentes principais (PCA), que é geralmente uma ferramenta eficiente
para reduzir a dimensionalidade dos dados, além de fornecer uma melhor visualiza¢io
dos agrupamentos dos dados. Com esse tipo de andlise foi possivel fazer a selecdo das
varidveis (regides espectrais) mais importantes para a discriminag@o entre os grupos de
amostras.

A partir dos espectros de RMN foi construida uma matriz de dados, na qual as
amostras (extratos estudados) sdo transformadas em linhas e as varidveis (sinais dos
espectros) correspondem as colunas. A matriz de dados originais X é construida por n
amostras € m varidveis (n x m). Em um conjunto de dados espectroscépicos, as
varidveis sdo pontos utilizados no processamento do espectro.

A Figura 42 mostra a sobreposicao de todos os espectros: oito de Scaptotrigona
sp (SC1 a SC8), um de Melipona fasciculata (MF1) e um de espécie de abelha nao

identificada (NI1) integrados com as regides de exclusio.
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Figura 42 - Sobreposi¢ao de todos os espectrosde RMN 'H: oito de Scaprotrigona
sp(SC), um M. fasciculata (MF1) e um de espécie nao identificada (NI1) .

A andlise de PCA foi realizada considerando os onze extratos de méis de Apis
mellifera em acetato de etila (AM1 a AM11) e os dez extratos em acetato de etila de
méis de abelha sem ferrdo (SC1 a SC8, MF1, NI1). A partir dos dados de variancia
determinou-se o nimero de PCs. Nessa andlise foram escolhidos os dois primeiros PCs,
onde PC-1 descreveu 51% de variancia do conjunto de dados, enquanto PC-2 descreveu
21%, e as duas PCs juntas descreveram 72% dos dados da variancia total. A Figura 43

mostra o grafico de scores obtido por andlise de PCA selecionando-se as duas primeiras
PCs.
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Figura 43 - Grifico de scores de PC-1 x PC-2 dos dados de RMN 'H dos dez extratos
de méis de abelhas sem ferrao e onze extratos de méis de Apis mellifera.

Segundo a andlise do gréfico, foi possivel observar claramente a formacao de
dois grupos bem definidos: o primeiro, formado unicamente por méis monoflorais
(assa-peixe, camabard e morrao de candeia) de Apis mellifera (AM), e o segundo,
formado somente pelos méis de abelhas sem ferrdo (Scaptotrigona sp (SC), M.
fasciculata (MF1) e mel ndo identificado (NI1). Além dessa classificacdo, para as
amostras de méis de A. mellifera também foi possivel observar uma discriminacio de
acordo com a origem floral, ou seja, ocorreu uma separacdo dos méis de cambard, de
morrdo de candeia e de assa-peixe.

Comparando os graficos de scores obtidos com os dados de RMN 'H (Figura
43), tanto quanto por CLAE-DAD (Figura 40), foi possivel pereceber que em ambos
ocorreu a discriminagdo entre os grupos de méis de acordo com diferentes espécies de
abelha . Porém o RMN 'H mostrou-se mais especifico quanto ao agrupamento através
da formacdo de dois grupo distintos: um grupo apenas com méis de Apis mellifera e

outro grupo com méis de abelhas sem ferrdo. O que mais uma vez contribuiu para
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sinalizar que a amostra nao identificada (NI1) seja realmente da espécie de abelha sem

ferrao.

6- Conclusoes

Os méis de diferentes espécies de abelhas sem ferrdo produzidos em diferentes
regides possuem caracteristicas fisico-quimicas distintas entre si, com destaque para os
parametros de umidade e acidez.

Para anédlise de HMF dezenove das amostras de abelha sem ferrdo apresentaram
valores dentro dos padrdes exigidos pela Legislacio Vigente para Apis, exceto a
amostra MF1 (Melipona fasciculata).

Com relacdo aos valores de pH houve uma grande diferenca entre os méis
estudados, principalmente, para os méis de abelha Scaprotrigona sp (Beltera—Pard) que
apresentou valor médio de pH menor (3,65) do que o valor (pH= 4,20 ) encontrado para
os méis de abelha Tetragonisca angustula (Ilha Grande —RJ). Quanto a acidez apenas
35% das amostras analisadas (SC3, SC4, MF1, TA3, TAS8, TA9, TA10) estao em
conformidade com os limites exigidos pela legislacdo vigente. No entanto, a legislacdao
ainda nao regulamenta valores maximos ou minimos para pH (BRASIL, 2000).

