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RESUMO

O mel de abelhas sem ferrao (MASF) requer o estabelecimento de
metodologias e padrbes oficiais e internacionais. A literatura existente sobre os
parametros fisico-quimicos, composicdo quimica, constituintes bioativos,
propriedades biologicas e estratégias de deteccdo de modificagbes de mel
provenientes de 478 amostras de 66 diferentes espécies de abelhas produzidas ao
redor do mundo foram apresentadas. Diferentemente do género Apis mellifera,
MASF tem um carater acido (pH acido e alta acidez), nivel ligeiramente inferior de
carboidratos totais e alta higroscopicidade devido a sua alta umidade e altos valores
de atividade de agua. No geral, as principais dificuldades para o estabelecimento de
padroes tém sido a grande diversidade de espécies de abelhas sem ferrao e origem
botanica, bem como variagbes na composi¢cao quimica desses méis. Por esta razao,
foi investigado a viabilidade da analise multivariada para a discriminagdo da
qualidade do MASF de diferentes géneros (Melipona bicolor, quadrifasciata,
marginata e Scaptotrigona bipuncata). A analise de componentes principais (PCA)
explicou 72,12% da variancia total dos dados e obteve-se a separacdo em dois
grupos principais (Melipona e Scaptotrigona). Dois grupos também foram sugeridos
pela analise hierarquica de agrupamentos (HCA), corroborando com PCA, na qual o
grupo 2 foi formado pelo género Scaptotrigona. Este grupo apresentou os maiores
valores de pH, cinzas e °Brix. Em relacdo aos coliformes, apenas 6% das amostras
do género Scaptotrigona apresentaram coliformes a 45 °C. O potassio foi 0 mineral
mais abundante quantificado e, como uma bactéria que pode ser considerada
benéfica, o mel apresentou bactéria do acido lactico em niveis mais elevados frente
0 género Melipona. A viabilidade da analise multivariada de dados para
agrupamento de MASF também foi investigada quanto ao espectro de pdlen, analise
fisico-quimica, compostos antioxidantes e antimicrobianos. MASF apresentou
correlagdo positiva entre o teor de compostos fenodlicos (220 a 708 mg de acido
galico (GAE)/kg) e a capacidade antioxidante. Acido p-cumarico, quercetina e
hesperitina foram quantificados por HPLC-DAD. A atividade antibacteriana foi mais
efetiva com bactérias Gram negativas (Escherichia coli e Salmonella typhimurium). O
MASF possui um maior nivel de atividade biolégica do que o mel produzido por Apis
mellifera. PCA mostrou que MASF pertencentes as mesmas origens florais
apresentavam perfis semelhantes, o que tornou possivel agrupar o mel em grupos
com predominancia de familia botanica. Um método rapido e nao destrutivo para a
determinacdo de umidade em MASF usando espectroscopia de infravermelho
proximo foi apresentado. Espectros de mel mostraram faixas de absorcéo intensa
em CH, OH e vibracdes de CO. O modelo de calibracédo pelas analises de regressao
de componentes principais (PLS) mostrou boa correlagdo com o método de
referéncia (indice de refracdo). As espécies de abelhas sem ferrdo e a origem
botanica do polén afetam as propriedades do mel. MASF é fonte de macrominerais,
rico em compostos bioativos, com alta capacidade antioxidante e propriedades
bioldgicas.

Palavras-chave: Melipona, Scaptotrigona, composi¢do quimica, analise
microbiologica, analise multivariada, melissopalinologia.



ABSTRACT

Stingless bee honey (SBH) requires the establishment of official and
international methodologies and standards to serve as a reference for quality control,
to avoid adulteration and to assist marketing purposes. The literature on the physico-
chemical parameters, chemical composition, bioactive constituents, biological
properties and strategies for the detection of honey modifications from 478 samples
of 66 different bee species produced in the world were presented. Distinct the genera
Apis mellifera, SBH has an acidic character (acid pH and high acidity), slightly lower
level of total carbohydrates and high hygroscopicity due to its high moisture and high
values of water activity. In general, the main difficulties in setting standards have
been the great diversity of stingless bee species and botanical origin, as well as
variations in the chemical composition of these honey. For this reason, the feasibility
of the multivariate analysis for the quality discrimination of stingless bee honey of
different genera (Melipona bicolor, quadrifasciata, marginata and Scaptotrigona
bipuncata) was investigated. Principal component analysis (PCA) explained 72.12%
of the total data variance and separation was obtained in two main groups (Melipona
and Scaptotrigona). Two groups were also suggested by the hierarchical grouping
analysis (HCA), corroborating with PCA, in which group 2 was formed by the genus
Scaptotrigona. This group had the highest values of pH, ash and °Brix. In relation to
the coliforms, only 6% of the samples of the genus Scaptotrigona presented
coliforms at 45°C. Potassium was the most abundant mineral quantified and, as a
bacterium that can be considered beneficial, honey presented lactic acid bacteria at
higher levels compared to the Melipona genus. The feasibility of multivariate analysis
of data for SBH classification was also investigated for pollen spectrum,
physicochemical analysis and antioxidant and antimicrobial compounds. SBH
showed a positive correlation between the content of phenolic compounds (220 to
708 mg of gallic acid/GAE) and antioxidant capacity. p-coumaric acid, quercetin and
hesperitin were quantified by HPLC-DAD. Antibacterial activity was more effective
with Gram negative bacteria (Escherichia coli e Salmonella typhimurium). SBH has a
higher level of biological activity than honey produced by Apis mellifera. PCA showed
that SBH belonging to the same floral origins presented similar profiles, which made
it possible to group honey in groups with a predominance of botanical family. A rapid
and non-destructive method for the determination of SBH moisture using near
infrared spectroscopy was presented. Honey spectra showed bands of intense
absorption in CH, OH and CO vibrations. The calibration model by regression
analysis of principal components (PLS) showed good correlation with the reference
method (refractive index). Stingless bee species andbotanical origin of the pollen
affect the properties of honey. MASF is a source of macrominerals, rich in bioactive
compounds, with high antioxidant capacity and biological properties.

Keywords: Melipona, Scaptotrigona, chemical composition, microbiological analysis,
multivariate analysis, melissopalynology.
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1. INTRODUCAO

O potencial para o uso do mel de abelhas sem ferrdo pelas industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética vem crescendo nas ultimas duas décadas. As
abelhas sem ferrdo sdo um grande grupo de abelhas sociais distribuidas nos
tropicos em todo o mundo (MICHENER, 2013a). Essas abelhas coletam e modificam
quimicamente os néctares florais da rica vegetagdo dos ambientes nativos, com
substancias especificas proprias (CHUTTONG et al., 2016a). Este é armazenado e
deixado para amadurecer no interior das colbénias, resultando em um mel singular
com grau incomum de acidez, docura e valor medicinal (CHUTTONG et al., 2016b;
ABD JALIL et al., 2017).

A composigao quimica, sabor e aroma do mel estdo fortemente associados a
sua fonte boténica, a area geografica, as condi¢des ambientais, as espécies de
abelhas envolvidas em sua producao e as condicdes de armazenamento (COSTA et
al., 2017). Além disso, o mel de abelha sem ferrdo difere daquele produzido pelas
abelhas Apis melifera, quanto a cor, sabor, viscosidade e seu alto teor de umidade.
Essas abelhas também possuem uma morfologia diferente (auséncia de ferrao),
diferentes formas de construir os ninhos e coletar o néctar (SOUZA et al., 2006;
BILUCA et al., 2016). Quando comparada a producado de mel de Apis mellifera, a
producéo de mel de abelhas sem ferrdo é limitada (ZUCCATO et al., 2017).

Devido ao conhecimento escasso sobre o mel de abelha sem ferrdo, ainda
nao existem normas nem regulamentagdes internacionais criadas pelas autoridades
para este alimento (RAMON-SIERRA et al., 2015; CHUTTONG et al., 2016a). Por
outro lado, o mel de abelha sem ferrdo esta disponivel nos mercados tradicionais e
tem um prego significativamente maior em relagcdo ao mel de Apis mellifera
(ZUCCATO et al.,, 2017). A obtencdo dos parametros fisico-quimicos do mel é
importante ndo sO para a caracterizacdo da diversidade das espécies de
Meliponinae, mas também para garantir a qualidade do produto no mercado. Como
o controle de qualidade envolve diferentes propriedades, em vez de simplesmente
usar comparagdées uni variadas entre amostras, a aplicagdo de abordagens
matematicas e estatisticas precisas e inovadoras, atualmente € muitas vezes mais
confiavel (ZIELINSKI et al., 2014).

Constatou-se que os métodos de controle de qualidade, combinados com

analises estatisticas multivariadas, sdo capazes de descrever caracteristicas
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quimicas do mel, detectar adulteragées e discriminar o mel de diferentes regides
geograficas e origens florais. (WOODCOCK et al., 2009; CHEN et al., 2012). Esse
complexo produto natural, exige que metodologias e padrdes oficiais e internacionais
sejam estabelecidos para servir como referéncia para o controle de qualidade, para
evitar adulteragdes e para auxiliar fins de marketing. A determinagcdo da umidade é
uma analise necessaria e rotineira aplicada para estabelecer a qualidade e a
comercializagdo do mel (GALLINA et al., 2010). No entanto, uma avaliagéo rapida e
confiavel logo apdés a coleta do mel pode ser feita aplicando a técnica de
espectroscopia de infravermelho préximo-NIR para avaliagado de propriedades como
umidade (KARABAGIAS; LOUPPIS; et al., 2017).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os parametros de qualidade e propriedades bioldgicas do mel de
abelha sem ferrdo e empregar técnicas estatisticas multivariadas em variaveis de
importancia.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Coletar trinta e duas amostras de mel de quatro espécies de abelhas sem ferrao;

b) Avaliar a qualidade microbioldgica e verificar a correlagdo entre os diferentes tipos

de microrganismos observados nas amostras como indicadores de qualidade;

c) Determinar as propriedades fisico-quimicas do mel das abelhas sem ferrao;

d) Comparar as caracteristicas melissopalinologicas entre o mel de diferentes

espécies de abelhas sem ferrao;

e) Estimar o teor de compostos fendlicos totais do mel e investigar sua atividade
antioxidante in vitro (ORAC, DPPH e ABTS);

f) Desenvolver e validar um método cromatografico utilizando cromatografia liquida

para acidos fendlicos e flavonoides de mel de abelhas sem ferrao;

g) ldentificar o potencial antimicrobiano do mel de Meliponinae;

h) Elaborar modelos de agrupamento utilizando técnicas quimiométricas para a

analise exploratoria do mel,

i) Predizer modelos de estimagdo das propriedades fisico-quimicas do mel de

abelhas sem ferrao utilizando a técnica de espectroscopia no infravermelho préximo.
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CAPITULO 1
REVISAO DA LITERATURA

MEL DE ABELHAS SEM FERRAO: PARAMETROS DE QUALIDADE,
COMPOSTOS BIOATIVOS, PROPRIEDADES DE PROMOGAO DA SAUDE E
ESTRATEGIAS PARA DETECGAO DE MODIFICAGOES

AVILA, S.; ZAMBIAZI, R. C.; BEUX, M. R.; BETA, T.; RIBANI, R. H.
O conteudo desse capitulo foi publicado integralmente na Trends in Food Science
and Technology. Qualis - Capes A1. JCR 7,819 (2018).

(Anexo I)
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Mel de abelhas sem ferrdao: parametros de qualidade, compostos bioativos,
propriedades de promocao da saude e estratégias para detecgao de

modificagoes

Resumo:

O mel é um produto natural produzido e comercializado mundialmente por
abelhas sem ferrdo e abelhas Apis mellifera. Ambos os tipos de mel contém
compostos unicos e distintos de importancia nutricional e biolégica variavel. Mel de
abelha sem ferrao (MASF) é popular por sua dogura distinta, misturado com um
sabor acido e textura fluida; tem maior valor agregado que o mel de Apis mellifera.
Devido a producao relativamente baixa de MASF em comparacdao com o mel de Apis
mellifera, dados abrangentes sobre estes meis sdo limitados. Esse produto
complexo e natural requer metodologias e padrdes oficiais e internacionais a serem
estabelecidos para servir como referéncia para controle de qualidade, para evitar
adulteragcdes e para auxiliar fins de marketing. O trabalho sumariza a literatura
existente em relagcdo aos parametros fisico-quimicos, composi¢ao quimica,
constituintes bioativos, propriedades biologicas e estratégias de deteccdo de
modificagdes de mel oriundo de 478 amostras de 66 diferentes espécies de abelhas
produzidas no mundo. O MASF € um dos alimentos naturais mais complexos. Este
tipo de mel apresenta, quantitativamente, maior teor de umidade, maior acidez,
menor teor de carboidratos totais e maior atividade antioxidante e biolégica do que o
mel de Apis mellifera. Esta revisdo enfatiza que o mel de abelha sem ferrdo
representa uma inovacao importante para as industrias alimenticia, farmacéutica e
de cosmético, devido aos seus efeitos positivos para a saude e seu potencial de

mercado.

Palavras Chave: Meliponinae; composicdo quimica; valor nutricional; uso

medicinal; antibacteriano; antioxidante, melissopalinologia.
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1. INTRODUCAO

O potencial para o uso de mel de abelhas sem ferrdo pelas industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética vem crescendo nas ultimas duas décadas.
Uma pesquisa na plataforma Web of Science™ produziu mais de 200.000 resultados
relacionados a "mel". Destas, mais de 17.000 referéncias estavam relacionadas com
o “mel de Apis”, mais de 900 resultados foram associados com “mel de Melipona” e
mais de 700 estavam relacionados com mel de “Trigona”. Dados publicados sobre
“‘mel de abelha sem ferrao” aumentaram de 288 itens em 1998 para mais de 1.870
em 2018, ilustrando o crescente interesse da comunidade cientifica neste campo de
estudo. O banco de dados discutido neste artigo incluiu 478 amostras de mel de 66
especies diferentes de abelhas sem ferrao encontradas em todo o mundo.

A utilizacdo de mel de abelhas sem ferrdo por seres humanos € um
empreendimento antigo, embora nao seja excessivamente documentado em
registros historicos (MICHENER, 2013a). O mel € um dos alimentos naturais mais
complexos; é composto principalmente de agucares e outros constituintes, tais como
enzimas, aminoacidos, acidos organicos, carotenoides, vitaminas, minerais e
substancias aromaticas. E rico em flavonoides e acidos fendlicos que exibem uma
ampla gama de efeitos biolégicos e que também atuam como antioxidantes naturais
(ALQARNI et al., 2014). Atualmente, existem dois tipos de mel que sao produzidos e
comercializados em todo o mundo: o mel tradicional de Apis mellifera e o mel
produzido por abelhas sem ferrao.

As abelhas sem ferrao sdo um grande grupo de abelhas sociais distribuidas
nos tropicos em todo o mundo. Elas sdo encontradas na América do Sul e Central,
na Africa, no sudoeste da Asia e na Australia. As abelhas sem ferrdo pertencem a
familia Hymenoptera e a subfamilia Meliponinae. Existem mais de 500 espécies de
abelhas sem ferrdo identificadas em todo o mundo em 32 géneros, com talvez mais
de 100 novas espécies ainda a serem caracterizadas (MICHENER, 2013a).
Rasmussen (2008) listou 89 espécies em 15 géneros na regidao Indo/Australia, e
Chuttong et al. (2016a) descreveram 32 espécies em 10 géneros da Tailandia.

Estas abelhas coletam e modificam quimicamente os néctares florais da rica
vegetacdo de ambientes nativos com substancias especificas proprias, por exemplo.
secrecdes salivares das glandulas no abdémen das abelhas e enzimas de suas
glandulas cefalicas, figura 1 (SIMONE-FINSTROM; SPIVAK, 2010; ELIAS-SANTOS
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et al.,, 2013; CHUTTONG et al.,, 2016a). Este é armazenado e deixado para
amadurecer no interior das coldnias, o que resulta em um mel singular com um grau
incomum de acidez, dogura e valor medicinal (CHUTTONG et al., 2016a; ABD JALIL
et al., 2017). A composi¢ao quimica, sabor e aroma do mel estdo fortemente
associados a sua fonte botanica, area geografica, condi¢cdbes ambientais, as
especies de abelhas envolvidas na sua producao e as condi¢bes de armazenamento
(COSTA et al., 2018).

FIGURA 1. ANATOMIA DA ABELHA

CABECA TORAX ABDOMEN
%1—1{ L 1 : 1

Glandulas  Tubo
salivares  digestivo

Glandula da
mandibula frontal

(glindula mandibular) Intestino

intermédio
Intestino
Médio (estomago)

Mandibula
superior

Mandibula ' Vesicula Intestino

posterior Aorta Copa \ Delgado
(entrada do estdbmago)

Lingua
Canal do ferrao

Palpo labial

Glindula da mandibula
posterior

FONTE: O AUTOR (2019).

Além de produzir méis com excelentes qualidades sensoriais altamente
apreciadas por seus sabores caracteristicos, estudos mostraram que abelhas
silvestres e nativas também oferecem beneficios ecoldgicos e sao responsaveis por
uma propor¢cao consideravel de polinizagdo de diferentes espécies de plantas
(CHUTTONG et al., 2016a; COSTA et al., 2017). No entanto, as populagdes de
abelhas sem ferrdo estdo em extingdo devido a degradagdo ambiental (REYES-
GONZALEZ et al., 2016). Muito tem sido feito no Brasil e no exterior para enfatizar a
importancia e o valor dessas abelhas em termos ecolégicos e econbémicos, bem
como destacar a necessidade de preservar populacdes de abelhas nativas e suas
colénias (OLIVEIRA et al., 2017a; OLIVEIRA et al., 2017b).
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Quando comparada a producao de mel de Apis mellifera, a produg¢ao de mel
de abelhas sem ferrdo € limitada (ZUCCATO et al., 2017). Esta € uma consequéncia
da auséncia de padrdes de controle de qualidade em relagdo ao mel de abelha sem
ferrdo, conhecimento limitado sobre o produto e baixos niveis de produgao industrial.
As abelhas sem ferrdo produzem e armazenam muito menos mel em uma base por
colmeia (1-5 kg de mel por ano dependendo da espécie) em comparagdao com as
abelhas Apis mellifera, que sao lideres mundiais na produgdao de mel, com uma
média de 20 kg de mel por colmeia (CHUTTONG et al., 2016a). Por outro lado, o mel
de abelha sem ferrao esta disponivel nos mercados tradicionais e tem um preco
significativamente maior em relagao ao mel de A. melifera (ZUCCATO et al., 2017).
O preco de mercado do mel das abelhas sem ferrdo pode chegar a 100 reais/kg,
(SHADAN et al., 2018) é mais que o dobro do preco do mel Apis mellifera (20-40
reais/kg) (SE, KUAN WEI; GHOSHALB; et al., 2018).

Devido ao limitado conhecimento existente sobre o mel de abelha sem ferrao,
esta n&o inclui-se nos padrdes internacionais para o mel (CODEX ALIMENTARIUS
COMMISSION, 2001) e nédo é regulamentado pelas autoridades responsaveis pelo
controle de alimentos (RAMON-SIERRA et al., 2015; CHUTTONG et al., 2016b). Da
mesma forma, a falta de legislacdo especifica sobre o mel de abelha sem ferrao
resultou na distribuicdo mundial limitada deste produto em comparagao com o mel
de Apis mellifera. Consequentemente, a competitividade do mel proveniente das
abelhas sem ferrdo tem sido prejudicada nos mercados brasileiro e internacional
(COSTA et al,, 2017). Além disso, a falta de dados fisico-quimicos abrangentes
significa que é ainda mais dificil detectar adulteracdo do mel de abelha sem ferrdo. A
obtencdo dos parametros fisico-quimicos do mel é importante ndo s6 para a
caracterizacao da diversidade das espécies de Meliponinae, mas também para
garantir a qualidade do produto no mercado (NASCIMENTO et al., 2015). Nesta
revisao, discutimos os parametros de qualidade das diferentes espécies de mel de
abelhas sem ferrdo produzidas em todo o mundo e destacamos os compostos
bioativos e potenciais beneficios para a saude, a fim de estimular o consumo e o

interesse comercial.
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2. ABELHAS SEM FERRAO

As abelhas desempenham um papel fundamental em varios ecossistemas e
tém sido cada vez mais destacadas como o principal agente responsavel pela
polinizacdo de muitas espécies de plantas nativas e cultivadas; também asseguram
a manutencao da variabilidade genética, produtividade e qualidade de muitos frutos
(BARTELLI; NOGUEIRA-FERREIRA, 2014). As abelhas sem ferrdo sé&o
particularmente promissoras para uso como polinizadores comerciais (CRUZ;
CAMPOS, 2009). Nao apresentam ferrdao funcional, sdo de facil manuseio
(geralmente de baixa agressividade, ou seja, nao ferroam), possuem ninhos
populosos e perenes, apresentam comportamento de recrutamento de trabalhadores
marcados e armazenam uma grande quantidade de alimento (BARTELLI;
NOGUEIRA-FERREIRA, 2014).

Essas abelhas sdo divididas em duas tribos. A primeira delas € Meliponini,
que consiste apenas do género Melipona; estes sado encontrados exclusivamente
nos Neotropicos e incluem diversas espécies como Mandacgaia (Melipona
quadrifasciata Lepeletier, 1936), Urugu-verdadeira (M. scutellaris Latreille, 1811),
Urugu-boca-de-Renda (M. seminigra Friese, 1903), Urugu-amarela (M. mondury
Smith, 1863), Guaraipo (M. bicolor Lepeletier, 1836) e Manduri (M. marginata
Lepeletier, 1836). A outra tribo, Trigonini, € uma espécie encontrada nos trépicos.
Esta tribo € representada por varios géneros, como Jatai (Tefragonisca angustula
Latreille, 1811), Mirins (Plebeia sp., 1900), Bora (Tetragona clavipes Fabricius,
1804), lrapua (Trigona spinipes Fabricius, 1793), Tubuna (Scaptrotrigona depilis
Moure, 1950), Marmelada (Frieseomelitta sp., 1902), Mombucao (Cephalotrigona
capitata Smith, 1854), Caga-fogo (Oxytrigona tataira Smith, 1863), entre outros
(NOGUEIRA-NETO, 1997).

Segundo Nogueira-Neto (1997), ha muita confusdo sobre os nomes populares
das abelhas sem ferrdao. Além do fato de que novas espécies de abelhas estao
constantemente sendo descobertas, muitas dessas abelhas tém variagbes
linguisticas regionais. Melipona quadrifasciata Lep tem duas subespécies: Melipona
quadrifasciata anthidioides e Melipona quadrifasciata quadrifasciata. A subespécie
Melipona quadrifasciata quadrifasciata € encontrada em regides frias e de grande
altitude (Figura 2a). Melipona quadrifasciata anthidioides ocorre em habitats com
temperaturas mais altas (WALDSCHMIDT et al.,, 2002). O mel produzido pela
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espécie Mandagaia tem um sabor particularmente agradavel; uma mistura de doce e
azedo com nota frutada. Este tipo de mel possui alto teor de umidade, carater acido
e menor teor de carboidratos totais (a composicdo fisico-quimica média €& de
aproximadamente 30 g/100g de umidade, 67g/100g de agucar redutor, 44g/100g de
acidez e pH 3,6 , Tabela 1) (NASCIMENTO et al., 2015; AVILA et al., 2016; BILUCA
et al., 2016). Os ninhos dessas abelhas sao dispersos na natureza, com a entrada
construida com uma mistura de barro e resinas das plantas. Um certo numero de
abelhas esta sempre estacionado na entrada, aparentemente agindo como
sentinelas. A espécie Mandacgaia pode produzir 1,5 a 2,0 litros de mel em bons
tempos de florada (OLIVEIRA, 2011a).

A Manduri, Melipona marginata, também €& conhecida pelos nomes de
Guarapu-Miudo, Taipeira, Tiuba-Preta e Urucu-Mirim. Esta espécie é resistente ao
frio: ela tende a habitar o interior da mata para se aninhar e tende a se esconder de
estranhos. No sul do Brasil, a espécie produz em média trés litros de mel por verao e
as colmeias sé&o pouco povoadas, com cerca de 300 individuos (Figura 2b). Sua
distribuicdo geografica se estende desde a América Central até a Argentina e os
estados brasileiros de Santa Catarina e Sao Paulo. Melipona bicolor € também
conhecida pelos nomes de Fura-Terra, Garapu, Graipu, Guaraipo, Guarapu e Pé-de-
Pau; comumente apresenta a rainha sendo fertilizada no ninho, o que é raro entre as
abelhas sem ferrdo. Melipona bicolor esta incluida na lista de espécies ameacgadas
de extingdo (Figura 2c). A abelha de Scaptotrigona bipunctata, também conhecida
como Mandaguari Tubuna, pertence ao grupo de Trigonas (Figura 2d). E uma
abelha muito agressiva, quando ameagada libera um tipo de grude (cera mole),
principalmente nos cabelos da vitima, e morde com suas mandibulas. A colmeia
dessas abelhas pode atingir populagdes de 2.000 a 50.000 individuos. Embora
pequena em tamanho, a abelha Tubuna é considerada a maior produtora de mel
entre as abelhas sem ferrdo (OLIVEIRA, 2011b).
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FIGURA 2. ESPECIES DE ABELHAS SEM FERRAO: A) MELIPONA QUADRIFASCIATA; B)
MELIPONA MARGINATA; C) MELIPONA BICOLOR; D) SCAPTOTRIGONA BIPUNCATA.

FONTE: O AUTOR (2016).

As abelhas sem ferrdo diferem do género Apis em termos de cor, sabor e
viscosidade do mel. Eles tém um teor de umidade mais alto (GUERRINI et al., 2009;
ALMEIDA-MURADIAN, DE et al.,, 2014; BILUCA et al.,, 2016), bem como uma
morfologia diferente (auséncia de ferroada), diferente forma de construgdo do ninho
e de coleta de néctar. Eles percorrem distdncias mais curtas na colheita quando
procuram comida, constroem suas colmeias em posicao horizontal e constroem
potes de mel em vez de favos para armazenar o mel. Eles apresentam seletividade
floral (VIT et al., 2004; MICHENER, 2013b) e os ninhos da maioria das abelhas sem
ferrdo sdo encontrados em cavidades de troncos, galhos e raizes de arvores, em
casas de formigas inativas ou vazias e em ninhos de cupins (ROUBIK, 1989).

O mel produzido por essas abelhas é conhecido por sua dogura distinta
misturada com um sabor acido; uma textura mais fluida e cristalizagdo lenta
(BILUCA et al., 2016; JIMENEZ et al., 2016; ABD JALIL et al., 2017). Por todas estas
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razoes, o mel de abelha sem ferrdo é muito diferente do produto tradicional da
apicultura (ZUCCATO et al., 2017).

3. PARAMETROS DE QUALIDADE E VALOR NUTRICIONAL DE MEL DE
ABELHA SEM FERRAO

As analises fisico-quimicas preconizadas pela legislacdo quanto ao controle
de qualidade do mel puro de Apis mellifera sédo as seguintes: maturidade (agucares
redutores, umidade, sacarose aparente); pureza (solidos insoluveis em agua,
minerais ou cinzas, pélen); e deterioracao (acidez livre, atividade diastasica e
hidroximetilfurfural - HMF) (BRASIL, 2000). Os dados fisico-quimicos referentes ao
MASF atualmente disponivel em artigos académicos sao apresentados na Tabela 1
e uma comparacao entre MASF e mel de Apis mellifera é apresentada na Tabela 2.

Como pode ser observado na Tabela 1, quando comparados aos padroes
relativos ao mel de A. mellifera, o MASF apresentou quantitativamente maior
umidade (28,3 g/100g); maior acidez (76,3 meq /kg) e teor de carboidrato total
ligeiramente menor (69,7 g/100g) (BILUCA et al., 2016).
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O mel é uma solugdo concentrada de agucares redutores, com frutose e
glicose representando a maior propor¢ado de sua composigdo. Apesar do alto nivel
de frutose relatado, 48,1% dos MASF (Tabela 1) contém niveis mais baixos de
agucares redutores quando comparados aos padrboes de mel de Apis mellifera
(BILUCA et al., 2014, 2016; CHUTTONG et al., 2016a; SOUSA, J. M. et al., 2016).
Segundo Sousa et al. (2016), apds a frutose, o tipo de agucar presente em maior
quantidade no mel das abelhas sem ferrdo € a glicose, seguida da sacarose. O perfil
de carboidratos em mel de onze espécies de abelhas sem ferrdo da Asia apresentou
51,0 £ 21,0 g/100g de acucar total; 17,0 = 9,7 g/100g de frutose; 14,0 £ 8,6 g/100g
de glicose; 41,0 £ 15,0 g/100g de maltose; e 1,2 + 2,7 g /100g de sacarose
(CHUTTONG et al., 2016a). Em relagcado ao espectro de agucares, o dissacarideo
maltose foi detectado em apenas em trés de 11 espécies de abelhas sem ferrao
avaliadas, mas quando presente foi frequentemente a molécula de carboidratos
dominante (BILUCA et al., 2016).

Biluca et al. (2016) relataram teor de agucar redutor em 67% das amostras
brasileiras de MASF (n = 33) similar ao mel de Apis mellifera, com média de 62
g/100g. No entanto, outro estudo de Chuttong et al. (2016a) indicou uma média
inferior a 60% para o teor de agucares redutores de todas as amostras analisadas (n
= 28). Esses dados contraditérios sugerem que o perfil de agucar do mel das
abelhas sem ferrdo pode variar de uma regiao para outra, dependendo das especies
florais predominante naquela regido (SE, KUAN WEU et al., 2018). De acordo com
estudos, o tempo necessario para o mel cristalizar depende principalmente da
proporgcao de frutose e glicose (F/G), isto é, 0 mel com uma razéo superior a 1,3
pode permanecer fluido durante mais tempo. A quantidade de agua presente no mel
também é importante pois a frutose tem uma maior solubilidade na agua do que a
glicose (ESCUREDO et al., 2014). Em um estudo de Sousa et al. (2016), a relagéo
F/G no mel avaliado variou de 1,1 a 1,5; os autores mencionam que essa proporcao
influenciou diretamente o sabor adocicado do mel porque a frutose apresenta um
poder edulcorante maior que a glicose.

No mel produzido por Apis mellifera, o valor de sélidos soluveis (Brix) é
sempre descrito como maior que o encontrado em mel de abelha sem ferrdo,
relacionado ao maior teor de agua e consequentemente menor teor de acgucar
(BILUCA et al., 2016). Nao foram observadas diferencas (p = 0,05) em relagao a

fonte floral entre as 24 amostras compostas por uma mistura de mel de abelha sem
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ferrdo do Sudeste Asiatico, e o Brix variou de 71,1 a 74,7 (SOUSA, J. M. et al,,
2016).

O teor de agua é considerado uma das caracteristicas mais importantes do
mel, pois afeta varias de suas caracteristicas, como viscosidade, peso especifico,
maturidade, sabor e cristalizacdo (NASCIMENTO et al., 2015). A ocorréncia de mel
aquoso em abelhas sem ferrdo pode estar relacionada a umidade de ambientes
tropicais, em que é dificil extrair néctar com baixo teor de agua, além de outros
fatores como coleta de néctar de flores rasteiras e frutos maduros ricos em agua , ou
mesmo devido as diferentes espécies de abelhas (RAMON-SIERRA et al., 2015).
Além disso, altos niveis de atividade de agua (> 0,6) permitem que os
microrganismos sobrevivam e sejam ativos, para que eles possam fermentar
naturalmente dentro da embalagem (ZUCCATO et al., 2017).

Segundo Evangelista-Rodrigues et al. (2005), mel de abelhas africanizadas
e nativas (Melipona scutellaris) diferem em termos de teor de umidade, mesmo
quando sdo produzidas na mesma regidao. Os autores supracitados relatam que as
abelhas nativas apresentaram maior teor de umidade. Nos méis monoflorais
produzidos pelas abelhas sem ferrao M. Subnida Duke e Melipona scutellaris
Latrelle, o conteudo de agua variou de 23,9 a 28,9 g/100g (SOUSA, J. M. et al.,
2016); no caso das espécies Homotrigona, Lepidotrigona, Lisotrigona, Tetragonilla,
Tetragonula e Tetrigona, a umidade variou de 25,0 a 47,0 g/100g (CHUTTONG et
al., 2016a). Em um estudo realizado por Biluca et al. (2016), 33 amostras de mel de
dez espécies foram analisadas e os resultados mostraram niveis de umidade de
23,1 a 43,5% (p/p). Deve-se notar que a legislagao estabelece que o mel Apis nédo
deve conter mais de 20 g de umidade/100g de mel (BRASIL, 2000).

A atividade da agua (aw) € um parametro que foi recentemente adotado para
mel; ndo ha limites sugeridos na legislagédo atual. Um estudo de 20 amostras de mel
de abelhas Jatai (Tetragonisca angustula) na cidade de Piracicaba, Sdo Paulo,
Brasil, encontrou valores de aw variando de 0,59 a 0,82 (ANACLETO et al., 2009).
No mel das plantas de Jupara (Melipona compressipes manoenseense) e Jandaira
(Melipona seminigra merribae) coletadas na Amazénia, a aw variou de 0,74 a 0,76
(ALMEIDA-MURADIAN; MATSUDA, 2007). A atividade de agua necessaria para o
desenvolvimento de microrganismos é abaixo de 0,98 e depende da classe de
microrganismos (em torno de 0,7 para bolores; 0,8 para leveduras e 0,9 para

bactérias). Uma vez que as leveduras osmofilicas s6 sdo capazes de crescer em
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niveis de atividade de agua acima de 0,6, o MASF investigado ndo seria
considerado seguro em relacéo a fermentagdo (GLEITER et al., 2006).

O valor da acidez (numero de ions hidrogénio presentes em uma substancia
na forma de acido fixo ou volatil) corresponde ao balango de acidos organicos
presentes no mel e varia de acordo com a composicédo floral e as espécies de
abelhas. O valor da acidez também pode ser devido a fermentagao de agucares pelo
alcool por microrganismos e posterior oxidagdo a acidos carboxilicos (RAMON-
SIERRA et al., 2015; SOUSA, J. M. et al., 2016). Sousa et al. (2016) relataram que
MASF de diferentes fontes florais e/ou espécies apresentou valores de acidez
variando de 17,9 a 86,8 mmol H*/L no Brasil. Em outro estudo das espécies
Melipona, Scaptotrigona, Tetragonisca, Tetragona e Trigona, a acidez livre ficou
entre 16,2—139,0 mEqg/kg (BILUCA et al., 2016). Além disso, quatro amostras de mel
de trés espécies da Tailandia (Homotrigona fimbriata, Tetrigona apicalis e Tetrigona
melanoleuca) exibiram extraordinariamente alta acidez total, variando de 440,0 a
592,0 mEqg/kg (CHUTTONG et al., 2016b).

Segundo Sousa et al. (2016), as faixas de pH encontradas no mel das
abelhas sem ferrao foram de 3,1 a 5,3. Biluca et al. (2016) relataram valores de pH
de 3,3 a 6,6 e Chuttong et al. (2016b) encontraram valores de pH entre 3,1 e 3,9
para os MASF. Estes valores estdo de acordo com aqueles estabelecidos para os
padroes de mel A. mellifera apresentados na Tabela 1 (BRASIL, 1985).
Curiosamente, as substancias mandibulares das abelhas, como enzimas (proteases,
lipases e lactases) e proteinas, que sao adicionadas ao néctar durante o transporte
até a colmeia, também podem alterar o pH do mel (ELIAS-SANTOS et al., 2013;
KARABAGIAS; HALATSI; et al., 2017).

Ao definir o teor de cinzas, é possivel determinar algumas irregularidades no
mel, como a falta de higiene ou a falta de decantagao e/ou filtragcdo do mel no final
do processo pelo apicultor (EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2005). Os dados
referentes ao teor de cinzas no MASF da Asia apresentaram uma amostra de mel de
Tetrigona melanoleuca com teor de 3,19/100g e outras amostras com <1,8g/100g de
mel (CHUTTONG et al., 2016b). Sousa et al. (2016) relataram que o alto teor de
cinzas em alguns méis pode ser devido as caracteristicas do néctar de algumas
espécies botanicas. Por outro lado, o mel da mesma origem botanica nao diferiu (p =
0,05) em termos de teor de cinzas para diferentes espécies de abelha produtoras
(faixa de 0,03 a 0,52 g/100 g).
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A condutividade elétrica do mel também esta associada ao teor de cinzas
(teor mineral) e acidez, revelando a presenga de ions, acidos orgénicos e proteinas
(SILVA, DA et al., 2016). Alves et al. (2005) sugerem que a avaliagdo da
condutividade elétrica poderia substituir a analise de cinzas, ja que a primeira
medida é diretamente proporcional ao teor de cinzas. Em mel de Melipona subnitida,
Melipona scutellaris e Melipona mexicana, os valores foram da ordem de 0,12, 0,19
e 0,45 mS/cm, respectivamente (ALVES et al., 2011). Em onze espécies da
Tailandia, o intervalo foi de 0,32-2,80 mS/cm; em dez espécies brasileiras a variagcao
foi de 0,15 a 1,34 mS/cm (BILUCA et al., 2016); e as espécies M. subnida Duke e M.
scutellaris Latrelle apresentaram valores de 0,30 a 0,67 mS/cm (SOUSA, J. M. B. DE
et al., 2016). Todos esses valores foram inferiores aos requeridos para Apis M. pelo
Codex Alimentarius (2001), que estipula 0,80 mS/cm.

Os parametros de cor L* (claridade), a* (vermelhidao-verdura) e b* (amarelo-
azul) usando os valores CIE-LAB as abelhas Scaptotrigona mexicana indicaram que
o mel apresentou componentes vermelho e amarelo, a* (-0.68) e b* (7,98). O
parametro L* (16.13) apresentou um valor < 50, classificando-o como um mel
escuro. Todo o mel puro escurece gradualmente devido a varias reagdes né&o-
enzimaticas, conhecidas como reacdes de Maillard (CAN et al., 2015). De acordo
com Chuttong et al. (2016b), a faixa de cor do mel foi de 30,0 a 104,0 mm na escala
Pfund, e a cor média do mel se classificaria como ambar claro, que cai na faixa de
50,0-70,0 mm Pfund. Em outro estudo, a cor apresentou valores maiores (p <0,05)
na escala Pfund de 35,8 a 103,4 mm para mel de Juazeiro, no Brasil, sendo
classificado como ambar. Curiosamente, este tipo de mel também apresentou os
maiores valores de cinzas e pH (p <0,05) quando comparado a todas as outras
amostras de mel. Da mesma forma, Guerrini et al. (2009) relataram que amostras de
cor ambar marrom (15,0 mm Pfund) apresentaram valores de cinzas mais elevados
do que aqueles relatados para o mel de cor clara. Fatores como exposicédo a luz,
calor e tempo de armazenamento, bem como reacgdes enzimaticas, também podem
afetar esse parametro (SOUSA, J. M. B. DE et al., 2016).

Hidroximetilfurfural (HMF) &€ amplamente conhecido como um parametro de
frescor e qualidade dos méis. O HMF € um composto organico heterociclico de seis
carbonos contendo grupos funcionais aldeido e alcool (hidroximetil) que é formado
pela degradacdo de acgucares através da reagdo de Maillard (uma reagdo de

escurecimento ndo enzimatico). A produgdo desta substancia € influenciada
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principalmente pelo processo de aquecimento, bem como pelo tempo prolongado de
armazenamento. A formacdo de HMF esta correlacionada com as caracteristicas
quimicas dos méis, como a presenga de agucares simples (glicose e frutose), acidos
€ minerais, 0s quais, por sua vez estdo relacionados a fonte floral do mel (SOUSA,
J. M. B. DE et al., 2016). O conteudo de HMF também pode ser influenciado pelo
clima. Amostras de regides tropicais, que estido expostas a altas temperaturas por
um longo periodo, podem fornecer HMF (SUNTIPARAPOP et al., 2015; CHUTTONG
et al., 2016b).

Sousa et al. (2016a) analisaram 24 amostras de mel fresco monofloral
produzidas por abelhas sem-ferrao M. subnida e M. scutellaris e nao detectaram
HMF. Esses resultados sdo comparaveis aos de Biluca et al. (2016), que estudaram
dez espécies diferentes de abelhas sem ferrdo produzidas no estado de Santa
Catarina, no sul do Brasil, que apresentavam teor de HMF abaixo do limite de
quantificacdo. O Codex estabelece que o teor de HMF do mel apds processamento
e/ou mistura ndo deve ser superior a 40 mg/kg. No entanto, no caso de mel de
origem declarada de paises ou regides com temperaturas ambientes tropicais, bem
como misturas desses méis, o teor de HMF nao deve ser superior a 80 mg/kg
(Codex Alimentarius Commission, 2001). Chuttong et al. (2016b) relataram que o
mel de abelha sem ferrdo da Tailandia mostrou um alto nivel de variabilidade entre
especies. Uma amostra analisada a partir de Homotrigona fimbriate apresentou o
maior teor de HMF, que foi de 46 mg/kg.

Segundo Biluca et al. (2014), nenhuma das treze amostras de MASF
apresentou HMF, e ap6s as mesmas condigdes de tratamento térmico (75, 85 e 95°
C por 20, 40 e 60s), o mel Apis mellifera apresentou maior teor de HMF. Esses
resultados também sugerem que a alta temperatura relacionada a um tratamento
térmico mais breve pode ser uma maneira eficiente de prolongar o prazo de validade
sem afetar o conteudo de HMF em MASF. A possivel resisténcia a formacao de
HMF em MASF pode ser explicada pelo teor de umidade e acidez elevados
(GUERRINI et al., 2009). Quando a aw €& maior, a reagao de Maillard diminui e,
assim, a formac¢ao de HMF diminui (FENNEMA, 2000). Edelky et al. (2010) também
relataram que o tratamento térmico causou uma redugdo no teor de umidade e
acidez total, mas aumentou o HMF e reduziu o teor de agucar no mel de Melipona

subnitida. Além disso, este estudo enfatizou que o conteudo de HMF aumenta a
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medida que o mel é aquecido ou armazenado por longos periodos de tempo em
temperaturas mais altas.

O mel das abelhas sem ferrdao pode deteriorar-se mais rapidamente que o
mel Apis mellifera devido ao seu menor nivel de dogura e maior teor de umidade.
Esses sao critérios-chave para fatores como: a determinacdo dos melhores
processos em termos de conservagdo e armazenamento; a prevengao da
fermentacao ou cristalizagao; e o controle de aumentos de aw para valores em que
certos fungos filamentosos como Penicillium e Mucor poderiam crescer em sua
superficie (GOMES et al., 2010). Este mel requer maiores niveis de cuidado durante
a colheita e precisa ser refrigerado, pasteurizado ou submetido a desumidificagao
para garantir sua durabilidade. Se for refrigerado ao longo do tempo, a cristalizagao
pode ocorrer. Os processos de pasteurizacdo e desumidificacdo reduzem o teor de
agua, mas podem ser responsaveis pela perda de aromas e sabores no mel (SILVA
et al., 2009).

Curiosamente, os apicultores brasileiros sem ferrdo recomendam e utilizam
uma técnica de preservagao conhecida como maturacdo, na qual o mel recém-
colhido é fermentado pela microbiota naturalmente presente (leveduras osmofilicas)
(CAMARGO et al., 2017). Analisando o mel fermentado (acido e alcodlico) e
armazenado por 180 dias a temperatura ambiente, Ribeiro et al. (2018) estudaram
os efeitos da refrigeracéo, pasteurizagdo e maturagdo em temperaturas controladas
(20° C e 30° C) sobre as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do mel de Tiuba
(abelha nativa). Observou-se que o congelamento causou uma redugcdo na
viscosidade e no teor de umidade, e que a pasteurizagao levou a uma redugao no
pH do mel de Tiuba. O perfil sensorial das amostras maturadas mostrou que os
atributos eram um aroma acido, sabor fermentado, viscoso e um gosto arenoso. No
entanto, quando o mel de Melipona fasciculata foi preservado por congelamento,
pasteurizacdo e maturacdo a 20° C e 30° C, foi aprovado e aceito pelos
consumidores.

O elemento mineral mais abundante no mel das abelhas sem ferrédo € o
potassio (263-4980 ug/g), seguido pelo calcio (88,7-138 pg/g), sédio (12,7-261 pg/g)
e magnésio (25,9-231 ug/g) (BILUCA et al., 2017). O mel reflete os componentes
quimicos das plantas das quais as abelhas coletam seus alimentos, de modo que o
conteudo dos oligoelementos presentes no mel depende do tipo de solo em que as

plantas e o néctares sdo encontrados (ESCUREDO et al., 2014). Ha relatos de que
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o mel de abelha Apis mellifera apresentou os mesmos niveis de conteudo mineral
que o MASF (ALQARNI et al., 2014; BOUSSAID et al., 2018).

4. CONTEUDO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Centenas de compostos bioativos ja foram identificados em MASF em
diferentes paises (SILVA et al., 2013a,b; BILUCA et al., 2017). Os compostos
fendlicos presentes no mel estdo diretamente relacionados a fontes botanicas, como
polens, néctares, resinas e Oleos, que estdo disponiveis para as abelhas.
Consequentemente, o mel de diferentes origens florais possui propriedades
bioativas distintas (VIT, 2013).

O processo pelo qual o MASF é feito (dentro de potes de cerume) pode
explicar suas propriedades bioativas. Cerume € um produto da resina vegetal que as
abelhas sem ferrao coletam; eles combinam secre¢des salivares das glandulas do
abdébmen e da cera de abelha para construir e selar suas colmeias (SIMONE-
FINSTROM; SPIVAK, 2010). Ha uma mudanca fisica inicial no néctar nos locais de
cerume devido a evaporagcdo de wuma grande quantidade de agua.
Subsequentemente, uma transformacao biolégica ocorre através do processo de
fermentacdo por leveduras e bactérias. Finalmente, ocorre uma transformacéo
quimica quando as operarias secretam as enzimas de suas glandulas cefalicas,
induzindo a hidrélise da sacarose no néctar em frutose e glicose. Portanto, a
composicao fitoquimica do mel é influenciada pela presenca dos fitoquimicos do
cerume (TEMARU et al., 2007; MICHENER, 2013a; ABD JALIL et al., 2017).

Em um estudo realizado na Australia por Massaro et al. (2011) em extratos de
ceras de abelhas sem ferrdo, foi observado a presenga de acido galico, acido
pimerico e isbmero de acido pitrico. Além disso, em um estudo in vitro utilizando
ensaios isentos de células 5-lipoxigenase (5-LOX), que é uma enzima conhecida por
catalisar a producdo de mediadores pré-inflamatérios, o cerume demonstrou um
potencial para prevenir a oxidacéo lipidica do acido linoleico, exibindo assim um
efeito antioxidante potente (MASSARO et al., 2014).

E importante enfatizar que o mel contém compostos antioxidantes
significativos, incluindo substancias como carotenoides, enzimas, aminoacidos,
proteinas, produtos de reacdo de Maillard, acidos organicos e polifendis,
especialmente flavonoides e acidos fendlicos (SILVA et al., 2013a; RAMON-SIERRA
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et al., 2015; CHUTTONG et al., 2016a). O teor de carotenoides no MASF nativas do
México foi de 0,6 a 6,2 mg/kg (JIMENEZ et al., 2016). Com relacdo ao teor de
proteinas do mel, isso variou de acordo com a espécie (SILVA, DA et al., 2016). Em
uma regido semiarida brasileira, M. subnida Duke e Melipona scutellaris Latrelle
continham de 0,2 a 0,5 g/100 g de proteina, enquanto os niveis de prolina variaram
de 20,5 a 4,6 mg/kg (SOUSA et al., 2016a). O teor total de compostos fendlicos nas
amostras de mel variou de 1,3 a 126,0 mg de equivalente em acido galico
(GAE)/100g (SILVA, et al., 2013a; BILUCA et al., 2016; JIMENEZ et al., 2016) e teor
de flavonoides totais de 4,2 + 0,6 a 1,9 £ 0,1 mg de equivalentes de quercetina
(QE)/100g (SOUSA et al., 2016b).

Biluca et al. (2017) encontraram 26 compostos fendlicos individuais, 12 acidos
fendlicos, nove flavonoides, trés aldeidos fendlicos, uma cumarina e um diterpeno na
maioria das amostras estudadas no sul do Brasil. Os compostos mais presentes no
mel foram: acido salicilico (8,0-94,8 ug/100g), acido p-cumarico (4,5-64,3 ug/100g),
naringina (4,0-32,0 pg/100g) e taxifolina (12,0 —1920 pug/100g). Em outro estudo, a
espécie de Melipona (Michmelia) seminigra merrillae mostrou a presenca de
quatorze compostos fendlicos, incluindo o flavonoide taxifolina e o catecol (SILVA et
al., 2013a).