Os meis das abelhas sem ferrdo apresentam em média teores de umidade
maiores quando comparadas com o mel das abelhas Apis mellifera.

Segundo a legislacao brasileira o mel deve conter no minimo 65% de acucares
redutores, sendo assim apenas seis amostras de mel de Tetragonisca angustula (TA1,
TA2, TA3, TA4, TA9, TA10) se enquadrariam nesse quesito. J4 para sacarose a
legislacdo vigente permite o méiximo de 6%, estando dezessete amostras dentro do
limite estabelecido, com exce¢do de trés amostras de mel de abelha Scaptotrigona sp

(SC7, SC8 e SC10).

E necessirio que a legislacio brasileira que regulamenta os requisitos de
qualidade do mel (que é baseada no mel de Apis mellifera) leve em consideragdo as
caracteristicas peculiares do mel de abelhas sem ferrdo, pois a maioria das amostras de
mel de meliponineos analisadas ndo se enquadram nesta legislacdo, especialmente

devido aos parametros de umidade e acidez.

Os teores de aminodcido e de proteina dos méis de abelha sem ferrdo foram

superiores quando comparados ao mel de abelha Apis mellifera, sugerindo que possa
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estar ocorrendo alguma influéncia do sistema digestivo da abelha de acordo com a
espécie estudada.

Verificou-se que os teores de fendlicos totais e flavonoides para os méis de
meliponineos sdo expressivos e que estes méis apresentam importante atividade
antioxidante, o que poderia fundamentar seu uso como fitoterdpico e/ou alimento
funcional.

Os méis de meliponineos analisados apresentaram, em média, maior teor em
acidos fendlicos do que em flavonoides, podendo esse fato estar relacionado a sua
uma boa capacidade antioxidante.

As principais substancias identificadas por CLAE-DAD para méis estudados:
foram: 4dcidos protocatecuico, ferulico, p-cumadrico, benzdico, p-hidoxi-benzdico, ABA,
HMF e o flavonoide naringerina para Scaptotrigona sp; para Melipona fasciculata os
acidos gdlico e p-hidoxi-benzdico, HMF e flavonoides luteolina e canferol, e para mel
de espécie ndo identificada os acidos protocatecuico, p-hidroxi-benzodico, fertlico e
vanilico, além de HMF e ABA.

A andlise por PCA permitiu discriminar os méis das diferentes espécies de
abelhas sem ferrdo usando os resultados das andlises fisico-quimicas, teor de fendlicos e
flavonoides e capacidade antioxidante. Além disso, a andlise por PCA apliacada aos
espectros de RMN 'H e dos dados de CLAE-DAD para os extratos foi capaz de
distinguir os diferentes tipos de méis de abelha africanizada daqueles de abelha sem
ferrdo.

A andlise de componentes principais (PCA) permitiu a discriminacdo dos méis
de abelhas sem ferrdo e Apis mellifera levando em consideracdo os parametros
analisados mostrando ser uma técnica eficiente e versétil na classificagdo de méis de

diferentes espécies de abelha
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Tabela 18 — Valores médios e os desvios padrdes dos pardmetros fisico-quimicos para

os méis estudados e para o mel artificial. (SALGUEIRO, 2012)

Amostras Escala Pfund Cor pH Acidez total HMF
Al 124,5 £0,008 Ambar escuro 3,96 +0,015 45,26 +0,005 1,49 +0,001
M2 33,2 £0,005 Branco 3,56 +0,006 38,66 +0,009 8,98 +0,006
A3 61,7 20,008 Ambar claro 4,19 0,015 35,56 +£0,025 17,96 £0,011
C4 53,1 £0,002 Ambar claro 4,21 £0,006 62,27 £0,004 22,45 +£0,003
Cs 43,0 +£0,005 Ambar extra claro 3,74 +0,020 80,31 +0,020 55,38 +0,008
Ceé 95,6 0,004 Ambar 3,74 +0,006 87,89 +0,010 34,43 +0,005
C7 40,2 £0,009 Ambar extra claro 4,06 £0,021 70,62 +£0,002 16,46 £0,003
C8 56,5 0,001 Ambar claro 4,07 £0,006 67,32 £0,012 8,98 £0,002
C9 16,14 £0,006 Ambar claro 4,13 +0,006 55,15 +0,000 18,71 +0,013

M10 50,89 +0,007 Branco 3,50 +0,058 35,46 +0,005 7,48 +0,004
M11 45,92 +£0,006 Branco 3,42 £0,012 37,94 +0,009 20,95 +0,001
MA -21,17 £ 0,14 Indeterminada 3,84 £ 0,020 1,6 £0,001 --

Cor (mm Pfund), Acidez total (mEq/kg) e HMF (mg/kg) foram determinados em triplicada. MA — Mel artificial

Tabela 19 — Valores médios e os desvios padrdes dos teores de fendlicos e flavondides totais,

das amostras de méis estudadas e para o mel artificial. (SALGUEIRO, 2012)

Amostras de mel

Teor em Fenolicos Total

Teor em Flavonoéides Total

(mgE,/100g)" (mgEq/100g)"
Al 103,0 £0,004 9,82 £0,001
M2 73,7 0,005 2,98 £0,005
A3 94,9 +0,006 6,43 £0,004
C4 126.6 0,007 7,43 +0,009
C5 110,5 0,001 6,38 £0,001
C6 104,7 0,003 6,46 £0,003
C7 121,7 20,002 7,56 0,011

Cs 129,3 £0,003 10,25 +0,004
C9 102.8 £0,002 5,55 +0,007
M10 81,4 + 0,004 2,54 +0,002
Mi1 78,1 0,003 2,95 +0,006
MA -2,32+0,12 0,25 + 0,02

a- mg de equivalentes de acido gdlico por e mel. b — mg de equivalentes de quercetina por e mel. -
g de equival de acido galico por 100g d 1. b g de equival de q ina por 100g d 1. MA

Mel artificial
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Tabela 20 — Valores médios e os desvios padrdes dos contetidos de aminidcidos livres e

proteinas totais, das amostras de méis estudadas e para o mel artificial. (SALGUEIRO,

2012).

Amostras de mel

Aminoacidos livres

Proteinas totais

(mgE_/100g)* (mgE,sp/100g)*
Al 24,82 +0,002 98,06 £0,983
M2 10,68 +0,005 43,44 +0,785
A3 17,10 20,004 53,26 £0,820
C4 39,42 +0,009 46,65 0,796
C5 6,51 £0,001 44,63 +0,789
Ceo 7,75 £0,006 43,07 £0,783
C7 21,36 £0,007 41,51 £0,778
C8 7,14 £0,006 51,70 £0,815
9 30,1 £0,005 67,40 £0,872
M10 24,0 £0,005 49,50 +0,807
M11 21,9 £0,005 53,17 £0,820
MA - 0,08 £ 0,04 -0,63 = 0,69

a- mg de equivalentes de L-leucina por 100g de mel. b — mg de equivalentes albumina sérica bovina (ASB) por 100 g

de mel. MA — Mel artificial

Tabela 21 - Capacidade antioxidante das onze amostras de mel e do mel artificial.

(SALGUEIRO, 2012).

Amostra FRAP DPPH (CEs)
(nmol Fe(I1)/100 g) ABTS (umolTE/100g) (mg/mL)

Al 218,13 £0,001 395,56 £0,002 24,38 +0,004
M2 68,13 +£0,001 207,94 + 0,002 67,69 £0,013
A3 214,43 £0,001 423,64 +0,005 41,76 £0,026
C4 190,35 +0,001 616,36 0,005 33,39 0,023
(o] 240,35 +0,001 548,72 + 0,002 22,30 £0,013
Cé6 225,54 0,001 474,69 +0,005 24,34 +0,016
C7 253,31 £0,001 548,72 +0,006 21,39 £0,011
C8 297,76 £0,002 689,11 £0,002 17,12 £0,016
C9 179,24 +0,005 174,75 £0,003 16,14 0,009
M10 68,13 + 0,005 70,09 +0,005 50,89 +0,008
M11 79,24 +0,002 106,33 £0,007 45,92 £0,010
MA ND 34,36 £5,85 404,64 +1,44

FRAP — Valores expressos em umol de Fell (solucdo aquosa de FeSO,) por 100g de mel. ABTS — Valores expressos
em pmol de Trolox por 100g de mel. ND — Nao determinado, pois ja é usado como branco na andlise.
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Fenolicos Total

Flavonoéides Total

Amostras (mgE, /100g)" (mgEq/100g)"
All 12,14 +0,010 1,79 +0,002
M21 10,72 +0,002 1,54 +0,001
A31 7,15 +0,007 0,79 +0,001
C41 6,40 +0,006 0,48 +0,003
Cs1 6,50 +0,012 0,44 +0,001
Ceo1 7,38 £0,024 0,53 +0,001
C71 7,12 £0,002 0,36 +0,004
C81 5,13 +0,003 0,37 +0,004
91 4,88 +0,010 1,64 +0,002

M101 11,05 + 0,002 1,64 +0,001
M111 11,00 £0,010 0,56 +0,002

a - mg de equivalentes em acido galico por 100g de mel; b — mg de equivalentes em quercetina por 100g de mel.