Em M. subnitida, Jandaira, mel do estado da Paraiba (Brasil), foram
quantificados os acidos galico, vanilico, 3,4-di-hidroxibenzdico e cumarico, assim
como os isdbmeros do acido abscisico (trans-trans e cis-trans) (SILVA et al., 2013b).
Foi relatado que acido 2,4-dihidroxibenzéico, acido 3,4-hidroxibenzéico, acido
ferulico, acido elagico, acido trans-cinamico, acido p-cumarico, acido siringico e os
flavonoides, miricetina, quercetina, catequina, rutina, caemferol, hesperetina,
naringenina e crisina foram encontrados em mel de M. subnitida e M. scutellaris
Latrelle. Um total de 19 compostos foram identificados no mel de M. beecheii
analisando por HPLC-DAD-ESI-MS/MS (ALVAREZ-SUAREZ et al.,, 2018). Os
autores encontraram a presencga de C-pentosil-C-hexosil-apigenina, acido cumarico,
quercetina, isoramnetina, caemferol, luteolina, apigenina, quercetina, acido ferulico e
acido di-hidralico.

Em outro estudo, trés espécies de abelhas (Melipona flavolineata, M.
Mexicana e Apis mellifera) de diferentes regides da Amazdnia mostraram a presenca
de quatorze compostos fendlicos; os compostosem quantidade expressiva foram:

acido galico e quercetina (OLIVEIRA et al., 2012). Da mesma forma, Souza et al.
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(2018) relataram que o acido galico foi o composto fendlico mais abundante
encontrado no mel brasileiro de Apis mellifera, enquanto os acidos protocatecuico,
cindmico e p-cumarico e quercetina e miricetina também foram detectados em
menores quantidades. O acido galico tem demonstrado possuir varias propriedades
bioativas, como atividade bacteriostatica e antioxidante, efeitos anticancerigenos nas
células do carcinoma da proéstata, apoptose e atividade indutora de necrose nas
células do cancer do colo uterino (HELENO et al., 2015). Todos os compostos
bioativos presentes no mel de Apis podem ser encontrados em mel de abelha sem
ferrdo; em ambos os tipos de mel, o perfil fendlico € dependente de sua origem
botanica (SOUZA et al., 2018).

A origem botanica e geografica do mel pode ser avaliada pela técnica de
melissopalinologia, que é utilizada para avaliar os tipos de pdlen presentes no mel e
sugerir sua fonte floral. As abelhas sem ferrdao podem mudar seu nicho trofico ao
longo do ano devido a fatores como a disponibilidade de recursos florais (pdlen,
néctar e resina); oscilagbes climaticas; a distdncia entre a colbénia e as espécies de
plantas com flor; bem como a competi¢cdo exercida por espécies exoticas e outras
espécies de abelhas nativas (SILVA et al., 2013a).

A analise melissopalinolégica do mel de M. subnitida do Brasil indicou a
presenca de 19 tipos polinicos de nove familias e M. caesalpiniifolia foi o tipo de
polen predominante em oito das nove amostras de mel analisadas (SILVA et al.,
2013b). O mel de abelhas sem ferrdo equatoriano oriental mostrou diferentes tipos
de podlen pertencentes a 14 familias botanicas (dados consistentes com a
distribuicdo fitogeografica das espécies vegetais na area amostrada e saqueada)
(GUERRINI et al., 2009). Em um estudo por Silva et al. (2013a), que investigou a
analise melissopalinolégica do mel de abelha sem ferrdo da regido amazodnica,
foram identificados 22 tipos polinicos, pertencentes a 16 familias botanicas
diferentes. A familia Fabaceae destacou-se no espectro polinico, com seis tipos de
polen reconhecidos, e as amostras com um tipo predominantemente de podlen

apresentaram o maior teor fendlico total.

5. POTENCIAL ANTIOXIDANTE E MEDICINAL

Mel de abelhas sem ferrdo contém elevado nivel de flavonoides e potencial

antioxidante do que o mel proveniente de Apis mellifera (Tabela 2). Alvarez-Suarez
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et al., (2018) avaliaram o poder antioxidante do mel de M. beecheii e encontraram
valores mais altos de capacidade antioxidante, além de maior teor de compostos
fendlicos, flavonoides, carotenoides, acido ascérbico, aminoacidos livres e proteinas,
em comparagdo com o mel de A. mellifera. Oddo et al. (2008) avaliaram o mel de
Trigona carbonaria na Australia e concluiram que a atividade antioxidante era maior
que a do mel floral europeu, embora sua atividade de eliminagao de radicais fosse
igual a encontrada em amostras de mel europeu.

Um estudo realizado na regido Nordeste do Brasil revelou que o mel de
abelha sem ferrao de Melipona (Michmelia) seminigra merrillae apresentou alto
potencial antioxidante (Silva et al., 2013a). Além disso, mel de T. mexicana,
Melipona fasciculate, Melipona subnitida e Melipona aff. Fuscopilosa apresentaram
atividade antioxidante significativa in vitro. De todas as amostras de mel de abelha
sem ferrao, T. carbonaria mostrou a melhor atividade antioxidante, indicando que a
atividade antioxidante do mel varia dependendo do tipo de mel (RAO et al., 2016).

Segundo Biluca et al. (2016), trinta e trés amostras de dez espécies de mel
apresentaram atividade antirradical (em relagdo ao DPPH), com valores de 1,4 mg
EAA/100g a 18,5 mg EAA/100g. Silva et al. (2013b) também analisaram o mel de
abelhas sem ferrdo e encontraram valores variando de 10,6 a 12,9 mg EAA/100g.
No semiarido brasileiro, um raro mel monofloral produzido por uma espécie distinta
de abelhas sem ferrdo mostrou atividade eliminadora de radical (RSA) pelo DPPH
de 11,2 £ 1,3 para 46,9 + 1,9% (SOUSA et al., 2016b). Os valores da capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox — TEAC para ORAC (capacidade de absorgéo de
radicais de oxigénio) variaram de 8,9 £ 0,1 a 54,3 + 0,3 umol TEAC/100 g (SOUSA
et al., 2016b). Além disso, o valor TEAC para analise de FRAP em MASF (reducéao
do poder de Fe®*) foi de 61,1 mmol Fe (I1)/100g para M. Mexicana e 624,0 mmol Fe
(I1)/100g para M. marginata (BILUCA et al., 2016). O mel monofloral produzido por
M. subnitida Ducke e M. scutellaris Latrelle apresentou maiores potenciais de
inibicdo em relacao ao radical ABTS que o DPPH (até quatro vezes). Curiosamente,
foram encontradas correlagdes significativas (p < 0,01) entre o ORAC e a atividade
de eliminagéo de radicais livres (RSA) (r?> = 0,93); TPC - contetdo fendlico total (r? =
0,96); TFC - teor de flavonoides totais (r? = 0,89); DPPH (r> = 0,93) e ABTS (r? =
0,98) (SOUSA, J. M. B. DE et al., 2016).

Em um estudo da atividade de eliminacao do radical DPPH (%) do mel de S.

mexicana de quatro diferentes anos de coleta, foi relatado um intervalo de 15,0 a
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19,0%. O poder redutor (FRAP) apresentou valores de 50,4 a 61,1 ymol TEAC/100
g; no entanto, os valores diminuiram em ambas as temperaturas de armazenamento
de 25,4 e 45° C. As amostras frescas apresentaram maior capacidade redutiva,
indicando que alguns compostos, como o acido ascorbico, presente no mel, podem
ser doadores de elétrons e podem determinar reagdes em cadeia de radicais livres,
convertendo os radicais livres em produtos mais estaveis (JIMENEZ et al., 2016).

O mel é um produto curativo eficaz: uma revisdo retrospectiva dos usos
medicinais do mel de Melipona beecheii pelos antigos maias destacou o fato de que
ele foi usado para restaurar o equilibrio de pacientes doentes (MICHENER, 2013a).
Sua ampla gama de atributos pode sugerir que o mel de abelha sem ferrao fortalece
varios sistemas, como no controle digestivo, respiratério, fertilidade feminina, pele e
disturbios visuais (VIT et al., 2004).

O mel ndo é apenas consumido diretamente, ele também ¢é usado na
medicina tradicional, sozinho ou misturado com plantas medicinais. E usado para
tumores, olhos (catarata ocular, conjuntivite), inflamacgdes, infecgbes na garganta,
sangue (hematomas, varizes, purificagdo do sangue, limpeza do sangue apos o
parto), doencgas renais e em tratamentos para cicatrizagdo de feridas (VIT, 2002,
2013; GUERRINI et al.,, 2009; ILECHIE et al., 2012; KWAPONG et al.,, 2013;
BORSATO, DEBORA M. et al., 2014; VIT et al., 2015). O uso medicinal mais
frequente foi relacionado ao sangue em 27% dos usos relatados (VIT et al., 2015;
RAO et al., 2016).

A capacidade de mel de abelha sem ferrdo da espécie Geniotrigona
thoracica (que € comumente encontrada nas regides tropicais do Sudeste Asiatico)
para aliviar o dano pancreatico e manter perfis metabdlicos em condi¢des diabéticas
foi investigada. Aziz et al. (2017) revelaram que o mel das abelhas sem ferrdo tem
grande potencial para ser utilizado como agente protetor do pancreas contra danos e
disfungdes.

O mel de Geniotrigona toracica administrado a ratos diabéticos preveniu um
aumento nos niveis de glicose no sangue em jejum, colesterol total, triglicérides e
lipoproteina de baixa densidade. Da mesma forma, os niveis séricos de lipoproteina
de alta densidade aumentaram, e as alteragcbes histopatologicas e o nivel de
expressao dos marcadores de estresse oxidativo, inflamacao e apoptose nas ilhotas
pancreaticas diminuiram. Adicionalmente, os compostos bioativos nos extratos de

mel de abelhas sem ferrao identificados por LC-MS foram 2-amino-3-metil-1-butanol;
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dulcitol; L-galactose; Acido 2S-aminoheptandico; Leu Pro; pirbuterol; éster metilico
suprofen; oxalacetato de etilo; 7-hidroxietil-teofilina; hipoxantina; etil-glucuronido;
hidroxicarboxilico de pirrolina; acido 3R-aminononanco; L-fenilalanina; 2,6-xilidina;
estireno; d-valerolactama; e-caprolactama; seu-gln-ala; desidrocicloxanthohumol,
hidrato de C16. esfinganina; amida palmica; (-)-varfarina; e Emmotin A (AZIZ et al.,
2017).

O mel de abelha sem ferrdao desempenha um papel importante no
tratamento de cataratas induzidas quimicamente. Mel de Melipona favosa favosa
demonstrou atividade contra catarata induzida por selenito de sédio em ratos Wistar
quando usada como um colirio (VIT, 2002). Em outro estudo, a atividade
antimicrobiana do mel de Meliponula spp. foi investigada para o tratamento da
conjuntivite bacteriana causada por Staphylococcus aureus ou Pseudomonas
aeruginosa em cobaias Hartley. A poténcia do mel de abelhas sem ferrdo era
comparavel a gentamicina, um antibioético padrao que inibe a sintese de proteinas
pela combinagdo com o mRNA. Os autores relataram que esse mel pode servir
como um substituto efetivo no caso de falha terapéutica do farmaco (ILECHIE et al.,
2012).

Similarmente, os resultados do mel de Meliponula bucandei encontrado em
Gana mostraram atividade antimicrobiana contra trés isolados de bactérias
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa)
de sitios oculares infectados. O MASF apresentou um efeito mais inibitério sobre os
microbios testados do que oito antibidéticos comumente usados em oftalmologia,
reduzindo a inflamacéo e a infeccdo (KWAPONG et al., 2013).

Boorn et al. (2010) relataram atividade antimicrobiana substancial de MASF
australiano e sugeriram que as amostras possuiam atividade de cicatrizagcdo de
feridas. Outro estudo de mel extraido de M. marginata mostrou efeito anti-
inflamatdério quando aplicado sobre a pele e os autores enfatizaram que essa
atividade poderia ser devida a um efeito sinérgico dos compostos fendlicos
identificados nas amostras de mel (BORSATO, D. M. et al., 2014). As propriedades
bioativas do mel tém sido atribuidas a fatores especificos, como a agao sinérgica do
agucar e do peroxido de hidrogénio na cicatrizacdo de feridas (VIT et al., 2015).
Também se postulou que o teor de antioxidantes do MASF é maior ou semelhante

ao de outros tipos de mel, e que a atividade antioxidante do MASF pode quebrar a
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cadeia de radicais livres que causam efeitos prejudiciais a determinada area da
ferida (ABD JALIL et al., 2017).

Agentes antimicrobianos s&o atualmente o unico método conhecido de
tratamento de doencas infecciosas (NWEZE et al., 2016). O uso inadequado de
antibioticos levou a muitas formas de resisténcia bacteriana, limitando assim o uso
desses agentes em cepas de microrganismos resistentes a antibiéticos (OSES et al.,
2016). No mel das abelhas sem ferrdo, o efeito antibacteriano é influenciado pela
atividade ndo peroxida, que nao pode ser facilmente destruida pelo calor ou pela
presenca de catalase nos tecidos do corpo e no soro. A atividade nao perdxica do
destas esta relacionada com a estrutura anatémica das abelhas sem ferrdo e € um
mecanismo mais significativo e substancial em termos de acéo antimicrobiana em
comparagao com Apis mellifera (ABD JALIL et al., 2017).

Deve-se notar que as abelhas sem ferrdo armazenam seu mel em potes
(ODDO et al., 2008) que sao feitos de cera e compostos antimicrobianos cuticulares
combinados com prépolis, que € composto de uma grande variedade de resinas
vegetais (BOORN et al., 2010; ABD JALIL et al., 2017). Por outro lado, as abelhas
Apis mellifera armazenam seu mel em favos criados apenas com cera (ODDO et al.,
2008). Consequentemente, o mel de abelha sem ferrao tem uma maior exposi¢ao a
prépolis e, portanto, tem maior probabilidade de ser infundido com compostos
antimicrobianos derivados de plantas do que o mel de Apis mellifera (TEMARU et
al., 2007; EWNETU et al., 2013). Assim, a aplicagdo destes méis, que apresentam
agentes antimicrobianos, pode diminuir a infecgdo microbiana em areas lesadas e
iniciar o processo de cicatrizacao (TEMARU et al., 2007; NISHIO et al., 2016).

Um estudo recente relatou que onze tipos de MASF, incluindo Trigona
carbonaria, tinham potencial de atividade antimicrobiana em relagcado a varios tipos
de microrganismos coletados de treze amostras clinicas, além de cepas padrao de
referéncia (BOORN et al., 2010). Da mesma forma, a combinac&o de dois tipos de
mel de abelhas sem ferrdo produzidos por Scaptotrigona bipunctata e Scaptotrigona
postica foi testada em relagdo a varias linhagens bacterianas Gram-positivas e
Gram-negativas, incluindo cepas multirresistentes. Nishio et al. (2016) concluiram
que a combinagédo desses méis envolve uma interagcédo sinérgica que poderia levar
ao desenvolvimento de novos antimicrobianos de amplo espectro que tém o

potencial de prevenir o surgimento de cepas bacterianas resistentes.
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Segundo Nweze et al. (2016), o mel de Hypotrigona sp. (Okotobo) e
Melipona sp. (Ifufu), que ndo é consumido tdo amplamente quanto o mel de abelha
regular, demonstrou ter propriedades antimicrobianas semelhantes as do mel de
abelha comum. O mel de M. beecheii também possui uma capacidade
antimicrobiana mais eficiente em relagdo ao Staphylococcus aureus, Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa quando comparado ao A. mellifera (CHAN-RODRIGUEZ
et al., 2012; ALVAREZ-SUAREZ et al., 2018). O mel de angustula foi eficiente em
relagcdo a bactérias Gram-positivas, como S. aureus e Enterococcus mexica, assim
como bactérias coagulase-negativas, sensiveis a meticilina e Gram-negativas, como
P. aeruginosa e E. coli (SGARIGLIA et al., 2010).

Além disso, Chan-Rodriguez et al. (2012) e Temaru et a. (2007) mostraram
que bactérias Gram-positivas podem ser mais sensiveis ao mel de abelha sem
ferrdo em comparagcdo com bactérias Gram-negativas. Outro estudo demonstrou
que o mel de Melipona compressipes manasensis apresenta uma atividade
antibacteriana diferente em relagdo as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
dependendo da época em que o mel foi coletado (Umido ou seco); o mel coletado na
estacdo seca apresentou maior atividade (PIMENTEL et al.,, 2013). Amostras
representativas de mel de quatro diferentes anos de coleta (2012 a 2015) mostraram
atividade antibacteriana em relagéo as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
mas nao mostraram inibicdo na levedura e mofo testados (JIMENEZ et al., 2016).

Alguns estudos classificaram a fonte floral do mel em termos de atividade
antimicrobiana, como segue: Juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart)> Velame Branco
(Macrosiphonia velame)> Jurema Branca (Mimosa verrucosa)> Malicia (Mimosa
pudica). As amostras que apresentaram as atividades antimicrobianas mais fortes
também apresentaram o maior conteudo de compostos fendlicos totais.
Considerando a concentragdo inibitéria minima (CIM) detectada, observou-se que a
sensibilidade das bactérias testadas tem a seguinte classificacéo: Salmonella spp.>
S. aureus> E. colilP. aeruginosa> Listeria monocytogenes (SOUSA et al., 2016b).

O efeito do mel na atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas é altamente complexo devido ao envolvimento de multiplos
compostos e a grande variagdo nas concentragbes destes compostos entre
diferentes tipos de mel (KWAKMAN; ZAAT, 2012). Segundo Massaro et al. (2014), o
mel apresenta baixo pH e contém peroxido de hidrogénio, metilglioxal e peptideos

antimicrobianos (defensina! de abelha), que contribuem para a sua atividade. No
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entanto, Kwakman et al. (2010) concluiram que n&o é possivel quantificar a
contribuicdo de diferentes fatores em relacdo a atividade bactericida do mel, pois
esses fatores podem ter atividade redundante, ser mutuamente dependentes ou ter

atividade aditiva ou sinérgica dependendo da espécie bacteriana alvo.

6. DETECGCAO E QUANTIFICACAO DE MODIFICAGCOES EM MEL DE ABELHAS
SEM FERRAO

Considerando sua producgao limitada, o fato de n&o possuir um padrao
internacional e também seu alto valor econdmico e terapéutico, a crescente
demanda por mel de abelha sem ferrdo auténtico e de alta qualidade resultou em um
aumento significativo de tentativas fraudulentas de oferecer ao mercado qualidade
inferior, e/ou mel adulterado. Devido a sua disponibilidade e custo baixo, misturas de
frutose e glicose sdo comumente usadas como adulterantes para produzir mel de
baixa qualidade (SE et al., 2018), e tais praticas podem reduzir seus beneficios
nutricionais e medicinais (SHADAN et al., 2018). Por outro lado, numerosas técnicas
analiticas foram desenvolvidas para detectar e quantificar a pureza do mel na
tentativa de investigar atividades fraudulentas (SHADAN et al., 2018). Técnicas que
foram relatadas para a analise de MASF incluem: espectrometria de emissao 6ptica
com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) (SHADAN et al, 2018);
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (OLIVEIRA
et al.,, 2017b); ressonéncia magnética nuclear (RMN) (ZUCCATO et al., 2017); e
reflectancia infravermelha total e atenuada de transformada de Fourier (FTIR-ATR)
(SE, KUAN WEU et al., 2018).

Shadan et al. (2018) usaram espectrometria de emissao Optica com plasma
indutivamente acoplado para determinar as distribui¢des de multi-elementos (Ag, Al,
B, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Sn e Zn') em mel de
abelha sem ferrao coletados na Malasia. Aplicando técnicas quimiométricas, foi
possivel identificar com precisdo a origem geografica do MASF. Oliveira et al.
(2017b) também desenvolveu um método analitico por ICP-MS quadruplo, que foi

capaz de quantificar 21 elementos em méis de abelhas nativas brasileiras. Eles

1 Prata, Aluminio, Boro, Bario, Berilio, Cadmio, Cobalto, Cromo, Cobre, Ferro, Magnésio, Manganés,
Molibdénio, Niquel, Chumbo, Antimbnio, Selénio, Estanho e Zinco.
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relataram que esse método era preciso € adequado para monitorar fatores como o
ambiente, a saude das abelhas e a qualidade do mel de Tetragonisca angustula.
Além disso, a composi¢ao mineral do mel e do podlen representa uma impressao
digital em relagdo as origens geograficas e botanicas, bem como a contaminagao
ambiental. Um estudo recente com mel de Apis mellifera, Melipona beecheii e
Trigona spp., coletados em Yucatan, México, sugeriu o uso de parametros fisico-
quimicos convencionais em combinagao com padrdes de eletroforese de proteinas
como método alternativo para determinar a origem entomolégica (RAMON-SIERRA
et al., 2015).

Através de um estudo sistematico, Zuccato et al. (2017) verificaram o
potencial da espectroscopia de RMN acoplada a quimiometria em relacdo a
rastreabilidade de mel de abelhas sem ferrdo Melipona, Geotrigona-Trigona e
Scaptotrigona. Os autores concluiram que as impressdes digitais metabdlicas
desses diferentes tipos de mel sdo unicas, e que um espectro de RMN de 1H rapido
do extrato de cloroférmio de um mel foi suficiente para mostrar os compostos
marcadores entomologicamente relacionados. Os sinais marcadores especificos
foram metabdlitos derivados do cerume secretado pelas mesmas abelhas, o que
pode ser considerado a assinatura da espécie de abelha em relagdo ao mel. Além
disso, o éter diacilgliceril endégeno foi reconhecido como marcador chave da
adulteracado de MASF e mel de Apis mellifera.

Foi proposto um método preciso e rapido para detectar e quantificar a
adulteragcado de mel de abelha sem ferrdo (Heterotrigona itama) colhido na Malasia.
Esse método exigiu apenas 7 a 8 min para ser concluido, comparado a 3 horas para
o método padrao AOAC 2018, 998.12. A refletancia total de infravermelho e
atenuado de transformada de Fourier (FTIR-ATR) com quimiometria foram capaz de
quantificar com precisao cinco adulterantes (frutose, glicose, sacarose, xarope de
milho e agucar de cana) (SE, KUAN WEU et al., 2018).

Os efeitos a longo prazo do armazenamento no mel das abelhas sem ferrao
(Tetragonula laeviceps-pagdeni) do sudeste da Asia (Tailandia) foram avaliados
usando parametros fisico-quimicos. As amostras de mel foram coletadas de coldnias
de abelhas sem ferrdo com seringas individuais. MASF fresco foi armazenado a 4,
30 e 45° C por seis e doze meses. O teor de umidade e cinzas, assim como a
condutividade elétrica, pouco mudaram em relagdo ao tempo e temperatura de

armazenamento. A acidez total aumentou quando armazenada por seis e doze
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meses. O pH, diastase e HMF demonstraram mudangas estatisticamente
significativas tanto no tempo como na temperatura de armazenamento. Os
carboidratos (frutose, glicose e maltose) diminuiram em linha com o aumento dos
tempos de armazenamento e temperaturas, mas as mudangas n&o foram
estatisticamente significativas. O armazenamento por mais tempo (12 meses) e a
temperatura mais alta (45° C) resultou nas maiores mudangas. O mel com menor
alteracdo em relacdo ao mel fresco foi armazenado a 4° C por 12 meses
(CHUTTONG et al., 2016b).

Jimenez et al. (2016) relataram que algumas propriedades, como cor, pH e
acidez titulavel, foram afetadas pela temperatura de armazenamento de MASF
Scaptotrigona mexicana (2012—2015), sendo mais afetadas em 45° C. E importante
ressaltar que as amostras de mel de abelhas de S. mexicana também foram
coletadas de colmeias em caixas de madeira rusticas usando uma seringa, e 0s
autores observaram que tais amostras poderiam ser armazenadas sem serem
significativamente afetadas por suas propriedades fisico-quimicas e antioxidantes
por trés anos, indicando alta estabilidade e potencial de comercializacdo e
processamento de alimentos.

Uma abordagem que tem sido usada para detectar adulteragcdo de mel € a
analise de espectrometria de massa de razdo de isotopos estavel (IRMS). Esta
abordagem analitica atende ao método oficial da Associagdo de Quimica Analitica
Oficial, que é baseada na diferenga entre a razdo '3C/'?C de Ca originada de
espécies monocotiledbneas de cana-de-acucar e milho, quando comparada a
espécies dicotiledoneas (plantas C3?). Como as abelhas produzem principalmente
mel de plantas C3z, as amostras de mel com 3'3C menores que -23,5% s&o
suspeitas. A relagdo '3C/12C é —22 a —330%. em mel de plantas C3 e —10 a —208%o
em mel de plantas C4. Quando o acucar C4 € adicionado ao mel puro, a relacéo
13C/'2C sera alterada, enquanto que o correspondente extrato de proteina da razao
13C/12C permanecera constante (ELFLEIN; RAEZKE, 2008).

Elflein & Raezke (2008) determinaram valores de &'3C para 451 amostras

comerciais de mel usando LC/IRMS. Observou-se que o método proposto foi uma

2 A fixagdo do carbono Cs é uma via metabdlica para a fixagdo do carbono na fotossintese utilizada
pela maioria das plantas, na qual o CO2 atmosférico entra diretamente no ciclo de Calvin. Este
processo converte o didxido de carbono e a ribulose 1,5-bisfosfato em duas moléculas de 3-
fosfoglicerato, que dirigem os carbonos procedentes do CO.. O 3-fosfoglicerato € um composto de
3 carbonos, de onde vem a denominagéo Cs.
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técnica altamente robusta, rapida e de baixo custo que pode detectar com
seguranca mais adulteragbes de mel, utilizando diferentes tipos de xaropes de
acucar produzidos a partir de fontes vegetais C4 e Cs. No entanto, mais estudos sao
necessarios para abordar o conhecimento limitado sobre a aplicacdo deste método

em relagdo a adulteragcado de mel de abelhas sem ferrao.

7. CONCLUSAO

O mel coletado de abelhas nativas apresenta baixo teor de cinzas e baixa
condutividade. Diferentemente dos géneros Apis, o mel das abelhas sem ferrdo tem
um carater acido (pH acido e alta acidez), nivel ligeiramente inferior de carboidratos
totais e alta higroscopicidade devido ao alto conteudo de agucares redutores,
umidade e altos valores de atividade de agua. Esse produto complexo e natural
requer metodologias e padrdes internacionais e oficiais a serem estabelecidos para
servir como referéncia para controle de qualidade, para evitar adulteracbes em
potencial e para fins de marketing. No geral, as principais dificuldades tém sido a
grande diversidade de espécies de abelhas sem ferrdo e sua origem botanica, bem
como variagdes na composi¢cao quimica desses méis. Assim, mais estudos devem
ser realizados para investigar e destacar as diferengcas entre cada mel e cada
espécie; esforgcos também devem ser feitos para desenvolver possiveis estratégias
de conservagao para preservar caracteristicas sensoriais e nutricionais sem
desenvolvimento microbiano, a fim de garantir a qualidade do produto.

InuUmeros estudos indicaram que, em comparagdo com o mel de Apis
mellifera, o mel de abelhas sem ferrdo é rico em compostos bioativos, com alta
capacidade antioxidante e propriedades bioldgicas. O mel de abelha sem ferrao
mostra potencial atividade antimicrobiana como tratamento alternativo para
inflamacéo e infeccdo. Além disso, 0 mel das abelhas sem ferrdo € uma fonte de
macrominerais. No entanto, estudos in vitro, in vivo e clinicos sdo necessarios para
avaliar melhor as muitas atividades bioldgicas e farmacoldgicas potenciais do mel de
abelha sem ferrdo. Este tipo de mel representa uma importante inovacéo potencial
para as industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética, e a importancia estratégica
do mel de abelha sem ferrdo deve estimular novas linhas de pesquisa para

consolidar seu consumo e aplicagao.
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CAPITULO 2

INFLUENCIA DO GENERO DE ABELHAS SEM FERRAO (SCAPTOTRIGONA E
MELIPONA) NO CONTEUDO MINERAL, PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E
MICROBIOLOGICAS DO MEL

AVILA, S.; LAZZAROTTO, M.; HORNUNG, P. S.; TEIXEIRA, G. L.; ITO, V. C;
BELLETTINI, M. B.; BEUX, M. R.; BETA, T.; RIBANI, R. H..
Journal of Food Science and Technology. Qualis - Capes A2. JCR 1.262, (2018)

Submetido dia 10 de abril de 2018, em processo de revisao.

(Anexo 1)
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Influéncia do género de abelhas sem ferrao (Scaptotrigona e Melipona)

no conteudo mineral, propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas do mel

RESUMO:

Abelhas sem ferrao, importantes insetos polinizadores nos trépicos, produzem
um mel com caracteristicas singulares que diferenciam sua origem. Neste contexto,
métodos de agrupamento multidimensional podem ser usados para fins de controle
de qualidade em relagao a diferentes tipos de mel. Assim, investigou-se a viabilidade
da analise multivariada de dados para a discriminagdo de qualidade de mel de
abelha sem ferréo de diferentes géneros (Melipona bicolor, quadrifasciata, marginata
e Scaptotrigona bipuncata). A analise de componentes principais (PCA) explicou
72,12% da variancia total dos dados e obteve-se a separagdo em dois grupos
principais em um grafico de dispersao. Dois grupos também foram sugeridos pela
analise hierarquica de agrupamentos (HCA), corroborando com PCA, na qual o
grupo 2 foi formado pelo género Scaptotrigona. Este grupo apresentou os maiores
valores de pH, cinzas e °Brix. O potassio foi o0 mineral mais abundante quantificado
por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
OES), seguido por célcio e sédio para ambos os grupos. Analises microbiolégicas
mostraram que os mesdfilos aerdbicos totais variaram entre 2,00 e 4,77 log UFC/g.
Salmonella spp. nao foi detectado, enquanto o teor de mofo e levedura estava acima
do maximo permitido pela legislagdo. Em relagao aos coliformes a 35 °C, 78% das
amostras apresentaram <3 MPN/g e apenas 6% das amostras do género
Scaptotrigona apresentaram coliformes a 45° C. Foram encontradas bactérias que
podem ser consideradas benéficas, bactérias do acido lactico em niveis mais
elevados para o género Melipona em comparagao com outras. A analise estatistica
multivariada foi eficiente no agrupamento de mel de abelha sem ferrdo, contribuindo

para abordagens que podem ser usadas para padronizagao e regulagao.

Palavras-chave: Melipona, Scaptotrigona, mel brasileiro, quimiometria, analise de

componentes principais, analise hierarquica de clusters.
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1. INTRODUGCAO

As abelhas sem ferrao pertencem a familia Hymenoptera e a subfamilia
Meliponinae. Eles sédo colocados em uma das quatro tribos da familia Apidae
(Apinini, Bombini, Euglossini e Meliponini) (MICHENER, 2013a). Dentro da tribo
Meliponini, atencao foi dada a Melipona bicolor (Guaraipo), Melipona quadrifasciata
(Mandacaia), Melipona marginata (Manduri) e Scaptotrigona bipuncata (Tubuna). As
abelhas sem ferrao coletam, armazenam e modificam quimicamente os néctares
florais da rica vegetacao dos ambientes nativos; o resultado € um mel com um grau
incomum de acidez, dogura e valor medicinal (CHUTTONG et al.,, 2016a). A
composi¢cao quimica, sabor e aroma do mel estao fortemente associados a sua fonte
botanica, area geografica, condicbes ambientais, espécies de abelhas envolvidas
em suas condi¢cdes de producdo e armazenamento (COSTA et al., 2017). Embora a
producao de mel por abelhas sem ferrdo seja menor que a tradicional Apis mellifera
(ZUCCATO et al., 2017), o valor agregado para a primeira é maior que a segunda,
cujos pregos podem chegar a R$ 100/kg (SHADAN et al., 2018), ou seja, mais que o
dobro do preco do mel proveniente de Apis mellifera (R$ 20-40/kg) (SE, KUAN WEI,
IBRAHIM; et al., 2018).

Um problema sério que alguns produtores enfrentam €& que os métodos
oficiais disponiveis para o controle da qualidade do mel foram desenvolvidos
exclusivamente para o mel de abelha Apis mellifera. Devido ao conhecimento
limitado sobre o mel de abelhas sem ferrdo, ainda ndo existem normas nem
regulamentos internacionais criados pelas autoridades para este alimento. Esta falta
de legislacdo resulta numa distribuicdo mundial restrita deste produto em
comparagao com o mel Apis mellifera. Caracteristicas microbiolégicas, juntamente
com fisico-quimicas, como umidade, acucares e teores de hidroximetilfurfural, acidez
e condutividade especifica, constituem os indicadores de qualidade, que descrevem
variedades individuais de mel (MANZANARES et al., 2011). Como o controle de
qualidade envolve diferentes propriedades, em vez de simplesmente usar
comparagdes uni variadas entre amostras, a aplicagdo de abordagens matematicas
e estatisticas precisas e inovadoras atualmente € muitas vezes mais confiavel
(ZIELINSKI et al., 2014). Além disso, técnicas analiticas, como analise multivariada e

avaliagbes quimiomeétricas, tém sido aplicadas com sucesso no controle de
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qualidade de méis de abelhas sem ferrao (FECHNER et al., 2016; AMIRY et al.,
2017; SE, KUAN WEI; IBRAHIM; et al., 2018).

As perspectivas de um amplo mercado de produtos naturais e organicos, bem
como o aumento da producédo de mel de abelhas sem ferrdo, sdo importantes para a
conservagao e manutengao da flora e das abelhas indigenas (BILUCA et al., 2016).
Nesse sentido, a avaliacdo da composicdo do mel, incluindo as diferengas entre as
espécies com maior produgado, determinando possiveis estratégias de conservagao
e parametros para proteger os consumidores contra a adulteragdo para garantir a
qualidade do produto, € necessaria. Essa abordagem ajudara as autoridades a criar
padrées para avaliar o mel das abelhas sem ferrdo. Assim, neste estudo foram
avaliados o conteudo mineral, as propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas de
trinta e duas amostras de mel de dois géneros de abelhas sem ferrao (Scaptotrigona
e Melipona) e um método para discriminagdo do mel das abelhas sem ferrédo usando

ferramentas quimiométricas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostras

As 32 amostras de mel da Associacdo de Meliponicultores de Mandirituba
(Amamel), Parana, Brasil (25°91'04.9"S, 49°51'95.4"W ate 25°73'94.1"S,
49°25'38.4"W), foram coletadas de quatro espécies brasileiras de abelhas, durante
fevereiro de 2016. As amostras foram coletadas na mesma regidao em diferentes
meliponarios para cada tipo de abelha. Assim, a colecdo incluiu uma variabilidade de
quatro espécies (compreendendo vinte e quatro amostras do género Melipona e oito
do género Scaptotrigona) totalizando trinta e duas amostras (figura 3).

A coleta de mel foi realizada perfurando os potes de mel com uma ferramenta
de aco inoxidavel estéril afiada, drenando o mel em um balde estéril usando a forga
da gravidade. O mel foi primeiramente removido das colmeias do meliponario,
depois drenado e finalmente transportado para um local de envase limpo.
Posteriormente, cada amostra proveniente de uma colmeia de abelha diferente foi
fitrada com o auxilio de uma peneira de nylon (74 microns) para eliminar as

sujidades fisicas. As amostras envasadas foram transportadas para o laboratério de
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Bioativos na Universidade Federal do Parana e mantidas a 4° C em recipientes

fechados de vidro, no escuro, até posteriores analises.

FIGURA 3. LOCALIZAGAO DE MANDIRITUBA, PARANA, BRASIL (25°79'36"S; 49°32'28"W) ONDE
FORAM COLETADAS AS AMOSTRAS DE MEL DE COLMEIAS DE ABELHAS SEM FERRAO.

Brazil

4 MB1;MQl; MM1;5B3
<> MB2;5B2

¢ MB3;MM2

€ MB4:MQ4;MM4

4 MB5; MQ5; MM6; SBS
< MB6; MQ6; MMS; SB7
4@ MB7; MQ7; MM7; SB6
<> MB8; MQ8; MM8; SBS
< maz;sea

£ maz; MM3

<{>sB1

FONTE: O AUTOR (2017).

2.2. Analises fisico-quimicas

‘ - i_aﬁ-——.‘:—_#» i e S S -

Todos os parametros fisico-quimicos foram determinados em triplicata, de

acordo com os métodos padrao da International Honey Commission (IHC, 1997) e

os Métodos Oficiais de Analise da Associacao de Quimicos Analiticos Oficiais (2007)

com algumas modificagdes.

A umidade foi determinada pelo indice de refracdo (IR) por meio de um
refratbmetro de bancada Abbe (modelo 2WAJ, Biobrix, Brasil) a 20° C. O IR foi

convertido em porcentagem de umidade utilizando a Tabela Chataway (BILUCA et

al., 2016). A atividade de agua (aw) foi determinada usando um medidor eletrénico

de atividade de agua do ponto de orvalho AqualLab 3TE (Decagon, Washington) a
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25 + 0,02° C. Os sdlidos soluveis (°Brix) foram determinados sob as mesmas
condigbes analiticas descritas acima usando o refratbmetro Abbe. Acucares
redutores e sacarose aparente foram determinados pelo teste de Fehling (método de
Lane e Eynon).

A condutividade elétrica foi medida a 20° C em solug&o a 20% (p/v) de mel em
agua ultrapura com auxilio de um medidor de condutividade Tec-4MP (TECNAL,
Brasil) (CHUTTONG et al., 2016a). A cor foi analisada segundo Ferreira et al. (2009)
por espectroscopia UV-vis (OPTIZEN POP, Mecasys Co., Coreia) a 635 nm. O mel
foi classificado de acordo com a escala de Pfund apds conversdo dos valores de
absorbancia pela férmula mm Pfund = -38,70 + 371,39x Abs. O hidroximetilfurfural
(HMF) foi determinado por um método espectrofotométrico de UV-Vis (OPTIZEN
POP, Mecasys Co., Korea) baseado na diferengca de absorbancia UV em 284 e 336
nm, antes e apds a adi¢cao de bissulfato de potassio as solugées de mel (WILLIAM
HORWITZ et al., 2007).

O pH foi obtido com um medidor de pH digital (ION pH B500, Hanna
Instruments, EUA); A acidez total foi determinada em amostra de 2 g titulada com
solucéo de hidréxido de sodio 0,05 N até pH 8,5 e os resultados expressos como
meqg/kg (WILLIAM HORWITZ et al., 2007). O conteudo de cinzas foi determinado
pela incineracdo das amostras em mufla (Quimis, Sdo Paulo, Brasil) a 550° C. As
cinzas das amostras foram solubilizadas em meio acido em um frasco de 25 mL. A
partir da solucdo de cinzas, os constituintes do conteudo mineral foram
determinados em comprimentos de onda variando de 167 a 766nm, utilizando um
espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES,
Varian 720 ES-axial, EUA). Vinte e dois minerais: molibdénio (Mo), niquel (Ni), ferro
(Fe), magnésio (Mg), manganés (Mn), estanho (Sn), vanadio (V), zinco (Zn), fésforo
(P), chumbo (Pb), cobre (Cu), boro (B), calcio (Ca), prata (Ag), crémio (Cr), cobalto
(Co), aluminio (Al), bario (Ba), cadmio (Cd), litio (Li), potassio (K), sédio (Na), foram
determinados em amostras de mel (n = 32) em triplicata. Todos os minerais com
coeficiente de determinagao >0,999 foram observados na preparagdo de curvas

padrao.
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2.3. Contaminag&o Microbiologica

A determinacdo de bactérias mesofilas aerdbias por plaqueamento em
superficie usando agar padrao seguiu o protocolo da norma ISO 21527-2 (2008):
bolores e leveduras por superficie utilizando 2% de agar Sabouraund (ASD) e
Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol/DG 18 (DRBC). Coliformes totais e
termotolerantes (caldo lauril sulfato) foram enumerados usando uma técnica definida
no protocolo pelo Numero Mais Provavel (ISO 4831, 2006). As bactérias de acido
lactico (plaqueamento em superficie usando agar Elliker) e Salmonella sp (usando o
método BAM/FDA) seguindo o protocolo da ISO 6579 (2002).

Para andlise das bactérias mesdfilas, bolores e leveduras, coliformes totais e
termotolerantes e bactérias lacticas, homogeneizaram-se 25 g de amostras de mel
em 225 mL de agua peptona e aplicou-se o mesmo para diluicbes decimais. Para a
analise dos esporos bacterianos, 20 gramas de mel foram homogeneizados em 100
mL de agua destilada estéril, enquanto para Salmonella sp, 25 gramas foram
homogeneizados em 225 mL de caldo lactosado (ICMSF, 1996).

2.4. Analises Estatisticas

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo e a
normalidade foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para todas as
variaveis. Posteriormente, foi realizado o teste de Brown-Forsythe para verificar a
homogeneidade de todas as variancias (Action Software v 2.5, Estatcamp, Brasil).
One-way ANOVA foi aplicado para detectar diferengas significativas entre as
amostras e teste de Duncan foi usado para comparar as médias quando diferencas
significativas foram detectadas (P <0,05). Os coeficientes de correlacdo de Pearson
foram calculados usando os valores médios (n = 32) para determinar o grau de
associagao entre as variaveis pareadas. Analises de componentes principais (PCA)
e analise hierarquica de agrupamentos (HCA) foram aplicadas para descrever a
relacdo entre as propriedades fisico-quimicas (n = 9) do mel (n = 32) e os géneros
de abelhas sem ferrdo. Na PCA, valores préprios superiores a 1,0 foram adotados
para explicar a projecdao das amostras no grafico e a analise bidimensional foi
baseada em correlacdes lineares. No HCA, a métrica euclidiana e o método de Ward

foram usados para sugerir grupos de amostras semelhantes (Statistic 7.0).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Andlises Fisico-quimicas

O teor de solidos soluveis e acucar do mel é apresentado na Tabela 3. A
concentracdo média de acgucares redutores nas amostras de mel de abelha sem
ferrdo (MASF) avaliadas foi de 54,92 + 7,18% (p/p). A legislagao europeia para Apis
melifera (Directiva 2001/110 da CE) recomenda um minimo de 60 g/100 g de
agucares redutores para o mel floral, com excepg¢ao do mel de melato, que é de 45
g/100g. Todas as amostras de MASF apresentaram mais de 45 g/100g de agucares
redutores, mas apenas seis apresentaram valores acima de 60 g/100g (Tabela 3) de
acordo com as normas internacionais para Apis melifera (CODEX ALIMENTARIUS
COMMISSION, 2001). O teor total de acucar foi em média 56,32 + 7,21 g/100g. A
porcentagem média de sacarose aparente foi de 1,40%, mas valores de até 4,78%
também foram registrados. Os acgucares redutores apresentaram correlagéo positiva
significativa com o teor total de acucar, Figura 4a. As amostras investigadas
continham menor teor total de agucar em relagcdo ao mel de Apis mellifera.
Resultados semelhantes foram relatados para outros mel de abelhas sem ferréo
(BILUCA et al., 2014, 2016; CHUTTONG et al., 2016a; SOUSA, J. M. B. DE et al.,
2016).



(so'o

s d) ueoung op 9)s9} O SWIOJUOD ‘BOIISIIE}SS BIUSISYP WOD SOPE)NSaI WEussaIdal BUNIOD BWUSSW BU SSJUSISMP SBJ}dT “[euoidalipiun YAONY Jod sopigo apepl|iqeqoid ap SSIOIBA .. -9YiAsioo
-umolg ap 91sd) ojad sopnqo seiouelleA ap apeplausabowoy elted apepljigeqold ap salojep ,, ‘AOULILS-A0I0BOW|0Y Bp 8)se) opunbas sopigo apepljewlou esed apepijigeqold ap salojeAa sQO .

100°0> 100°0> 100°0> 100°0> x(VAONY) d

G8'0 99°0 ¥8'0 68'0 « (8UMAsI04—UMOIG)

1€'0 810 v1'0 660 (AyjewioN) 4
269') ¥ 2911 w10 F 6E 1 GCEFECOL »5Z 0 ¥ G269 8das
ws€L'0 F 60°SS wyi0E0 F 10°) 6l L'l F 60VS a@S0FLLLL /9S
48L'0 FGE'E9 w200 F ZE0 oGl F€0'€9 e¥L‘0 ¥ 80°C. 9ds
46580 F ¥€°9G w200 ¥ 92°0 p89'L ¥ 80'95 ¥L'0F€8'29 Ggas

sl L'l F 6119 wpi0L‘0 ¥ 90°) #9°L F €109 a1 0 F80°L. »as ejeoundiq euobujojdess
1090 F 00'8S opBE0 F 87'C 1op€G'0 ¥ 2G'GS £1'0 F 0002 edas
1opB9'L F €285 £6'0F¥L'E bepb¥'C F 60°GS ,000 ¥ 06'99 zgas
w920 F /8'0S 60022 0 F 61°C WLE'0 F 89'8Y arL'0 F26'0L RS
wGY0 F L9°1Y W€V 0 F 220 490 ¥ 06'9% W8E0F 212G SININ
60/G'0 F L¥'LS siub L0 FEEL o¥0'L  80'95 000 ¥ 06'G9 LININ
wi9E0 F 110G w10 F 180 WES'0 T 62'6Y V' 0 FGL'¥9 9NN
ueeES L F ¥€°9G w¥90 F #2°0 1opl¥'T F 09'GS wb L0 F €865 SININ

w20 F 98°0G op€E0 F 62T A0 F 198y P10 F L9°€9 YINN ejeuibiew euodijepy
1opBY'0 F 782G 0620 F 98'C 60p69'0 F 86'VS 6G2'0 ¥ G/'G9 SININ
6G6'0 T ¥E'LS opo¥8°0 F £7'C 60090 L F LB'YS 8€0 F 2¥'65 ZNIN
W68'0 F 021G u6088'0 F 88°) 106'0 F 28'6¥ 46920 ¥ 80'G9 LN
w8E0 F 2E'8Y wZl'0F 920 w7970 F 20'8Y 050 F00°€9 8O
woL€°0 ¥ Z1'GS wp2'0 F 840 60p8€'0 F Y9V +G6'0 F 2¥'89 LOW
WVE'0 F LYLS wpP€'0 F 1S°0 uGE'0 ¥ G6'0S 610 F 29'GO 90N
00090 F 2109 wS1'0 F 810 G0‘L 0009 IGZ'0 ¥ 0519 SOW

.Sl F 2G°TS 426'0 T G6'E WiZ8‘l F 95°8Y wGZ'0 ¥ GZ'8S YO ejeloseypenb euodijepy
wlV'0F $0'LS w0E0 F €0 wb9'0 F 120G 499°0 ¥ 0609 cON
1op€9'0 ¥ 92'8S GED ¥ 88'C 1op26'0 F BE'GS 62'0F L1'29 ZONW
8.0 F ¥1'Gt wEl'0F L¥'0 GY'L F €€'SY u99'0 ¥ G2'9G LOW
ysiB6C‘L F 209G wyeC 0 F L¥'0 1op9€°C ¥ GG'GS »08°0 F £8°6S 8dIN
ulG'0 ¥ GG'HS wesbv'0 F 0G°1 462L'0 F G0'ES W10 F 29'%9 Lan
6.0 F0L'6S QOL'0F8LY 6epEY' L F ZEVS uGZ'0 ¥ 00°LS 9dn
wil90 F LY'8Y wBl‘0 F 6E0 WEO'L ¥ 80'8Y 8G°0 F 29'€9 can

‘0 F LO'ES w9Z'0 ¥ 8€0 €90 ¥ 02°2S ZS0F LL'EY Yan 10/021q euodijop
«G/'0 ¥ 08'8. MEQ'0TF LI 980 ¥ 69'// GZ'0FS.'19 can
0oZ€ L F 2109 wyEl'0 F 940 oLG'TF2L6S 46€0'0 F 22'G9 Zan
o0l G'0 F 988G 46009'0 F /6') oZt'0 F 689G 190 ¥ €899 LN

|e1o 1 .=w050< 9s0Jedes JOINpayYy LNOQO,Q xXug . sellsowy oella4 was sey|eqy ap wm_omawm

3 VNOJINFW SOH3IANZIO SOd S3I03d4S3

09

3a SIIN W3 (did %)

'YNOOIHLOLdVOS

S3IYVYONIVY 3IA OANILNOD 3T (X1¥g.) SIIANTOS SOAINQS "€ viIgvl



61

FIGURA 4. CORRELAGAO ENTRE (A) ACUCARES TOTAIS E REDUTORES, (B) ATIVIDADE DE
AGUA E UMIDADE, E (C) PH E CINZAS. (D) SCATTER PLOT DE PC1 x PC2 PONTOS DAS
PRINCIPAIS FONTES DE VARIABILIDADE ENTRE O MEL BRASILEIRO DAS ESPECIES DAS
ABELHAS SEM FERRAO. (E) LOADINGS PLOT DO CONTEUDO MINERAL E PROPRIEDADES
FiSICO-QUIMICAS UTILIZADAS NO PCA. (F) DENDROGRAMA OBTIDO USANDO O METODO DA
WARD E AS DISTANCIAS EUCLIDIANAS PARA O CONTEUDO MINERAL NORMALIZADO E AS
PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E SEU RESPECTIVO MEL DAS ABELHAS SEM FERRAO.
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O teor de HMF no mel das abelhas sem ferrdo (MASF) variou de 0,15 (MB6) a
3,19 (SB4) mg/kg. Os valores tipicos de mel n&o processado estdo de acordo com
os limites padrdo para o mel de Apis melifera de 60 mg/Kg (CODEX
ALIMENTARIUS COMMISSION, 2001). Como as amostras de mel foram coletadas
durante o mesmo periodo, diferengas no conteudo de HMF podem ser atribuidas as
diferentes espécies de abelhas sem ferrdo e as variacdes nas condi¢des climaticas
das areas (FEAS et al., 2010). De Sousa et al. (2016) analisaram amostras frescas
de MASF e nao detectaram HMF. Segundo Biluca et al. (2014), nenhuma das treze
amostras de MASF avaliadas pelo seu grupo apresentou HMF detectavel, sugerindo
que a aplicagao de uma alta temperatura por um curto periodo de tempo poderia ser
eficaz para prolongar a vida util sem aumentar o HMF.