Tabela 23 - Capacidade antioxidante dos extratos de mel. (SALGUEIRO, 2012).

Amostra  TRAP (mmol ABTS DPPH (CEs, )
Fe(I)/100 g) (mmolTE/100g) (ug/MI)

All 116,47 £0,002 92,07 £0,001 521,79 £0,016
M21 113,69 £0,001 67,70 £0,003 278,61 0,007
A31 34,06 £0,001 33,55 0,002 448,96 £0,007
c41 23,88 0,003 35,05 +0,002 890,07 +0,004
Cs1 59,06 £0,001 109,07 £0,003 302,79 0,009
C61 67,39 £0,001 137,79 £0,003 455,74 £0,005
C71 44,25 £0,004 30,88 +0,002 1601,89 £0,007
cs1 48,48 £0,004 94,70 0,002 624,88 £0,016
C91 44,25 +0,002 98,23 £0,001 440,47 £0,006
M101 92,86 £0,001 69,85 0,006 638,02 0,006
M111 73,42 £0,003 131,41 20,001 348,53 0,007

FRAP — Valores de FRAP expressos em mmol de Fell em solu¢do aquoso de FeSO, por 100g de mel, ABTS -
Valores de ABTS expressos em mmol de Trolox por 100g de mel.

Tabela 24 - Atividade antioxidante dos méis, e seus respectivos extratos, com suas médias e

desvios padroes. (SALGUEIRO, 2012).

Mel Extrato Mel Extrato Mel Extrato
FRAP FRAP ABTS ABTS CEs CEs
umolFe(II)/100g  mmolFe(I)/100g  pmolTE/100g mmolTE/100g mg/mL ug/mL
Al 218,13 0,001 116,47 £0,002 395,56 £0,002 92,07 £0,001 24,38 0,004 521,79 £0,016
M2 68,13 0,001 113,69 £0,001 207,94 £0,002 67,70 £0,003 67,69 +0,013 278,61 £0,007
A3 214,43 0,001 34,06 +0,001 423,64 0,005 33,55 +0,002 41,76 +0,026 448,96 +0,007
C4 190,35 £0,001 23,88 0,003 616,36 +0,005 35,05 0,002 33,39 0,023 890,07 0,004
CS 240,35 £0,001 59,06 +0,001 548,72 £0,002 109,07 £0,003 22,30 0,013 302,79 +0,009
C6 225,54 0,001 67,39 +0,001 474,69 +0,005 137,79 £0,003 24,34 0,016 455,74 0,005
C7 253,31 +0,001 44,25 0,004 548,72 #0,006 30,88 £0,002 21,39 +0,011 1601,89 +0,007
C8 297,76 0,002 48,48 £0,004 689,11 £0,002 94,70 0,002 17,12 0,016 624,88 +0,016
C9 179,24 £0,005 44,25 0,002 174,75 +0,003 98,23 0,001 16,14 +0,009 440,47 £0,006
M10 68,13 +0,005 92,86 +0,001 70,09 +0,005 69,85 +0,006 50,89 +0,008 638,02 +0,006
M11 79,24 £0,002 73,42 0,003 106,33 0,007 131,41 £0,001 45,92 0,010 348,53 0,007
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Tabela 25 - Substancias fendlicas identificadas nos méis assa peixe, cambard e morrdo de

candeia. (SALGUEIRO, 2012).

Amostras de méis Substincias Fendlicas identificadas por CLAE-DAD

Acidos: gilico, protocatecuico, ferdlico, p-cumarico,
Assa peixe benzoico, p-metoxi-benzdico e cindmico.
Flavonéides: naringerina e crisina.

Acidos: gilico, siringico, m-cumadrico, acido benzdico,
Cambara cindmico e m-metoxi-cinamico,
Flavonéides: naringerina, crisina e galangina

Acidos: gélico, p-hidroxi-benzéico, 2.4 dihidroxi-
Morrao de candeia benzdico, siringico, p-cumdrico, m-cumdrico e benzdico.
Flavonoéide: naringerina e galangina