As amostras das espécies de M. quadrifasciata apresentaram o maior teor de
umidade (Tabela 4). Corroborando com o alto conteudo de umidade no MASF, o
valor de aw variou de 0,77 (SB3, SB6) a 0,91 (MB6, MQ4) (Tabela 4). Como
resultado, foi observada uma correlagdo entre umidade e atividade de agua (aw)
(Figura 4b). No geral, as amostras exibiram valores de umidade variando entre 26 a
40%, maior que o maximo permitido para Apis mellifera (Tabela 5), que é de 20%.
Conforme destacado na Tabela 5, devido a menor poder edulcorante (teor de agucar
redutor) e maior umidade do que a Apis convencional, o MASF exigiria maiores
niveis de cautela durante a colheita e a refrigeracéo, pasteurizagdo ou submissao a
desumidificagdo para garantir uma vida util elevada. Além disso, se refrigerado, a
cristalizagado pode ocorrer ao longo do tempo; no entanto, embora isso n&o seja um
problema nutricional, as vezes, representa um problema na percepcao sensorial dos
consumidores. O processo de pasteurizacao e desumidificacdo reduz o teor de agua
presente, mas pode ser responsavel pela perda ou redugao do sabor do mel (SILVA
et al., 2009).
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TABELA 5. HCA- MEDIAA\ E FAIXAS PARA OS GRUPOS DE MEL DE ABELHAS SEM FERRAO E
LIMITES PARA OS PARAMETROS DA QUALIDADE DE MEL DE APIS MELLIFERA

Parametros de Média + Desvio Limites para
. padrdo Faixas (n =32) Grupo 1 (n = 24) Grupo 2 (n = 8) mel de Apis
Qualidade .
(n=32) mellifera
Umidade 33,22 + 0,46 25,88-40,07 35,08 (29,38-40,07) 27,65 (25,88-29,91) g"]’}%'(;g? 20
. Maximo 50
Acidez Total 54,73 +3,08 185914036 57,90 (18,59-140,36) 45,23 (18,59-140,36) | ST
Cinzas 0,13 +0,02 0,01-0,55 0,07 (0,01-020) 0,30 (0,19-0,55) g’}%&‘? 0.6
pH 3,44 £ 0,02 2,97-4,81 3,29 (2,97-3,59) 3,88 (3,58-4,81) 3,3-4,6"
Atividade de Agua 0,85 £ 0,04 0,77-0,91 0,87 (0,79-0,91) 0,80 (0,77-0,87)
Brix 64,26 + 4,40 56,75-72,08 62,40 (56,75-68,42) 69,85 (66,50-72,08)
Eg:r‘i’é‘;"”dade 355,01+ 131,70  154,17-660,67 319,90 (154,17-660,67) 460,33 (318,33-635,00) -
Mineral Total 346,84 + 535,37  37,78-2723,85 359,51 (37,78-2723,85) 308,84 (126,20-670,51) -
Cor 39,86 + 40,03 0,30-152,57 41,50 (0,30-152,57) 34,9 (30,67-99,09)
Acuicar Redutor 54,92 + 1,16 45,33-77,69 Minimo 60
g/100g
Sacarose 14£0,36 0,18-4,78 Maximo 5
g/100g
Maximo 60
HMF 0,56 + 0,29 0,00-3,19 malKa:

*CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION (2001). **BRASIL (1985).

A acidez é atribuida ao equilibrio dos acidos organicos presentes no mel,
especialmente o acido glucbnico, em equilibrio com suas correspondentes lactonas
ou ésteres internos, e até certo ponto, ions inorganicos, principalmente fosfato,
sulfato e cloreto. O acido gluconico é formado pela atividade da glicose oxidase. A
acidez do mel das abelhas sem ferrdo € outro parametro superior ao exibido pelo
mel de Apis mellifera. Isso tem sido atribuido a atividade enzimatica sobre a glicose,
que se mostrou aumentar com a diluicdo de agucar no mel (ABADIO FINCO et al.,
2010). Todas as amostras de MASF registraram medi¢des de condutividade elétrica
abaixo de 0,8 mS/cm (Tabela 4), sugerindo que essas amostras de mel eram de
origem floral (FEAS et al., 2010). Um total de 60% dos méis avaliados estavam de
acordo com as normas internacionais para limites maximos de acidez estabelecidos
para Apis mellifera (CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2001) (Tabela 5). Os
achados foram semelhantes aos relatados por Chuttong et al. (2016a), Biluca et al.
(2016) e Pucciarelli et al (2014).

O teor de solidos soluveis no MASF foi menor que o do mel de Apis mellifera
devido ao maior teor de umidade. O menor °Brix foi observado nos méis de M.
quadrifasciata e o mais alto nas espécies de S. bipuncata (Tabela 3 e 5). As
amostras apresentaram pH médio de 3,44 + 0,35 (Tabela 4), sendo observados

valores mais elevados nas espécies de Scaptotrigona bipuncata e menores valores
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na espécie M. quadrifasciata. Estes valores estavam de acordo com a legislagao
brasileira (BRASIL, 1985), que estabelece um intervalo de 3,3 - 4,6 para o pH do mel
de Apis mellifera (Tabela 5). O baixo pH do mel o tornaria compativel com muitos
produtos alimenticios, além da inibicdo da presenga e crescimento de
microrganismos patogénicos, enquanto influencia positivamente a estabilidade, o
prazo de validade e a textura do mel (FEAS et al., 2010). Uma correlagdo entre pH e
conteudo mineral das amostras de MASF foi observada (Figura 4c). Isso pode ter
sido influenciado pela origem geografica e botanica dos néctares (VANHANEN et al.,
2011). Os teores de cinzas de mel para Scaptotrigona foram superiores aos de
Melipona.

O mel pode ser classificado como mel de flor (néctar de plantas) ou mel de
melato (secregdes de partes vivas de plantas ou excreg¢des de insetos sugadores de
plantas) (PITA-CALVO; VAZQUEZ, 2017). Nesse contexto, todas as MASF
apresentaram teor de cinzas inferior a 0,60%, o que é recomendado para o mel da
floral (CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2001). O baixo teor de cinzas € uma
caracteristica do mel de cor clara (KHALAFI et al., 2015). A avaliagdo de cor Pfund
mostrou que 28,1% das amostras foram classificadas como branco-agua, 15,6%
extra branco, 15,6% branco, 12,5% ambar claro, 12,5% ambar, 9,4% ambar extra
claro e 6,3% ambar escuro.

Os niveis minerais para MASF foram semelhantes aos de outros tipos de mel
analisados em outras partes do mundo (BILUCA et al., 2016; KARABAGIAS;
LOUPPIS; et al., 2017). O potassio (K) foi o elemento mais abundante em todas as
amostras analisadas (Tabela 6). E considerado o mineral mais importante
(quantitativamente) no mel de Apis mellifera (3,90-491,40 mg/100g), representando
cerca de 50% do conteudo mineral total (CZIPA et al., 2015). O eletrdlito é
importante para um sistema nervoso saudavel e para uma frequéncia cardiaca
regular, reduzindo a pressao arterial e o risco de doenga cardiovascular, acidente
vascular cerebral e doenga coronariana em humanos adultos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2012). O segundo mineral mais abundante foi o calcio (Ca) em
todas as amostras de MASF. Os outros dois minerais frequentemente presentes no
MASF foram Mg e Na que também s&o considerados importantes para a nutrigdo
humana. Mn, um metal pesado considerado como um micronutriente essencial
estava presente no MASF. O conteudo dos minerais em MASF foi semelhante aos

valores relatados para o mel Apis mellifera (CZIPA et al., 2015). De acordo com a
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quantidade de minerais encontrada, a ingestdo de uma colher de sopa
(aproximadamente 20 g) de MASF forneceria: 4,55 mg de K, 0,64 mg de Ca, 0,59
mg de Na, 0,31 mg de Mg, 47,29 pug de Zn, 40,24 ug de Mn, 22,69 ug de Fe, 13,44
Mg de Cr, 4,21 ug de Cu e 0,46 ug de V. Conforme a ingestao diaria de minerais
recomendada para adultos, 2 colheres de MASF corresponderia a ingestdo de
0,12% do recomendado para Ca, 0,24% de Mg, 1,14% de Zn, 3,5% de Mn, 3,2 de
Fe, 76% de Cr e 0,02% de Cu

Poucas amostras (MB2, MB4 e MQ7) apresentaram tragos de estanho (Sn),
com valores variando de 0,002 a 0,006 mg/100 g. As amostras MQ8, SB2 e SB7
apresentaram valores variando de 0,001 a 0,002 mg/100g para o cobalto. Pb, Cd e
Al sado classificados como micro contaminantes ambientais e ndo sdo necessarios
para o organismo vivo em qualquer quantidade. As amostras de MB3, MB7 e SB6
apresentaram tragos de cadmio em niveis variando de 0,001 a 0,004 mg/100g.

Considerando a diversidade e a garantia de qualidade do produto, tanto para
0 consumo interno quanto para o mercado de exportagdo, € necessaria a
caracterizacdo da MASF em termos de seus parametros fisico-quimicos. Para
entender o conjunto de dados, as inter-relacdes e as diferencas entre os grupos de
espécies de abelhas, foi aplicada a analise de componentes principais (PCA) para
os dados umidade, aw, condutividade elétrica, acidez total, °BRIX, pH, cor, cinza e
mineral total da ASF brasileiras (Tabelas 3, 4 e 5). O PCA explicou 72,12% da
variancia total dos dados (Figura 4d). Nos escores, os méis foram separados com
sucesso em dois grupos, méis de Scaptotrigona e de Melipona.

O grupo do género Melipona (Figura 4d e 4e, lado direito) apresentou maiores
teores de umidade, atividade de agua, cor, condutividade elétrica, acidez total e
mineral total no loading plot. O grupo do género Scaptotrigona (Figura 4d e 4e, lado
esquerdo), apresentou maiores teores de °Brix, pH e cinzas (Tabela 5). A Analise
Hierarquica de Clusters (HCA) foi realizada para verificar o agrupamento das
amostras de acordo com seu conteudo mineral e propriedades fisico-quimicas no
dendograma da Figura 4f. Dois grandes grupos podem ser observados no
dendrograma, que separa as amostras das espécies do género Melipona (Cluster 1)
e as amostras das espécies do género Scaptotrigona (Cluster 2). Esses achados

corroboram com os resultados obtidos pelo PCA.
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3.2. Avaliagado Microbioldgica

Os méis in natura geralmente apresentam microrganismos que sobrevivem
em condi¢cdes de agucares concentrados, baixo teor de agua, condi¢cdes de acidez e
propriedades antimicrobianas, influenciando sua qualidade e seguranca para o
consumo. Microrganismos de interesse a saude comumente encontrados no mel,
como bactérias formadoras de esporos, certas cepas de leveduras, e aqueles em
condi¢cbes de germinagao e crescimento em alimentos n&o tratados termicamente
(ou seja, Clostridium e Salmonella spp.) podem causar doengcas humanas. Outros
microrganismos como coliformes e leveduras séo utilizados como indicativos da
qualidade sanitaria e comercial do mel (ESTEVINHO et al., 2012).

A Tabela 7 mostra os niveis de contaminacdo microbiana nas amostras de
MASF. Devido ao seu baixo pH e alta acidez (Tabela 3 e 4), os méis de abelhas sem
ferrdo criam um ambiente indspito para microorganismos, especialmente os
patdgenos, sendo portanto, considerados um alimento de baixo risco para os
consumidores. Em nivel internacional, o saneamento, a qualidade, a integridade e o
valor nutricional do mel vém recebendo atencdo devido ao crescente teor de

substancias quimicas presentes na matriz (ESTEVINHO et al., 2012).
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TABELA 7. ANALISES MICROBIOLOGICAS DE ABELHAS SEM FERRAO BRASILEIRAS.

Espécies de Aerobias Bactérias Bolores e Coliformes Coliformes
Abelhas sem Amostras Mmesofilas Laticas Leveduras Totais 35 °C Termotolerantes
Ferréo (log CFU/g) (log CFU/g) (log CFU/ g) (MPN) 45 °C (MPN)
MB1 3,29 £0,17¢%f 383 +0,04%  4,18+0,08* <3 <3
MB2 2,20+0,17%  3,16+0,24™ 3,88 +0,07°%0 <3 <3
MB3 2,63 £ 0,06%"k 4,98 + 0,024 4,09 +0,07b« <3 <3
Melipona MB4 2,10 £ 0,17k 3,21 £0,01¢m  352+0,08" <3 <3
bicolor MB5 3,19 £ 0,130 536 + 0,102 4,28 + 0,55" 20 <3
MB6 2,30 £ 0,30k 4,30 +0,17% 3,06 £0,32™° 92 <3
MB7 3,98+0,05¢  4,01+0,04%"  342+0,13K <3 <3
MB8 3,57 £0,29°¢e  345+0,03K  290£0,10° <3 <3
MQ1 3,214 0,24%f0 502 + 0,70 4,06 +0,18>¢ <3 <3
MQ2 3,29 + 0,08 5382 + 0,082 3,27 £ 0,084m <3 <3
MQ3 3,40 £ 0,080l 543 £ 0,173 3,70 £ 0,13ef" 93 <3
Melipona MQ4 3,25+ 0,67 518 +0,47°¢ 286+0,17% <3 <3
quadrifasciata  MQ5 2,36 0,32k 342 +0,02Km 267 +0,19° <3 <3
MQ6 3,00 £0,87¢" 4,64 £0,05¢" 3,81 %0,05%04" <3 <3
MQ7 2,72 £0,64%Nk 547 +0,042>  314+0,25™° 36 <3
MQ8 3,03 £0,79¢" 4,35 + 0,147 2,87 +£0,15®% <3 <3
MM1 2,89 £ 0,41efh 248 +0,01" 4,62 + 0,092 <3 <3
MM2 2,88 £0,06°"i 4,26 +£0,250" 3,33 +0,06K" <3 <3
MM3 2,16 £0,28%k  312+0,13™ 4,01 +0,09d 3 <3
Melipona MM4 2,90 £0,18°f" 296 +0,26™ 3,630,150 <3 <3
marginata MM5 4,77 £0,152 3,87 +£0,38% 3,93 +£0,13%" <3 <3
MM6 3,95+1,09°¢  4,91+0,14%% 317 £0,15™° <3 <3
MM7 2,26 +0,24"k 1,65+ 0,07° 2,10 £ 0,179 <3 <3
MM8 2,36 £ 0,32k 1,69 + 0,30° 2,26 + 0,244 <3 <3
SB1 2,46 £ 0,419k 374 +0,06"k 3,57 +0,08%k 29 9,4
SB2 3,38 £ 0,600’ 397 £0,10%" 3,17 £0,13™° <3 <3
SB3 3,57 £0,18>de 287 +0,20™  2,98+0,07" <3 <3
Scaptotrigona  SB4 3,18+ 0,16%f 4,87 +0,02% 3,82 +0,16%0" 93 29
bipuncata SB5 2,00 £ 0,01% 1,24 + 0,34° 3,55 + 0,030k <3 <3
SB6 4,06 % 0,06° 3,35+ 0,49%Km 308 +0,29™° <3 <3
SB7 3,38 + 0,43bdel 4,04 + 0,070 354 +0,14Mk <3 <3
SB8 2,26 + 0,24k 345+021K  220+0,179 <3 <3
P (Normality)* 0,37 0,44 0,85
P (Brown—Forsythe)** 0,54 0,09 0,96
P (ANOVA)*** <0.001 <0,001 <0,001

*Valores de probabilidade obtidos segundo teste de Kolmogorov-Smirnov para normalidade; **Valores de probabilidade obtidos
pelo teste Brown-Forsythe para homogeneidade de variancias; *** Valores de probabilidade obtidos pela Anova unidirecional.
Letras diferentes na mesma coluna representam resultados com diferenca estatistica, de acordo com o teste duncan (p < 0,05).
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A microbiota que pode crescer em pH menor que 4,5 compreende os bolores
e leveduras além das bactérias lacticas. As flores sdo as principais fontes de
leveduras tolerantes ao agucar, enquanto a presenga de fungos esta relacionada ao
contato com a colmeia, a grama e o conteudo intestinal das abelhas (ESTEVINHO et
al., 2012). Para o consumidor, esses microrganismos do mel inerentes ao polen, ao
trato digestivo das abelhas, solos, poeira e néctar ndo sao patogénicos (SNOWDON,;
CLIVER, 1996). Leveduras e fungos foram detectados em MASF em altas
contagens, com um valor médio de 3,4 + 0,61 log UFC / g. Um valor menor que 3
logs CFU/g foi relatado para leveduras e fungos em mel de Apis mellifera. O meio
DRBC foi aplicado para detectar fungos que se espalham como Mucor e Rhizopus e
para a deteccdo de fungos e leveduras que apresentam uma pequena taxa de
crescimento. Tem sido relatado ser bastante eficaz na inibicdo do desenvolvimento
bacteriano devido ao inibidor do cloranfenicol (SAMSON et al.,, 1996). Valores
semelhantes para esses microrganismos foram relatados para Tetragonisca
angustula por Pucciarelli et al. (2014) e Melipona llliger por Souza et al. (2009).

A variagao na contagem bacteriana pode ser devida a fatores como o tempo
de colheita, as técnicas analiticas, a frescura do mel, o tipo de amostra (crua,
acabada ou varejista) (SNOWDON; CLIVER, 1996). Sua presenca pode indicar
contaminagao durante o0 manuseio, processamento e armazenamento, e eles podem
ser evitados pela aplicagdo de boas praticas de fabricacdo (ROZANSKA, 2011). No
entanto, existe uma grande flora de bactérias de acido lactico (BAL) no mel que sao
geralmente reconhecidas como bactérias seguras e desempenham um papel
importante na fermentagao e preservagao de alimentos. Os BAL no MASF variaram
de 1,24 log UFC/g para Scaptotrigona bipuncata (SB5) a 5,82 log UFC/g para
Melipona quadrifasciata (MQ2), sugerindo a presenga de um conservante natural. As
BAL melhoram a qualidade higiénica e a seguranga dos alimentos ao inibir a flora
concorrente, que inclui muitas bactérias deteriorantes e patogénicas. Também
produz acidos organicos (principalmente acido lactico), resultando em um pH mais
baixo e em varios compostos antimicrobianos (CINTAS et al., 2001).

As contagens totais de mesdfilos aerdbicos variaram de 2,00 (SB5) a 4,77
(MMS) log CFU/g, de acordo com aquelas relatadas por Pucciarelli et al. (2014). Em
relacdo a seguranca, Salmonella sp. nao foi detectado em nenhuma das 32
amostras (Tabela 7). Para o grupo coliforme a 35 °C, 78% das amostras de mel

analisadas apresentaram <3MPN/g e 94% nao apresentaram coliformes a 45° C.



71

Assim, apenas duas amostras da espécie Scaptotrigona bipuncata (SB1, SB4)
apresentaram coliformes termotolerantes. Essas abelhas podem ter um habito anti-
higiénico quando coletam material para a construgao da colmeia (SOUZA, B. et al.,
2009). Isso também poderia ser atribuido a alguma contaminagao antrépica que
pode ocorrer durante a coleta do mel ou mesmo no transporte das amostras, uma
vez que esses microrganismos foram detectados em menos de 6% das amostras de

MASF, sugerindo que eles n&o estao naturalmente presentes nos méis.

4. CONCLUSOES

Os méis coletados de abelhas sem ferrdo nativas tém origem floral e séo
derivados de néctares que apresentam baixa condutividade e baixo teor de cinzas.
Diferente da Apis mellifera, os méis de abelha sem ferrao (MASF) aqui avaliados
apresentaram um carater acido, nivel ligeiramente inferior de carboidratos totais e
higroscopicidade devido a seus altos valores em agucares redutores, umidade e
atividade de agua. Além disso, a MASF pode ser considerada uma boa fonte de
minerais, particularmente K e Ca. Este estudo também demonstrou que as espécies
de abelhas de diferentes géneros afetam as propriedades do mel. A anadlise
estatistica multivariada foi eficaz para discriminar os grupos de MASF. Utilizando a
abordagem quimiométrica, a Analise de Componentes Principais (PCA) explicou
72,12% da variabilidade dos dados, conseguiu distinguir os méis nos géneros
Scaptotrigona e Meliponina. Dois clusters sugeridos pela Anélise de Agrupamento
Hierarquico corroboraram com o PCA, no qual o cluster 2 foi formado pelo género
Scaptotrigona, que apresentou os maiores valores de pH, cinzas e °BRIX. A fim de
criar padrbes e assegurar um tratamento adequado para reduzir a microbiota da
MASF, é necessario considerar a grande variagao existente entre a produgao de mel
de diferentes géneros de abelhas sem ferrdo. A crescente produgdo comercial
desses méis exige que metodologias e padrbes analiticos oficiais sejam
estabelecidos, com o objetivo de ajudar ambos os produtores a preservar
caracteristicas sensoriais e nutricionais, e analistas na avaliagdo e prevencao da
adulteragao de MASF.
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CAPIiTULO 3

COMPOSTOS BIOATIVOS E PROPRIEDADES BIOLOGICAS DO MEL DE
ABELHA SEM FERRAO BRASILEIRO TEM FORTE RELAGAO COM A ORIGEM
FLORAL DO POLEN

AVILA, S.; HORNUNG, P. S.; TEIXEIRA, G. L.; MALUNGA, L. N.; APEA-
BAH, F. B.; BEUX M. B.; BETA, T.; RIBANI, R. H.
O conteudo desse capitulo foi publicado integralmente no Food Research
International Journal. Qualis - Capes A1. JCR 3.520, (2019)

(Anexo IlI)
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Compostos bioativos e propriedades biolégicas do mel de abelha sem ferrao

brasileiro tém forte relagao com a origem floral do pélen

RESUMO

Estudou-se a viabilidade multivariada de analise de dados para a avaliacao de
mel de abelha sem ferrao (MASF) brasileiro pelo espectro de podlen, teor de
compostos bioativos, analise fisico-quimica, antioxidante e antimicrobiana. Foram
analisados o conteudo fendlico total e por HPLC-PDA os compostos fendlicos
individuais. A capacidade antioxidante foi realizada pelos ensaios de radical livre de
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), capacidade de absor¢ao de radicais de oxigénio
(ORAC) e poder antioxidante férrico (FRAP). O total de compostos fendlicos das
trinta e dois MASF foram positivamente correlacionados com a capacidade
antioxidante. Compostos bioativos como acido p-cumarico, quercetina e hesperetina
foram identificados em todas as amostras. MASF brasileira mostrou atividade
antibacteriana mais efetiva contra bactérias Gram-negativas (E. coli e S.
typhimurium) em comparagao com bactérias Gram-positivas. Os resultados também
revelaram que o MASF pode atingir até 45% mais atividades antioxidantes e
biolégicas do que o mel Apis mellifera tradicional. A quimiometria mostra que as
propriedades quimicas e biolégicas do MASF tém uma forte relagdo com a origem
botanica do pdlen. A andlise de componentes principais (PCA) agrupou o mel em
trés categorias com predominancia de poélen das familias Verbenaceae, Asteraceae
e Sapindaceae, confirmando que MASF pertencentes a mesma origem floral

apresentam caracteristicas semelhantes.

Palavras-chaves: capacidade antioxidante, atividade antimicrobiana,

melissopalinologia, compostos bioativos, cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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1. INTRODUGAO

O mel produzido por abelhas sem ferrdo € conhecido por sua textura fluida e
lenta cristalizacdo (BILUCA et al., 2016; ABD JALIL et al., 2017). Essas abelhas
coletam e modificam quimicamente os néctares florais da rica vegetacdo de
ambientes nativos, com substancias organicas especificas, por exemplo, secregdes
salivares das glandulas em seus abdomens e enzimas de suas gléandulas cefalicas
(CHUTTONG et al., 2016a; AVILA et al., 2018). O mel é armazenado e deixado para
amadurecer dentro das colbnias, resultando em mel exclusivo com um grau
incomum de acidez, dogura e valor medicinal (CHUTTONG et al., 2016a; ABD JALIL
et al., 2017). O mel das abelhas sem ferrdo (MASF) desempenham um papel
importante no tratamento de tumores, infec¢gdes na garganta, inflamacgdes, doengas
renais, purificacdo do sangue, doencgas oculares e cicatrizagao de feridas. Isso faz
com que o MASF seja bastante diferente do produto tradicional da apicultura Apis
mellifera (ZUCCATO et al., 2017; AVILA et al., 2018).

O papel benéfico do mel é atribuido aos seus compostos antioxidantes como
aminoacidos, proteinas, enzimas, carotenoides, acidos organicos e polifendis,
especialmente flavonoides e acidos fendlicos (CHUTTONG et al., 2016a; AVILA et
al., 2018). O sabor, aroma e teor de compostos fendlicos presentes no mel estao
fortemente associados as fontes botanicas de podlen, néctar, resina, 6leo, a area
geografica, condigdes ambientais e de armazenamento e as espécies de abelhas
envolvidas na sua producdo (COSTA et al.,, 2017). Consequentemente, mel de
diferentes origens florais apresentam propriedades bioativas distintas (VIT, 2013).
Uma ampla gama de analises diferentes sobre constituintes fitoquimicos da MASF,
associados a quimiometria, pode fornecer um banco de dados para autenticar a
origem botanica da flora do mel, particularmente quando a analise de pdlen nao é
tdo prontamente aplicavel (SANT ANA et al., 2012).

Portanto, o presente estudo foi realizado para caracterizar o MASF brasileiro
por meio do espectro de pdlen, analise fisico-quimica, conteudo fendlico, atividade
antioxidante e atividade antimicrobiana. Aplicou-se analise multivariada para verificar

a influéncia da origem botanica do polen em suas propriedades.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostras de méis

A amostragem foi realizada conforme item 2.1 do capitulo 2.

2.2. Analise melissopalinoldgica e fisioquimica

O carater poliforal do mel foi confirmado de acordo com os métodos
melissopalnoldgicos, como relatado anteriormente (LOUVEAUX et al., 1978; OHE et
al., 2004). A frequéncia de ocorréncias foi determinada pela contagem de 500 pdlens
de um unico slide. Em seguida, a contagem de podlen foi convertida em porcentagem
para calcular a dominancia relativa (OHE et al., 2004; BELAY et al., 2017). Os
parametros fisico-quimicos (cinza, pH, condutividade elétrica e cor) foram
determinados em ftriplicata de acordo com métodos padronizados propostos pela
Comisséo Internacional de Mel (IHC, 1997) e Meétodos de Analise Oficial da

Associacao de Quimicos Analiticos Oficiais (2008).

2.3. Extracdo de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos foram extraidos usando o tubo de extragao em fase
sélida (SPE XAD-2) com base no método de Gheldd et al. (2002) e Wang et al.
(2004), com modificagdo. Amostras de mel (40 g) foram dissolvidas em 200 mL de
agua acidificada (pH 2,0) e homogeneizadas em banho ultrassdnico por 30 min em
temperatura ambiente. As solugdes foram entdo centrifugadas a 1000 rpm durante
10 min para remover particulas sélidas. O tubo de SPE foi condicionado por lavagem
com 10 ml de metanol e 10 ml de agua acidificada. O filtrado foi passado através da
resina Amberlite XAD-2. Acucares e compostos polares foram eluidos com agua
acidificada (200 mL). Depois, os compostos fenodlicos foram recuperados com
metanol (120 mL). O extrato metandlico foi evaporado sob vacuo a 35 °C e suspenso
em agua (5 mL). Esta solugéo foi extraida trés vezes com acetato de etila (5 mL). As
fragbes de acetato de etilo foram combinadas e evaporadas sob nitrogénio a 35 °C.
Os extratos secos foram redissolvidos em 50% de metanol (400uL) e usados como

extratos fendlicos.
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2.4. Conteudo de fenolicos totais (CFT) e atividade antioxidante

O CFT e a atividade sequestradora de radicais DPPH e ABTS foram
realizados em microplacas de 96 pogos. O CFT dos extratos fendlicos de MASF foi
determinado pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton e
Rossi (1965), com pequenas modificagbes. Uma aliquota de 15 pL da solugdo de
extrato de mel foi misturada com 240 pyL de agua ultrapura e 15 uL do reagente
Folin-Ciocalteau e a reacao ocorreu a temperatura ambiente (25 + 2 ° C) por 3 min
no escuro. Em seguida, adicionou-se 15 uL de solugao de carbonato de sédio (20%,
p / v) seguido de ligeira agitacdo e a mistura foi deixada em repouso durante 1 hora.
A absorbancia foi medida a 750 nm em um espectrofotdmetro de microplacas Epoch
(Synergy-BioTek, EUA). Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de
acido galico (GAE) por kg de mel.

A atividade de eliminagdo do radical DPPH foi determinada de acordo com o
método de Blois (1958) e modificada por Brand-Williams et al. (1995) com pequenas
modificagdes. Amostra de extrato fendlico (10 L) foi adicionada a 190 uL de uma
solugdo de DPPH metandlica a 60 pmol/L. A absorvancia foi medida a 515 nm apos
a mistura ter descansado durante 30 min no escuro. O ensaio ABTS foi realizado
conforme relatado por Re et al. (1999) com algumas modificagbes. Foram
preparadas solugdes estoque de 7 mmol/L de ABTS e 2,45 mmol/L de solugéo de
persulfato de potassio. A solucéo de trabalho foi misturada com cada solugdo mae e
deixada reagir durante 16 h a temperatura ambiente no escuro. A solucao foi entao
diluida misturando a solugao de radical ABTS com agua para obter uma absorbancia
de 0,70 a 750 nm. A amostra de extrato fendlico (10 pL) foi adicionada a 300 uL de
solucéo diluida de ABTS.

O ensaio ORAC foi baseado no procedimento descrito por Huang et al. (2002)
e modificado por Li et al. (2007). As solugbes foram transferidas automaticamente de
placa para placa com um sistema de pipetagem de microplacas automatizado
Precision 2000 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA). Subsequentemente,
utilizou-se um leitor de fluorescéncia de microplacas FLx 800 (Bio-Tek Instruments,
Inc., Winooski, VT, EUA) para obter um comprimento de onda de excitacdo de
485/20 nm e um comprimento de onda de emissdo de 528/20 nm. O leitor foi

programado para registrar a fluorescéncia a cada minuto por 50 min apds a adi¢ao
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do dicloridrato de 2,2'-azobis (2-amidinopropano) (AAPH). A curva do decaimento da
fluorescéncia foi integrada usando o software KC4 3.0. Os resultados dos ensaios de
capacidade antioxidante foram apresentados como micromole equivalentes de

Trolox (TE) por kg de mel.

2.6. Analise HPLC-PDA de compostos fendlicos

A avaliagdo cromatografica foi realizada num HPLC (Waters 2695) equipado
com um detector de conjunto de fotodiodos (PDA) (Waters 2996), um amostrador
automatico (Waters 717 plus) e uma bomba quaternaria. A separagao foi obtida
numa coluna analitica Acucore C18 de 100 mm x 3 mm e 2,6 ym (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EUA). A fase movel consistia em A (0,1% de acido férmico em
agua) e B (0,1% de acido formico em metanol). As condi¢des estabelecidas foram as
seguintes: temperatura da coluna de 35 °C, vazao de 0,5 mL/min, volume de injecao
de 10 pL. Um gradiente de 25 min foi usado como segue: 0-3,81 min, 9-14% B; 3,81-
4,85 min, 14-15% B; 4,85-5,89 min, 15% de B; 5,89-8,32 min, 15-17% B; 8,32-9,71
min, 17-19% B; 9,71-10,40 min, 19% de B; 10,40-12,48 min, 19-26% de B; 12,48-
13,17 min, 26-28% de B; 13,17-14,21 min, 28-35% B; 14,21 a 15,95 min, 35 a 40%
B; 15,95-16,64 min, 40-48% de B; 16,64-18,37 min, 48-53% de B; 18,37-22,53 min,
53-70% B; 22,53-22,88 min, 70-9% de B; 22,88 a 25 min, 9% de B.

Os compostos fendlicos dos extratos de MASF foram detectados a um
comprimento de onda de 280 nm. A identificacéo foi realizada comparando o tempo
de retengdo e a correspondéncia espectral com os padrées externos e foi
confirmada por Q-TOF-MS que foi calibrado usando iodeto de sédio para o modo
negativo através do intervalo de massa de 100-1000. Uma resolugao de 5000 foi
alcangada. Os espectros de massa total foram registados em modo negativo
utilizando uma voltagem capilar de 900 kV e uma voltagem de cone de 10 V. As
taxas de fluxo do gas de dessolvatagcéo (N2) e cone de gas (He) foram 900 e 50 L/h,
respectivamente. A temperatura do gas de dessolvatagao e a temperatura da fonte
de ions foram fixadas em 250 e 120° C, respectivamente. Os espectros MS/MS
foram adquiridos usando energia de colisdo de 5 V. A quantificagdo dos compostos
fendlicos foi feita comparando as suas areas de pico com as dos correspondentes
padrées auténticos (concentracao variando de 2,5 a 100 yg / mL) que foram usados

para tragar curvas de calibracdo com equagdes de regressao linear determinadas
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como: : y ==3.92 + 15088.64x (n = 7, R? = 0.9999 para o acido p-cumarico), y =
-9.61 + 1906.55x (n = 7, R? = 0.9873 para o acido elagico), y = 1.03 + 3930.16x (n
7, R? = 0.9971 para quercetina) and y = 3.07 + 9899.72x (n = 7, R? = 0.994 para

hesperitina).

2.7. Atividade antimicrobiana (CIM)

Cepas padrbes de seis espécies bacterianas diferentes foram analisadas.
Estes incluiram trés Gram-negativas (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Salmonella Typhimurium), trés Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus) e um fungo (Candida albicans). A concentragcao
inibitéria minima (CIM) foi determinada com base no método do National Committee
for Clinical Laboratory Standards (1997) com o caldo Mailler-Hinton em uma
microplaca com 96 pocos. Diluicbes em série de mel foram processadas e 5% (v:v)
de solugao de cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazélio (TTC) em metanol foi usado para
verificar o crescimento bacteriano. Cloranfenicol e cetoconazol foram usados como
agentes antimicrobianos padrao. A determinagédo das CIMs foi baseada na presenca
ou auséncia de coloragao rosa, sendo a presenca de coloragdo relacionada ao
crescimento bacteriano. Assim, considerou-se a menor concentragdo (g/100g de

mel) que pode proporcionar uma inibigado completa do crescimento.

2.10. Analise de dados

A normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov) e a homogeneidade (teste de
Levene) das variancias foram verificadas para todas as variaveis, e os resultados
foram apresentados como média + desvio padrdo. A analise de variancia
unidirecional (ANOVA) foi utilizada para determinar diferengas significativas (P
<0,05) entre amostras de mel. Para as variaveis que apresentaram variancias nao
homogéneas (P <0,05), foi utilizado o teste de comparagbes multiplas nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis. O teste de Duncan foi utilizado para comparacéo de
médias. O grau de associagdo entre as variaveis pareadas foi avaliado pela
correlacao de Pearson.

A quimiometria foi aplicada usando analise de componentes principais (PCA)

e analise hierarquica de agrupamentos (HCA) para avaliar os dados, que foram
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escalonadas automaticamente para padronizar a importadncia estatistica das
respostas. Para PCA, os componentes principais com autovalores maiores que 1,0
foram adotados para explicar a projecdao das amostras no bi-plot, e a analise
bidimensional foi baseada em correlacbes lineares. Para o HCA, a métrica
euclidiana e o método de Ward foram usados para avaliar semelhangas entre as
amostras de mel. A homogeneidade das variancias foi verificada usando o teste de
Levene, enquanto as diferencas entre os grupos foram verificadas por ANOVA
unidirecional e teste de Duncan. O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado as variaveis
com variancias ndo homogéneas (P <0,05). Estes testes foram realizados usando o
Software Statistica 10 (StatSoft Inc., EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Propriedades melissopalinolégicas e fisico-quimicas

Estudar o teor de pdlen no mel permite a determinagcdo da sua variedade
botanica especifica, permitindo também a sua autenticagdo no caso de serem
vendidos como monoflorais a partir de uma porcentagem de floragao especifica de
polen. A Tabela 8, Figura 5 mostram a porcentagem das classes de graos de polen
mais predominantes identificadas nas trinta e duas amostras brasileiras de mel de
abelha sem ferrao (MASF). Nove diferentes familias de graos de podlen foram
encontradas e quantificadas (fig. 2). Algumas familias de pdélen, como Lamiaceae,
Asteraceae e Rhamnaceae, foram responsaveis por mais de 75, 77 e 81% do polen
principal no MASF. De acordo com as espécies de abelhas sem ferrao, foi possivel
identificar uma alta frequiéncia de pdlen de algumas familias de plantas, que mostrou
similaridade no tipo de flora visitada, revelando uma possivel preferéncia de algumas
especies florais por cada tipo de abelha.

As Asteraceae, Sapindaceae, Myrtaceae e Verbenaceae foram as familias
mais frequentes identificadas nas amostras de MASF (Tabela 8). Estudos prévios
que compreenderam a analise melissopalinoldgica do mel Melipona subnitida do
Nordeste do Brasil indicaram a presenca de 19 tipos polinicos de nove familias
(SILVA et al., 2013), enquanto o MASF do Equador Oriental apresentou diferentes
tipos de pdlen pertencentes a 14 familias botanicas (GUERRINI et al., 2009). O

polen da familia Asteraceae foi encontrado em todos os méis de Scaptotrigona,
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enquanto os polens das familias Meliaceae e Euphorbiaceae foram mais
encontrados no MASF da espécie Melipona.

Normalmente, o mel é classificado como mel de floral ou mel de melato de
acordo com suas propriedades fisico-quimicas (PITA-CALVO; VAZQUEZ, 2017).
Nesse contexto, todo o MASF apresentou teor de cinzas variando de 0,01 a 0,42%,
inferior a 0,60%, o que é recomendado para o mel floral (CODEX ALIMENTARIUS
COMMISSION, 2001). O baixo teor de cinzas € uma caracteristica do mel de cor
clara (KHALAFI et al., 2015). A avaliagao da cor por Pfund mostrou que 28,1% das
amostras poderiam ser classificadas como branco-agua, 15,6% extra branco, 15,6%
branco, 12,5% ambar claro, 12,5% ambar, 9,4% ambar extra claro e 6,3% ambar
escuro. Todas as amostras de MASF registraram medi¢des de condutividade elétrica
abaixo de 0,8 mS/cm (variando de 0,15 a 0,66), confirmando que essas amostras de
mel eram de origem floral (FEAS et al., 2010).

As amostras apresentaram um pH meédio de 3,44 £ 0,35. Maiores valores de
pH foram observados em MASF da espécie Scaptotrigona bipuncata (pH 4.81) e
menores valores na espécie M. quadrifasciata (pH 2.97). Embora nenhum padréo de
valores de pH seja atualmente recomendado para MASF no Brasil, esses valores
estavam de acordo com os padrdes brasileiros para o mel de Apis mellifera, que
estabelece um intervalo de 3,3 a 4,6 (BRASIL, 1985).
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FIGURA 5. MORFOLOGIA DO POLEN NO MEL DE PLANTAS DOMINANTES (40x). ASTERACEAE:

1-4, EUPHORBIACEAE: 5-8, FABACEAE: 9-15, LAMINACEAE:
RUBIACEAE: 25-28, SAPINDACEAE: 29-33, VERBENACEAE: 34-35.

16-20, MYRTACEAE: 21-24,
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TABELA 8. CONTEUDO RELATIVO DE DIFERENTES TIPOS DE POLEN PRESENTES EM

AMOSTRAS DE MEL DE ABELHAS SEM FERRAOQ=.

Amostras Pdlen predominante % Pdlen secundario % Pdlen menor importancia %
MB1 Laminaceae 68 Rubiaceae 18 Fabaceae 11
MB2 Verbenaceae 60 Myrtaceae 19 Asteraceae 9
MB3 Sapindaceae 51 Myrtaceae 33 Asteraceae 10
MB4 Sapindaceae 59 Verbenaceae 19 Euphorbiaceae 15
Melipona bicolor i
MB5 Laminaceae 53 Myrtaceae 22 Fabaceae 14
MB6 Sapindaceae 45 Verbenaceae 19 Myrtaceae 15
MB7 Laminaceae 47 Euphorbiaceae 25 Rubiaceae 13
MB8 Asteraceae 48 Myrtaceae 38 Sapindaceae 9
MQ1 Euphorbiaceae 46 Myrtaceae 27 Verbenaceae 10
MQ2 Laminaceae 81 Verbenaceae 17 Asteraceae 3
MQ3 Laminaceae 75 Sapindaceae 18 Myrtaceae 5
MQ4 Asteraceae 51 Euphorbiaceae @ 19 Sapindaceae 12
Melipona quadrifasciata )
MQ5 Asteraceae 46 Laminaceae 20 Verbenaceae 6
MQ6 Laminaceae 60 Asteraceae 35 Sapindaceae 3
MQ7 Laminaceae 54 Asteraceae 28 Sapindaceae 8
MQ8 Asteraceae 48 Myrtaceae 26 Euphorbiaceae 10
MM1 Verbenaceae 51 Sapindaceae 32 Euphorbiaceae 9
MM2 Verbenaceae 53 Myrtaceae 21 Sapindaceae 15
MM3 Verbenaceae 60 Euphorbiaceae 16 Sapindaceae 10
MM4 Verbenaceae 64 Rubiaceae 17 Euphorbiaceae 13
Melipona marginata . .
MM5 Verbenaceae 48 Meliaceae 21 Euphorbiaceae 7
MM6 Verbenaceae 47 Sapindaceae 23 Euphorbiaceae 14
MM7 Asteraceae 45 Sapindaceae 24 Verbenaceae 7
MM8 Asteraceae 60 Myrtaceae 25 Verbenaceae 8
SB1 Laminaceae 58 Asteraceae 28 Sapindaceae 10
SB2 Fabaceae 46 Laminaceae 31 Asteraceae 14
SB3 Verbenaceae 49 Asteraceae 21 Fabaceae 17
SB4 Asteraceae 77 Verbenaceae 24 Euphorbiaceae 4
Scaptotrigona bipuncata
SB5 Asteraceae 47 Fabaceae 23 Verbenaceae 13
SB6 Asteraceae 71 Laminaceae 17 Fabaceae 9
SB7 Asteraceae 69 Rubiaceae 23 Myrtaceae 8
SB8 Asteraceae 52 Fabaceae 24 Myrtaceae 15

@ Polen predominante (>45%); polen secundario (15-45%); pélen menor importancia (3-15%).
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3.2. Compostos Fendlicos Totais

E amplamente relatado que MASF é uma fonte rica de compostos bioativos,
como os fendlicos, que também desempenham um papel crucial em suas
propriedades antioxidantes. A Tabela 10 apresenta o nivel de conteudo fendlico total
(CFT) e a capacidade antioxidante no MASF. O CFT medido nos trinta e dois MASF
brasileiros variou de 220,4 a 708,1 mg de equivalente de acido galico (GAE)/kg.
Nossos resultados confirmaram que o MASF fornece grandes quantidades de CFT,
que podem variar de acordo com uma ampla gama de fatores, como o tipo de
abelha sem ferrdo, os aspectos ambientais, a disponibilidade de flores préximas ao
meliponario e devido as propriedades climaticas. Varios relatos corroboram que o
MASF apresentam uma variancia significativa em seu conteudo fendlico devido a
varios motivos, como os acima mencionados, com valores variando de 103 a 980 mg
GAE/kg (SILVA et al., 2013; BILUCA et al., 2016; JIMENEZ et al., 2016; NWEZE et
al., 2017; AVILA et al., 2018), concordando com os resultados encontrados nesta
pesquisa. Em alguns casos, os niveis de CFT no MASF observados no presente
trabalho foram superiores aos relatados para o mel de Apis mellifera (0,56 a 476 mg
EAG/kg) (BERTONCELJ et al., 2007; SANT’ANA et al., 2014; KHALAFI et al., 2015;
KUS et al., 2017; NWEZE et al., 2017; GIORDANO et al., 2018; SOUZA et al., 2018),
mas menor do que em outros relatos (1320 a 1810 mg EAG/kg) (ESCUREDO;
MIGUEZ; et al., 2013; HABIB et al., 2014), provando que as abelhas sem ferrdo
podem concentrar com sucesso esses compostos.

Quantificacdo de compostos bioativos por HPLC e atividade antioxidante
forneceu um perfil Unico e distinto de compostos fendlicos em cada amostra de mel.
A presenca de varios flavonoides no mel (por exemplo, flavonéis como derivados de
quercetina, kaempferol e isoramnetina) € bem documentada por Gheldof e Engeseth
(2002) e parece ser dependente da fonte floral do mel. No que diz respeito aos seus
acidos fendlicos e flavondides, o acido p-cumarico, a quercetina e a hesperetina
demonstram  efeitos  antioxidantes, anti-inflamatérios, anti-carcinogénicos,
antitumorais e antimicrobianos (SHRIVASTAVA et al.,, 2018). Como mostrado na
Tabela 10, acido p-cumarico, quercetina e hesperetina foram identificados em todas
as trinta e duas amostras de mel avaliadas, enquanto o acido elagico foi identificado

em apenas 50% delas. Os perfis de HPLC do MASF do Brasil sdo apresentados na
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Figura 6. Os tempos de retengédo de acido p-cumarico, acido elagico, quercetina e
hesperitina foram 11,18, 18,07, 20,33 e 21,15 min, respectivamente (Tabela 9).

Comparando os perfis cromatograficos e o conteudo fendlico total identificado
para MASF de origem floral distintas, diferencas podem ser observadas na
distribuicdo dos picos cromatograficos. No entanto, a quercetina foi o composto
fendlico mais abundante encontrado em 88% das amostras, o que corrobora com os
resultados dos méis Melipona subnitida e A. mellifera (OLIVEIRA et al., 2012; SILVA
et al., 2013). Zhao et al. (2016) sugeriram que tanto as areas de pico comuns quanto
os perfis de acido fendlico poderiam servir ao proposito de discriminar os tipos
distintos de mel. A soma dos compostos fendlicos totais determinados por HPLC
para Asteraceae variou de 0,66 a 3,58 pg/g, Laminaceae de 1,38 a 4,63 ug/qg,
Sapindaceae de 1,28 a 1,90 ug/g e Verbenacea de 1,97 a 5,83 pg/g (Tabela 10). As
variacdes também foram verificadas nos méis originarios das diferentes espécies de
abelhas, que provavelmente resultam da preferéncia floral de cada espécie.

Com base nos métodos disponiveis para a medicdo da capacidade
antioxidante e de acordo com Prior (2005), o ORAC ¢é o ensaio biologicamente mais
relevante e pode refletir a agédo in vivo enquanto o radical ABTS representa uma
fonte radical “nao fisiolégica” que pode ser usada em uma ampla faixa de pH e em
multiplos meios para determinar as capacidades antioxidantes hidrofilicas e
lipofilicas dos extratos. No entanto, Sanchez-Moreno (2002) sugeriu que o DPPH é
um meétodo facil e preciso para medir o antioxidante. Os antioxidantes podem
responder de uma maneira diferente a diferentes fontes de radicais ou oxidantes e
nenhum ensaio unico refletira com precisdo todas as fontes radicais ou todos os
antioxidantes em um sistema misto ou complexo. Além disso, Sancho et al. (2016)
evidenciaram que os valores de mel in natura foram superiores aos extratos de mel,
utilizando o ensaio espectrofotométrico de compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante equivalente a Trolox. Portanto, nossos resultados avaliaram
exaustivamente as amostras de mel com um grande numero de ensaios
antioxidantes (DPPH, ABTS, ORAC e Folin-Ciocalteu) e estes ensaios foram
realizados usando extratos dos meis, evitando a interferéncia de acucares que
podem superestimar os resultados, como no caso do mel in natura (HUANG et al.,
2005).

Os fendlicos sao bem conhecidos como uma classe de compostos bioativos

que apresentam fortes efeitos antioxidantes in vitro e in vivo (GRANATO et al.,
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2016). A esse respeito, o TPC na MASF brasileira foi positivamente correlacionado
com as capacidades antioxidantes ABTS (r = 0,77), DPPH (r = 0,88) e ORAC (r =
0,76), que variaram de 1,61 a 23,73; 9,71 a 39,10 e 35,49 a 94,35 pymol TE/kg para
os ensaios ABTS, DDPH e ORAC, respectivamente. Esses achados foram
comparaveis aos valores encontrados para outros MASF Sul-brasileiros (BILUCA et
al., 2017) e mexicanos (JIMENEZ et al., 2016)(Jimenez et al., 2016). Assim como 0s
resultados para TPC, as amostras deste estudo apresentaram maior atividade
antioxidante do que o mel produzido por Apis mellifera que apresentou valores entre
1,18 e 6,69 umol TE/kg para ABTS, 0,13 a 5,42 ymol TE/kg para o método DPPH e
21,50 para 77,40 ymol TE/kg para ensaios ORAC (JIMENEZ et al., 2016; BILUCA et
al., 2017).

Além dos fatores citados, o processo pelo qual o MASF é formado, dentro dos
potes de cerume podem também explicar suas propriedades bioativas. Cerume é um
produto da resina vegetal que as abelhas sem ferrao coletam. Elas combinam com
secrecOes salivares das glandulas de seus abdomens e com cera, a fim de construir
e selar suas colméias (SIMONE-FINSTROM; SPIVAK, 2010). Portanto, a
composicao fitoquimica do mel pode ser influenciada pela presenca dos fitoquimicos
presentes no cerume (ABD JALIL et al., 2017).
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FIGURA 6. CROMATOGRAMA REPRESENTATIVO DO HPLC DA ANALISE DO PERFIL FENOLICO
DE MEL DE ABELHAS SEM FERRAO. CROMATOGRAMAS MONITORADOS A 280 NM. OS
COMPOSTOS IDENTIFICADOS FORMA: (1) ACIDO P-CUMARICO; (2) ACIDO ELAGICO; (3)
QUERCETINA E (4) HESPERITINA.
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TABELA 9. PARAMETROS DE VALIDACAO DO METODO HPLC-DAD-Q-TOF-MS.

Compostos uv Tempo [M-H-] MS/MS Equacgéo de Regressao R2 LOD LOQ
Fendlicos (nm) de (m/z) (Mg)  (uQ)
Retencao
(min)
Acido p- 224.68, 11.13 163 119, y = 1508.9x - 391.54 0.9999 0.07 0.23
cumarico 308.68 97
Acido Elagico 252.68, 17.98 301 264, y = 190.66x - 961.5 0.9873 0.56 1.85
364.68 255,
197
Quercetina 254.68, 20.25 301 275 y = 393.02x + 102.67 0.9971 0.28 0.94
367.68
Hesperitina 211.68, 20.67 301 291, y =989.97x + 307.2 0.9994 0.11 0.37
286.68 269,

231
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3.4. Propriedades antimicrobianas

Os efeitos antimicrobianos do mel de abelhas sem ferrédo brasileiro em
diferentes concentragdes contra seis bactérias e um fungo sdo mostrados na Tabela
11. O crescimento desses sete microrganismos foi inibido por todas as amostras de
mel. Observou-se um resultado mais eficaz contra bactérias Gram-negativas em
comparagao com as bactérias Gram-positivas. A atividade antimicrobiana do MASF
foi mais do que duas vezes maior que a do mel de Apis mellifera, como relatado
para K. pneumoniae, E. coli, S. typhimurium, S. aureus, L. monocytogenes e B.
cereus (TENORE et al., 2012; EWNETU et al., 2013; ALVAREZ-SUAREZ et al.,
2018) e para Candida albicans (TENORE et al., 2012; ALVAREZ-SUAREZ et al.,
2018). Embora a atividade antimicrobiana do mel esteja associada a suas
propriedades osmoticas e ao conteudo de peroxido de hidrogénio (ALVAREZ-
SUAREZ et al., 2010), nossos resultados mostraram que ele também pode estar
correlacionado ao conteudo de polifendis (DAGLIA, 2012) e ao pH baixo (carater
acido).

Com relacdo as origens botanicas das amostras, nossos resultados
concordam com os obtidos por Osés et al. (2016) que apds estudar a atividade
antimicrobiana entre os cinco grupos de origem botanica por diluigdo em agar e
meétodos de diluicdo em caldo, destacaram o fato de que a atividade antibacteriana
nao se correlacionou com a fonte floral. Além disso, a diluicdo do caldo provou ser
mais informativa e rapida e forneceu concentragbes antimicrobianas e bactericidas
minimas.

O mecanismo envolvido na atividade antibacteriana € altamente complexo
devido ao envolvimento de multiplos compostos e a variagdo significativa nas
concentragdes desses compostos entre diferentes tipos de mel (KWAKMAN; ZAAT,
2012). Kwakman et al. (2010) concluiram que n&o €& possivel quantificar a
contribuicdo de diferentes fatores em relacdo a atividade bactericida do mel, pois
esses fatores podem ter atividade redundante, serem mutuamente dependentes ou
ter atividade aditiva ou sinérgica dependendo da espécie bacteriana alvo.

Os locais onde as abelhas sem ferrdo armazenam seu mel sdo compostos
principalmente de cera, compostos antimicrobianos cuticulares e propolis, que
compreendem uma ampla variedade de resinas vegetais (ODDO et al., 2008; ABD

JALIL et al., 2017). Em contraste, as abelhas Apis mellifera utilizam favos de criagéo
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feitos apenas de cera (ODDO et al, 2008) para armazenar seu mel.
Consequentemente, o MASF tem uma exposicdo mais significativa a propolis,
apresentando assim maiores possibilidades de saturagdo com compostos
antimicrobianos derivados de plantas do que o mel de A. mellifera (EWNETU et al.,
2013), o que pode explicar as razbes do MASF apresentarem melhores
propriedades biolégicas em comparacao com A. mellifera. No entanto, ha relatos
sobre valores de MIC para Hypotrigona sp. e Melipona sp. mostrando que estes mel
possuem propriedades antimicrobianas contra E. coli, Candida tropicalis, C. albicans
e C. neoformans, similares ao mel de A. mellifera e mel de Hypotrigona sp. também
exibiu maior atividade que outras variedades de mel contra S. aureus, P. aeruginosa
e S. entérica (NWEZE et al., 2016).
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3.5. Analise multivariada

A Anadlise de Componentes Principais (PCA) foi realizada com o objetivo de
avaliar os dados fisico-quimicos, CFT, capacidade antioxidante, hesperetina,
quercetina e acido p-cumarico do MASF para a discriminacédo de amostras de mel
de acordo com sua origem floral. A avaliagdo quimiométrica mostra que PCA1
explicou até 39% da variancia total e PC2 explicou 32%. Assim, os dois primeiros
PCs explicaram 71% da variabilidade nos dados (Figura 7). As amostras de mel
foram separadas ao longo do PC1 pelas diferengas observadas na condutividade
elétrica, cinzas, pH, CFT, ABTS, DPPH e ORAC, enquanto PC2 separou as
amostras com base na hesperetina, quercetina, acido p-cumarico e cor.

Esse achado foi amplamente associado a origem floral visitada pelas abelhas
sem ferrdo. O grafico PCA mostrou que as amostras de mel foram divididas em trés
grupos separados, com base na sua aparéncia proxima na parcela. Os grupos 1 e 3
apresentaram maiores niveis de fendlicos totais, DPPH e ORAC. O grupo 1, com
polen predominante pertencente a familia Verbenaceae, apresentou maiores teores
de acido p-cumarico, quercetina e hesperetina, e o grupo 3, os maiores valores de
cinzas, condutividade elétrica, pH, cor e ABTS com pdlen predominante da familia
Asteraceae. O grupo 2 apresentou os menores niveis de fendlicos totais, ABTS,
DPPH e ORAC com pélen predominante da familia Sapindaceae (Figura 7).

A analise hierarquica de agrupamentos (HCA) desenha conexdes entre as
amostras de mel, criando um dendrograma no qual amostras analogas sao
agrupadas, e a semelhanga é uma funcéo da distancia entre as amostras. A analise
revelou que 3 clusters foram propostos (Figura 8), o que sustentou os resultados
encontrados pela PCA e as médias de cada variavel resposta foram comparadas
(Tabela 12). Os resultados indicaram que os aglomerados de mel Verbenaceae,
Sapindaceae e Laminaceae estavam proximos em distancias euclidianas, enquanto
os aglomerados Asteraceae e Fabaceae estavam distantes dos demais. O cluster 1
foi formado pelas amostras com polen predominante pertencente a familia
Verbenaceae (Figura 8a) e apresentou os menores teores de analise fisico-quimica.
De acordo com os parametros analisados, o Agrupamento 2, com podlen
predominante das familias Sapindaceae e Lamiaceae, foi caracterizado pelos
menores valores para os ensaios antioxidantes e para o teor de fendlicos totais. O
grupo 3 foi formado majoritariamente pela familia Asteraceae e apresentou os

maiores teores de atividade antioxidante e os teores fisico-quimicos mais baixos,
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porém, os menores fendlicos individuais (Figura 8b). Utilizando o HCA, foi possivel
sugerir a formacgado de grupos para discriminar as amostras com base na origem
floral do pdlen, propriedades fisico-quimicas, compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante do MASF.

FIGURA 7. (A) GRAFICO DE DISPERSAO DOS ESCORES PC1 x PC2 DAS PRINCIPAIS FONTES
DE VARIABILIDADE DE ORIGEM FLORAL ENTRE O MEL BRASILEIRO DAS ABELHAS SEM
FERRAO. (B) GRAFICOS DE LOADINGS PLOT DE CONTEUDO FiSICO-QUIMICO, FENOLICO
TOTAL, CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E HESPERITINA, QUERCETINA E ACIDO P-CUMARICO
UTILIZADOS NO PCA.
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TABELA 12. DADOS AMOSTRAIS DE MEL DE ABELHA SEM FERRAO AGRUPADOS POR
CONTEUDO FIiSICO-QUIMICO, FENOLICO TOTAL, HESPERIDINA, QUERCETINA, ACIDO P-

CUMARICO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE.

Variaveis Cluster 1 Cluster 2 Cluster3 DPA P value’ P
Cinzas (g/100g) 0,08 0,06° 0,212 0,13 0,01 0,007
Condutividade Elétrica 278,65° 279,13> 45292 131,7 <0,01 <0,0001
pH 3,37% 3,21b 3,622 0,35 0,15 0,02
Cor (mm Pfund) 24.81° 26,292 58372 40,03 0,30 0,04
Fendlicos Totais (mg GAE/kg) 4,732 3,000 4,472 1,20 0,17 0,002
Acido p-coumarico (pg/g) 0,252 0,14° 0,10° 0,09 0,17 <0,0001
Querceritina (ug/g) 2,522 1,05 0,83° 0,95 0,01 <0,0001
Hesperidina (ug/g) 0,842 0,39 0,27 0,33 0,05 <0,0001
ABTS (umol TE/100 g) 1430° 837 2075 846 007 0,001
DPPH (umol TE/100 g) 21,412 1452° 21858 612 069 0,01
ORAC (umol TE/100 g) 69,802 50,76° 69,342 13,77 0,02 0,001

Nota: Resultados expressos como média + desvio padrdo agrupado (DPA).

* Valores de probabilidade obtidos pelo teste de Levene para homogeneidade de variancias.

** Valores de probabilidade obtidos por ANOVA fator Unico ou teste de Kruskal-Wallis. Letras diferentes na mesma linha

representam resultados estatisticamente diferentes (P <0,05).
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FIGURA 8. DENDROGRAMA OBTIDO PELO METODO DE WARD (A) E DISTANCIAS
EUCLIDIANAS PARA O CONTEUDO FiSICO-QUIMICO, FENOLICO TOTAL, CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE, HESPERITINA, QUERCETINA E ACIDO P-CUMARICO NORMALIZADOS E SUA
VARIEDADE BOTANICA ESPECIFICA (B).
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Condutividade Elétrica

As fontes florais podem afetar essencialmente os padrbées fendlicos, a
distribuicdo do pdlen e suas atividades antioxidantes e antimicrobianas (NAGAI et
al., 2006). Geralmente, houve uma separagdo das amostras por origem floral; no

entanto, algumas amostras se sobrepuseram. Embora o mel seja considerado
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predominantemente pertencente a uma origem floral, também pode ser, em certa
medida, considerado como misturas. Portanto, algumas das amostras brasileiras de
MASF podem né&o ser totalmente consistentes com a origem floral definida pelo
apicultor, o que pode explicar a sobreposicdo do agrupamento de escore de PCA.
Essa tendéncia, portanto, sugere que a discriminagdo entre o MASF é possivel e 0
PCA e HCA, podem ser ferramentas quimiométricas eficazes e rapidas, a fim de

discriminar as diferencas entre as amostras, em funcido dos parametros utilizados.

4. CONCLUSAO

Diferengcas consideraveis nas propriedades bioldgicas, parametros fisico-
quimicos e palinolégicos do mel de diferentes espécies brasileiras de abelhas sem
ferrdao foram observadas. O uso de analise multivariada foi adequado para
discriminar tipos de MASF de origem floral similar, como o caso de mel com
predominancia de polen das familias Verbenaceae, Asteraceae e Sapindaceae. A
quimiometria mostra que as propriedades quimicas e biolégicas do MASF tém uma
forte relagdo com a origem botanica do polen. O MASF apresentou significativo teor
de compostos fendlicos, atividade antioxidante e antimicrobiana, apresentando
valores superiores aos do mel de Apis mellifera, sendo encontrada correlagéo
positiva entre os CFT e a atividade antioxidante. Mais estudos sdo necessarios para
avaliar outras variaveis que possam contribuir para a caracterizagao floral, bem

como a aplicagao da analise ao mel de outras origens botanicas.
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CAPITULO 4

ABORDAGEM QUIMOMETRICA PARA O CONTROLE DE UMIDADE EM MEL DE
ABELHAS SEM FERRAO UTILIZANDO ESPECTROSCOPIA DE
INFRAVERMELHO PROXIMO

AVILA, S.; HORNUNG, P. S.; TEIXEIRA, G. L.; B.; BEUX, M. R.; LAZZAROTTO, M.;
RIBANI, R. H..

O conteudo desse capitulo foi publicado integralmente no Journal of Near Infrared
Spectroscopy. Qualis - Capes B4. JCR 1.19, (2018).

(Anexo V)
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Abordagem quimomeétrica para o controle de umidade em mel de abelhas sem

ferrao utilizando espectroscopia de infravermelho préximo

RESUMO

O mel é um produto frequentemente envolvido em fraudes pela adigao de
agua. O mel de abelhas sem ferrao (MASF) naturalmente possui um teor de
umidade mais alto do que o produzido pela tradicional abelha Apis mellifera. Na
maioria dos paises, faltam padrbes e métodos de qualidade para caracterizar e
assegurar a autenticidade do MASF, o que exige o desenvolvimento de métodos
rapidos para avaliar suas principais propriedades, evitando fraudes. Assim, este
trabalho teve como objetivo desenvolver um método de determinagcdo de umidade
nao-destrutivo para MASF baseado em refletancia difusa proxima a espectroscopia
de infravermelho (NIR) combinada com quimiometria. Trinta e duas amostras de mel
de quatro espécies de abelhas sem ferrao (Melipona quadrifasciata, M. marginata,
M. bicolor e Scaptotrigona bipuncata) foram utilizadas para o desenvolvimento de
modelos de calibracdo por meio da analise de regressao de Partial Least Squares
(PLS). Os resultados revelaram intensas bandas de absorgao nas vibragdes de C-H,
O-H e C-O nos espectros de MASF. Um modelo de calibragéo foi usado para prever
a umidade do mel em um grupo externo. A predigdo desenvolvida pelo NIR para
umidade do mel apresentou boa correlagdo (R? = 0,93) com o método do indice de
refragdo e um erro médio de 2,14%. As varidveis estatisticas (R? = 0,947, SEP =
1,005 e RPD = 4,332) revelaram que este modelo pode ser usado para prever a
umidade do mel de abelhas sem ferrao e que o NIR é uma ferramenta confiavel para

ser aplicada para o controle de qualidade com rapidez, simplicidade e precisao.

Palavras-chaves: regressdo por minimos quadrados parciais (PLS);

Meliponini; umidade; calibragdo multivariada; controle de qualidade.
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INTRODUGAO

O mel das abelhas sem ferrdo (MASF) de diferentes partes do mundo tem
sido extensivamente estudado nos ultimos anos e os resultados mostram,
principalmente, que este produto pode apresentar uma composi¢ao rica, porém
variavel (BILUCA et al., 2016; CHUTTONG et al., 2016a). Embora a producao de
mel por abelhas sem ferrdo seja menor (1-5 kg por ano) do que a abelha tradicional
Apis mellifera (20 kg por ano) (CHUTTONG et al., 2016a; ZUCCATO et al., 2017), o
valor agregado para a o primeiro € mais alto que o segundo, cujos pregos podem
chegar a R$ 100/kg (SHADAN et al., 2018), que é mais que o dobro do preco do mel
de Apis mellifera (R$ 20-40/kg) (SE, KUAN WEU et al., 2018). Além disso, o mel de
abelha sem ferrdo difere do mel produzido pela Apis quanto a cor, sabor e
viscosidade. Nas abelhas sem ferrdo, o teor de agua varia de 25 a 56 g/100 g,
enquanto que a legislagao estabelece que o mel Apis ndo deve conter mais de 20 g
de umidade/100 g de mel (AVILA et al., 2016; CHUTTONG et al., 2016a; ALVAREZ-
SUAREZ et al, 2018). Possui alto teor de umidade, bem como apresentam
morfologia (auséncia de picada), formas de construgdo de ninhos e coleta de néctar
diferentes (SOUZA et al., 2006; BILUCA et al., 2016).

Devido ao baixo numero de estudos, ainda ha uma deficiéncia de padrbes de
identidade e qualidade em relacdo ao MASF brasileiro. Nesse sentido, ha mais de
uma década, o Brasil esta tentando estabelecer padrdes nacionais para este produto
seguindo as diretrizes dos padrées internacionais da Comissdao do Codex
Alimentarius (SOUZA et al., 2006). No entanto, até o momento, ainda ha falta de
legislagdo de ambito nacional com o objetivo de padronizar os parametros de
qualidade de MASF.

Além dessas caracteristicas, o mel é um alimento higroscépico do qual é
capaz de alterar seu teor de umidade de acordo com a atmosfera circundante. Este
fator influencia suas propriedades fisicas (por exemplo, viscosidade, cristalizacéo),
assim como outros parametros como cor, palatabilidade, sabor, gravidade
especifica, solubilidade e preservacdo (GOMES et al., 2010; NASCIMENTO et al.,
2015; RIBEIRO et al., 2018). Consequentemente, a umidade afeta o valor comercial
do mel (LENHARDT et al., 2014; THAMASOPINKUL et al., 2017). Nesse sentido, a
determinacdo de umidade é uma analise necessaria e de rotina aplicada para

estabelecer a qualidade e a comercializagdo do mel (GALLINA et al.,, 2010).
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Posteriormente, o controle de qualidade do mel de abelhas sem ferrdo exige uma
avaliacao rapida e confiavel logo apds a coleta da colmeia.

Os métodos oficiais para determinagdo de umidade s&o a analise gravimétrica
por secagem em estufa ou o indice de refragcéo (IR) acoplado a uma avaliagao da
porcentagem de umidade usando uma foérmula empirica ou tabela de converséo
relativa (BOGDANOV et al., 1997). No entanto, a secagem em estufa é considerada
trabalhosa e demorada, enquanto o IR é o método mais utilizado pelos apicultores
(WILLIAM HORWITZ et al., 2007) e apresenta duas dificuldades principais: o mel
cristalizado requer um tratamento de pré-aquecimento para derreter a amostra
anteriormente a analise e a formula empirica ou tabela de conversao relativa usada
para avaliagdo do teor de umidade ndo € igualmente correta para todo tipo de mel
(GALLINA et al., 2010), mas foi proposta como método oficial de legislagdo para o
mel de Apis mellifera (WILLIAM HORWITZ et al., 2007).

A espectroscopia de infravermelho préoximo (NIR) é uma técnica rapida, de
baixo custo, precisa e multianalitica baseada na absor¢do eletromagnética de
compostos organicos na faixa de infravermelho de comprimento de onda (780 a
2500 nm) (JIANQIANG et al., 2018; LI et al., 2018). Essa técnica compreende
analises qualitativas e quantitativas de amostras de multiplos componentes por uma
unica medida. Além disso, € ecologicamente correto, porque ndo sao necessarios
reagentes e nenhum residuo perigoso é produzido (RIGONI et al., 2014). A técnica
NIR tem sido aplicada em uma ampla gama de campos nas ultimas décadas, e
varias dessas aplicagdes sdo atualmente utilizadas para analises de rotina, mesmo
em sistemas de monitoramento on-line (MA et al., 2014; TAHIR et al., 2016;
THAMASOPINKUL et al., 2017).

E bem discutido na literatura que o teor de 4gua do mel é o parametro mais
importante para a avaliacdo da maturacao e vida de prateleira. Nesse sentido, o mel
com teor de umidade superior a 18g/100g pode ser prejudicado pela fermentagao
(BOGDANOV et al., 1997). Por essa razao, métodos confiaveis e mais rapidos para
o controle de umidade sao ferramentas importantes na avaliagdo de MASF. O
método NIR aqui desenvolvido permite uma medigado precisa desse parametro critico
para a determinagdo do melhor processo visando sua conservagao e
armazenamento, evitando a fermentagao, a cristalizacdo e controlando o aumento
de sua atividade de agua (KARABAGIAS; HALATSI; et al., 2017). Embora o MASF

tenha sido amplamente estudado em relacdo aos parametros fisico-quimicos
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durante os ultimos doze anos, informacgdes sobre o processamento de mel de
abelhas sem ferrdo na industria brasileira ainda sdo escassas na literatura (NORDIN
et al., 2018).

Nenhuma informacdo sobre a avaliagdo do teor de umidade do mel de
abelhas sem ferrdo usando técnicas espectroscépicas e calibragdo multivariada foi
encontrada na literatura. Métodos de controle de qualidade, combinados com
analises estatisticas multivariadas, foram capaz de discriminar o mel de diferentes
regides geograficas e origem floral, detectar adulteragcado e descrever caracteristicas
quimicas (WOODCOCK et al.,, 2009; CHEN et al.,, 2012). As técnicas de NIR
também tém sido utilizadas com sucesso no desenvolvimento de modelos de
calibragdo multivariada para a avaliagdo de propriedades como a umidade (ZHANG
et al., 2000; LU et al., 2013; MAZUR et al., 2014; HADDADI et al., 2016;
HENRIQUES et al.,, 2017; THAMASOPINKUL et al., 2017) lipidios (SHIROMA;
RODRIGUEZ-SAONA, 2009; LU et al., 2013), agucares (CHEN et al., 2007),
proteinas (ZHANG et al., 2000) e com previsdbes feitas pelo método PLS
(MALEGORI et al., 2017) para muitos produtos alimenticios. Segundo Evangelista-
Rodrigues et al. (2005), o mel de abelhas africanizadas e sem ferrdo diferem em
termos de teor de umidade, mesmo quando sdo produzidas na mesma regiao.
Diferentemente do género Apis, o mel das abelhas sem ferrdo possui um carater
acido (pH acido e alta acidez), um nivel ligeiramente inferior de carboidratos totais,
cristalizagao lenta, textura mais fluida e alta higroscopicidade devido ao alto teor de
umidade e alta atividade de agua, exigindo maior nivel de cuidado durante a colheita
e armazenamento. Por estas razdes, o mel de abelhas sem ferrdo € diferente do
produto tradicional da apicultura (EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2005; SOUZA
et al., 2006; BILUCA et al., 2016; CHUTTONG et al., 2016a). Assim, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver um método rapido e néo destrutivo para a determinacao da
umidade do mel de abelhas sem ferrdo em diferentes amostras de mel do sul do

Brasil, utilizando o equipamento NIR de reflectancia difusa.
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MATERIAIS E METODOS

Amostras de Meis

A amostragem foi realizada conforme item 2.1 do capitulo 2. A fonte floral
para todos os méis foi uma combinacado de espécies de plantas cultivadas nativas e

exoticas.

Analise de umidade

O teor de umidade das amostras de mel foi determinado medindo o indice de
refracdo (IR) usando um refratbmetro ABBE de bancada com precisdo de
temperatura de 0,1 °C e erro estimado menor que 0,0002, de acordo com os
métodos internacionais de analise e método oficial da Associacdo de Quimicos
Analiticos Oficiais (IHC, 1997; WILLIAM HORWITZ et al., 2007). O refratdmetro foi
ligado e calibrado com agua ultrapura (n 2°D = 1,33) quando a temperatura da célula
alcangou a temperatura de 20 °C (GALLINA et al., 2010). Uma porcao adaptada da
amostra foi adicionada a célula de medicao (cerca de 0,4 mL) para obter o IR. O IR
medido foi entdo convertido em porcentagem de umidade usando uma Tabela de
Chataway empirica, método oficial (MAPA) (BILUCA et al., 2016). A medic&o foi
realizada em triplicata para cada amostra.

Espectroscopia de infravermelho proximo (NIR)

A analise NIR foi realizada em temperatura ambiente (25 £ 2 °C) utilizando um
sistema NIR (FEMTO, FemWin 900), medido em cubetas de vidro/quartzo. A janela
de quartzo mede a refletancia na zona de IR de 1100-2500 nm com uma velocidade
de varredura de 1400 valores de absorbancia em 70 segundos. Os espectros foram
gravados em intervalos de 1 nm, realizando 64 varreduras para a referéncia e
amostras, levando aproximadamente 2 horas para fazer todas as varreduras. Todas
as amostras foram cuidadosamente misturadas entre as digitalizagdes e analisadas
em ftriplicata. O software Unscrambler® 10.3 (CAMO AS, Noruega) foi usado para
analisar os dados. A figura 9 representa um esquema para a avaliagdo do MASF

usando a abordagem NIR.
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FIGURA 9. ESQUEMA DA AVALIACAO DA UMIDADE EM MEIS DE ABELHAS SEM FERRAO
USANDO ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PROXIMO
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O Unscrambler® foi aplicado para processamento e analise de dados. A

analise de componentes principais (PCA) foi realizada em cada dado espectral para

descrever as caracteristicas multidimensionais basicas da matriz de dados NIR

(BAZAR et al., 2016). Analises de regressdo de minimos quadrados parciais (PLS)

foram desenvolvidas para descrever o teor de umidade do mel de abelhas sem

ferrdo. O algoritmo PLS é mais rapido, os modelos tém maior precisdo e fornecem

um modelo de calibragdo mais harmonioso e lidam com sucesso com a correlagao
de comprimentos de onda (AGELET; HURBURGH, 2010). A introdugédo de PLS por

Wold (1975) foi uma alternativa melhorada a PCR; ambos os métodos realizam

regressao em dados projetados para um novo espacgo dimensional, mas as novas
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coordenadas espaciais criadas em um processo semelhante ao PCA na regressao
PLS levam em conta as informac¢des da matriz de valores de referéncia, e o PLS é
classificado como um método de regressdo supervisionada; as novas variaveis
recebem o nome de variaveis latentes (VLs) em vez de componentes principais
(PCs), pois as novas variaveis ndo sdo exatamente iguais aos PCs (AGELET,;
HURBURGH, 2010).

Utilizou-se o algoritmo de quadrados parciais iterativos néo lineares (NIPALS)
com validagao cruzada de venezianas (VC) de 8 vezes em amostras de calibragao
classificadas de acordo com a concentracao conhecida da variavel resposta (teor de
umidade). Assim, a distribuicdo de concentragdes na validagéo é organizada para
ser similar entre si em cada permutacao durante o VC. Para melhorar os modelos de
calibracdo, foi necessario remover os efeitos de espalhamento dos espectros brutos
causados pela diversidade do tamanho das particulas nas amostras. Apos comparar
0 desempenho dos modelos, o melhor método de pré-tratamento para todo o
conjunto de amostras foi a suavizagdo ponderada (SAVITZKY; GOLAY, 1964) e a
Variagdo Normal Padrédo (SNV) (BARNES et al.,, 1989). O SNV foi usado para
normalizar os dados de processamento de espectros, para remover mudangas de
linha de base e mudangas de inclinagao e curvilinearidade dos espectros antes de
desenvolver os modelos de calibracdo. Isto é, antes do calculo da PLS, a
transformacado SNV centralizou cada espectro e, em seguida, escalou-o pelo seu
proprio desvio padrao, corrigindo mudangas no eixo y (THAMASOPINKUL et al.,
2017).

O método de regressao PLS foi usado para obter as equag¢des NIR. Em PLS,
os residuos NIR em cada comprimento de onda, obtidos apds cada fator ter sido
calculado, foram padronizados (dividindo pelos desvios padrdo dos residuos em
cada comprimento de onda) antes do calculo do préximo fator. Ao desenvolver
equacdes de PLS, recomenda-se a validacdo cruzada de venezianas para
selecionar o numero ideal de fatores e evitar ajustes excessivos. A calibragcao foi
definida com o numero maximo de uma variavel latente. O subgrupo de validacao foi
construido usando amostras adicionais. Para a estimacao da qualidade dos modelos
de calibragéo, foram utilizados os resultados do coeficiente de determinacéo (R?),
erro quadratico médio (RMSE), erro padrdao (SE) e razdo de desempenho para

desvio (RPD = desvio padrao/erro padrao).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Problemas de fraude envolvendo a adicdo de agua no mel sdo comumente
relatados, o que atualmente € uma preocupacéao entre produtores e cientistas; isso
exige métodos rapidos para avaliar sua autenticagdo. O mel de abelha sem ferrdo
(MASF) é frequentemente caracterizado como tendo um teor de umidade mais alto
que o padrao de mel Apis mellifera, cujo teor de umidade é geralmente de até 20%
(CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2001). O teor de umidade das 32
amostras de MASF variou de 25 a 40 g/100 g, com 32,22 + 0,46 g/100 g de média
(Tabela 13). Esta informacgéao esta de acordo com os resultados relatados por varios
MASF de diferentes partes do mundo (SEREIA et al., 2011; BILUCA et al., 2016;
CHUTTONG et al., 2016a). Em relagédo ao modelo de calibragdo multivariada, outro
aspecto importante € que o erro médio de predicédo observado na Tabela 13 com a
validagao (2,14%), foi semelhante aos descritos em outros estudos para controle de
umidade em diferentes produtos (NI et al., 2011; MAZUR et al., 2014). Erros de
previsdo menores que 5% demonstram a confiabilidade da analise multivariada para

reproduzir os resultados do método de referéncia.
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TABELA 13. TEOR DE UMIDADE E RESULTADOS DO METODO MULTIVARIADO OBTIDO PELO
MODELO DE REGRESSAO PLS CALCULADO A PARTIR DE 32 MEIS DAS TRIBOS MELIPONINI E

TRIGONINI.
Especies de 141040 de Método de Método de
ﬁgﬁg‘:s SeM  Referéncia Calibracao Erro (%) Validagcao Erro (%)
30,90 + 0,70 30,80 0,31 30,71 0,62
32,28 + 0,23 30,76 4,72 30,88 4,36
35,58 + 0,20 35,15 1,22 35,04 1,54
Melipona 34,00 + 0,05 34,07 0,21 34,09 0,27
bicolor 32,68 + 0,32 33,13 1,38 33,14 1.41
39,94 + 0,20 39,08 0,10 39,92 0,05
32,94 + 0,23 32,07 2,65 31,83 3,39
37,37 + 0,52 39,40 5,44 39,64 6,07
40,07 £ 0,64 38,98 273 39,15 2,29
35,25 + 0,23 35,46 0,58 35,43 0,49
_ 37,17 + 0,86 37,10 0,18 37,05 0,32
. L’I‘Zg’r’ﬁ;’gga , 38,82+0,30 38,38 113 38,29 1,37
a 35,85 + 0,23 35,18 1,86 35,22 1,74
34,07 + 0,11 34,37 0,89 34,51 1,30
29,38 + 0,82 32,79 11,61 33,03 12,42
35,19 + 0,73 34,92 0,76 35,00 0,53
32,61+ 0,71 33,13 1,58 33,25 1,94
38,03 + 0,30 37,98 0,12 37,96 0,17
31,82 0,20 32,25 1,35 32,34 1,62
Melipona 33,87 0,11 33,35 1,53 33,13 2,19
marginata 37,43 + 0,23 36,61 2,20 36,70 1,95
32,81+ 0,34 32,24 1,74 32,15 2,00
34,07 + 0,11 33,82 0,72 33,85 0,63
39,81 + 0,30 39,69 0,30 39,63 0,44
26,87 + 0,40 26,57 1,12 26,69 0,67
28,39 + 0,11 28,61 0,78 28,71 113
27,93 + 0,30 28,50 2,06 28,65 2,58
Scaptotrigona 26,80 +0,11 27,34 2,00 27,66 3,19
bipuncata 29,91 + 0,23 29,46 1,49 29,23 2,26
25,88 + 0,20 26,13 0,97 26,44 2.18
26,80 + 0,64 27,52 2,67 27,26 1,70
28,65 + 0,20 27 41 4,34 27,03 5,64
Erro médio (%) 1,90 2.14

Erro (%) = | (método multivariada — método de referéncia) /método de referéncia| x 100%.
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O espectro NIR das 32 amostras de MASF (Figura 10) mostra as
caracteristicas tipicas do mel, destacando as regides de absor¢cdo de O-H, os
modos combinado e harménico da agua (ESCUREDO; SEIJO; et al., 2013). Os
sinais espectrais correspondem a combinag¢ao de sobretons e vibragdes de C-H, O—
H e C-0. Os espectros de MASF mostraram quatro bandas de absorcao intensas a
1450 nm relacionadas ao primeiro harménico O-H; 1780 nm foi o primeiro
harménico do alongamento O-H, 1935 nm foi a combinagdo de alongamento e
deformacgao de O—H, 2100 nm foi o primeiro harménico da deformacao de O-H e da
banda de alongamento de C—-O. Outras bandas de absor¢do menores em 1202 e
2321 nm foram relacionadas as ligagbes C—H. As regides de 1322—1326 nm e 1358—
1366 nm representam sinais de vibragdes dominates —OH livres (XANTHEAS, 1995).
No entanto, essa area também foi correlacionada a agua altamente organizada na
camada de solvatagédo, ja4 que corresponde ao primeiro harménico das bandas
descritas em relagdo a prétons aquosos (HEADRICK et al., 2005) e —OH livre em
aglomerados de agua (MIZUSE; FUJII, 2012).

FIGURA 10. REFLECTAI\JCIA DOS ESPECTROS NIR DE 32 AMOSTRAS DE MEIS DE ABELHAS
SEM FERRAO. AS REGIOES MARCADAS CORRESPONDEM AS VIBRACOES O-H, C-O E C-H.
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A analise de PCA foi aplicada a todos os espectros em cada tipo de amostra
para avaliar a variabilidade espectral e determinar a estrutura da populagdo. Os
graficos dos pontos de porcentagem de umidade nao tratados e tratados sé&o
mostrados na Figura 11. A porcentagem de variagdo explicada por cada
componente principal (PC) é indicada entre parénteses. A soma da porcentagem de
variagao explicada por PC1 e PC2 foi proxima a 100%, indicando que dois PCs
explicaram a maioria das variagées no mel de abelhas sem ferrao.

Os coeficientes de regressdo em fungdo do comprimento de onda com um
fator 1 mostrado na Figura 12, estdo relacionados aos principais sinais observados
na Figura 10. Os loadings de NIR mostraram que a maior variagdo no conjunto de
calibragao para o teor de umidade foi associada a uma banda larga em 1935 e 2100
nm devido a combinacdo de alongamento de O—H e modos de flexdo de agua. O
NIR possui pouco ruido instrumental sugerindo que poderia utilizar os dados
espectrais sem manipulagao preliminar (pré-processo) ao construir o0 modelo. No
entanto, foi proposto o uso das rotinas de pré-processamento com foco na média
(corregdo dos desvios da linha de base), seguido da derivagdo de suavizagao
(divulgacao de evidéncias de pequena magnitude) antes de implementar o modelo
PLS, a fim de diminuir o efeito prejudicial a relagdo sinal-ruido. Ha também um
interesse particular no processamento de sinal obtido por refletancia difusa, variagao
normal padréo (SNV) e corregéo de dispersdao multiplicativa (MSC), que minimiza os
efeitos atribuiveis a luz dispersa. O SNV é provavelmente o segundo método mais
aplicado para correcao de dispersao de dados NIR, onde cada espectro esta sendo
centrado e depois escalado pelo desvio padrdo correspondente. Os efeitos
multiplicativos da dispersdo podem ser reduzidos apods a transformacdo da SNV.
Modelo com pré-processo pode ser mais robusto a previsdo do que sua contraparte
grosseira (SABIN et al., 2004; Bl et al., 2016).
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FIGURA 11. ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA) DA UMIDADE DO MEL DA
ABELHA SEM FERRAO, A: GRAFICO DE ESCORES DO 1° COMPONENTE PRINCIPAL
CALCULADO EM TODO O CONJUNTO DE AMOSTRAS E B: APOS A SUAVIZAGCAO E
TRANSFORMACAO POR SNV DO ESPECTRO DE NIR (1100-2500 NM).
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FIGURA 12. COEFICIENTES DE REGRESSAO OBTIDOS NO MODELO PLS PARA ESTIMAR A
UMIDADE DO MEL DE ABELHA SEM FERRAO USANDO OS ESPECTROS DE REFLETANCIA NIR.
A SEM METODO DE PRE-PROCESSAMENTO E B COM.
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A principal vantagem do NIR combinado com algoritmos de calibragcdo

multivariada, como o PLS, é a informac¢do quantitativa de ganho para o controle de




110

qualidade do mel em um curto periodo de tempo € em uma unica medicédo. Além
disso, o conjunto de validagdo deve conter uma mistura de amostras de diferentes
espécies de mel de abelha sem ferrdo e de diferentes origens botanicas. Estes sao
necessarios para especificar os limites entre os diferentes tipos de mel e para
verificar a confiabilidade da analise. A abelha sem ferrdo tem uma preferéncia floral
seletiva (VIT et al.,, 2004; VIT, 2013) e nesse sentido, o mel foi coletado em
diferentes meliponarios para cada espécie de abelha, proporcionando uma
variabilidade de néctares e pdélen das plantas da regido. A ocorréncia de mel aquoso
dessas espécies de abelhas estudadas pode estar relacionada a umidade
caracteristica de ambientes tropicais, em que é dificil extrair néctar com baixo teor
de agua, além de outros fatores como coleta de néctar de flores rasteiras e frutos
maduros ricos na agua (RAMON-SIERRA et al., 2015).

A predicdo do NIR para o teor de agua em MASF fresco mostrou boa
correlagdo com o método de referéncia (R?> = 0,93). Em geral, observou-se que 0s
erros multivariados (média = 2,14) sdo da mesma ordem de grandeza que 0s
desvios padrdo relativos do método do indice de refragdo (média = 1,90), o que
demonstra a confiabilidade do método de analise multivariada proposto. Os
resultados da regressao PLS para umidade mostraram que o erro quadratico médio
(RMSE) foi de 0,989% para validagéo cruzada e 0,906% para o grupo de calibracao
(Tabela 14). O modelo foi obtido com 1 variavel latente explicando 92% dos dados
acumulados de variancia com 1400 (dados espectrais) e 32 dos dados de umidade
(concentragao). O erro médio de classificagdo de validagao cruzada de 2,1%, implica
em 97,9% de taxa de sucesso do modelo de calibragdo multivariada, comparavel
aos resultados de diferentes produtos descritos em outros estudos para controle de
umidade (NI et al., 2011; MAZUR et al., 2014).
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TABELA 14. REGRESSAQ DE MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS (PLS) DO CONJUNTOS DE
CALIBRACAO E PREDICAO PARA OS TEORES DE UMIDADE EM MEL DE ABELHA SEM
FERRAO.

Parametros Grupo de Calibracéo Validagao
Minimo (%) 25,879 25,879
Maximo (%) 40,073 40,073
Média (%) 33,213 33,213
DP (%) 4,354 4,354

R? 0,952 0,947
RMSE 0,906 0,989

SE 0,920 1,005
RPD = SD/SE 4,733 4,332

DP — Desvio padrao; R? —coeficiente de determinagdo; RMSE — erro quadratico médio; SE — Erro

Padrao; RPD - Relagao de desempenho para desvio.

Ruoff et al., (2007) avaliaram 24 propriedades fisicas e quimicas em 421
amostras de mel de Apis auxiliado por NIR. Sua pesquisa mostrou modelos
quantitativos com preciséo satisfatéria para a determinacéo de sete propriedades. A
partir deles, a umidade apresentou um erro padrdao muito baixo de predi¢cao (SEP =
0,3 g/100 g) e um alto coeficiente de determinagdo (R? = 0,970) para o grupo de
validagdo. O SEP (4,33) e R? (0,95) demonstraram que o modelo sugerido pode ser

aplicado em analises de rotina.
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FIGURA 13. GRAFICO DO CONTEUDO DE UMIDADE MEDIDO VERSUS PREVISTO PELA
REGRESSAO DE MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS (PLS) PARA AMOSTRAS DE MEL. O GRUPO
DE CALIBRAGAO FOI REPRESENTADO POR CIRCULOS FECHADOS E OS QUADRADOS
ABERTOS REPRESENTAM O GRUPO DE VALIDACAO EXTERNA.

42

e (Calibration
40 - o Cross Validation o
=]
v
38 - o
(]
a]
36 -
o 344 8
9 ] 9 o A
o o g
g 32 1
o A ©
30 -
u]
fuffa]
28
] Bg .
26 .
| L 1 L I X I L I L I L I " I

24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Reference (%)

As parcelas de conteudo medido versus previsto para umidade sdo mostradas
na Figura 13. Os valores previstos mostraram uma forte relagcao entre os valores
medidos. Os valores previstos ndo mostraram nenhum desvio significativo do
comportamento linear. Para construir um modelo de predi¢ao, € necessario que o
conjunto de amostras contemple uma ampla faixa de valores para umidade. Vale
ressaltar que a equacgao de predigcao deve ser utilizada dentro da faixa de valores
testados de umidade. Em resumo, o método multivariado proposto foi considerado
uma técnica util para o controle de qualidade rotineiro do mel de abelhas sem ferrao,
que pode ser facilmente adotado por pequenos ou grandes produtores. Além disso,
essa técnica baseada em NIR pode representar um método rapido para a deteccao

de autenticidade e fraude pela adi¢ao de agua nos MASF.
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CONCLUSAO

Um método de determinagdo de umidade para o mel de abelhas sem ferrao
(MASF) foi desenvolvido com sucesso usando NIR combinado com quimiometria,
que é entdo sugerido como uma ferramenta util para cientistas e produtores para
autenticar este produto. A previsdo do NIR para umidade do mel mostrou boa
correlagdo (R? = 0,93) com o método de referéncia (indice de refragdo) e erro médio
proximo a 2%. Os espectros dos MASF mostram quatro fortes absorgdes
eletromagnéticas de O-H, além da combinag¢ao dos compostos organicos C-H e C-O.
A calibragdo multivariada confirmou que este método rapido pode ser usado como
uma boa ferramenta para controle de umidade de MASF para consumo humano.
Uma vez que problemas de fraude em mel sdo frequentemente relatados e apesar
de ser uma técnica mais custosa, este método representa um ponto de partida para
identificacdo e o controle de qualidade do mel de abelha sem ferrdao, devido a muitas
vantagens como velocidade, confiabilidade, ndo destrutivo, sem geracéo de residuos

e possibilidade de analise online.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O mel coletado de abelhas nativas apresenta baixo teor de cinzas e baixa
condutividade. Diferentemente dos géneros Apis, o mel das abelhas sem ferrdo tem
um carater acido (pH acido e alta acidez), nivel ligeiramente inferior de carboidratos
totais e alta higroscopicidade devido ao alto conteudo de acucares redutores,
umidade e altos valores de atividade de agua. Esse produto complexo e natural
requer metodologias e padrdes internacionais e oficiais a serem estabelecidos para
servir como referéncia para controle de qualidade, para evitar adulteracbes em
potencial e para fins de marketing. No geral, as principais dificuldades tém sido a
grande diversidade de espécies de abelhas sem ferrdo e sua origem botanica, bem
como variagbes na composicao quimica desses méis. Inumeros estudos indicaram
que, em comparagao com o mel de Apis mellifera, o mel de abelhas sem ferrdao é
rico em compostos bioativos, com alta capacidade antioxidante e propriedades
biolégicas. O mel de abelha sem ferrdo mostra potencial atividade antimicrobiana
como tratamento alternativo para inflamacdo e infeccdo. Além disso, o mel das
abelhas sem ferrdo é uma fonte de macrominerais.

O MASF coletadas no sul do Brasil podem ser consideradas uma boa fonte de
minerais, particularmente K e Ca. Este estudo também mostrou que as espécies de
abelhas de diferentes géneros afetam as propriedades do mel. A analise estatistica
multivariada foi eficaz para discriminar os grupos de MASF. Utilizando a abordagem
quimiométrica, a Analise de Componentes Principais (PCA) explicou 72,12% da
variabilidade dos dados, conseguiu distinguir os méis nos géneros Scaptotrigona e
Meliponina. Dois clusters sugeridos pela Analise de Agrupamento Hierarquico
corroboraram com o PCA, no qual o cluster 2 foi formado pelo género Scaptotrigona,
que apresentou os maiores valores de pH, cinzas e °BRIX. A fim de criar padrdes e
assegurar um tratamento adequado para reduzir a microbiota da MASF, é
necessario considerar a grande variagao existente entre a producédo de mel de
diferentes géneros de abelhas sem ferrao.

Diferengcas consideraveis nas propriedades bioldgicas, parametros fisico-
quimicos e palinolégicos do mel de diferentes espécies brasileiras de abelhas sem
ferrao foram observadas. O uso de analise multivariada foi adequado para
discriminar tipos de MASF de origem floral similar, como o caso de mel com

predominancia de polen das familias Verbenaceae, Asteraceae e Sapindaceae. A



115

quimiometria mostra que as propriedades quimicas e biolégicas do MASF tém uma
forte relagdo com a origem botanica do pélen. O MASF apresentou significativo teor
de compostos fendlicos, atividade antioxidante e antimicrobiana, apresentando
valores superiores aos do mel de Apis mellifera, sendo encontrada correlagao
positiva entre os CFT e a atividade antioxidante.

Um método de determinacdo de umidade para o mel de abelhas sem ferrao
(MASF) foi desenvolvido com sucesso usando NIR combinado com quimiometria,
que é entdo sugerido como uma ferramenta util para cientistas e produtores para
autenticar este produto. A previsdo do NIR para umidade do mel mostrou boa
correlagdo (R? = 0,93) com o método de referéncia (indice de refragdo) e erro médio
proximo a 2%. Os espectros dos MASF mostram quatro fortes absorcdes
eletromagnéticas de O-H, além da combinag¢ao dos compostos orgéanicos C-H e C-O.
A calibracdo multivariada confirmou que este método rapido pode ser usado como
uma boa ferramenta para controle de umidade de MASF para consumo humano.
Uma vez que problemas de fraude e/ou adulteragdo em mel sdo frequentemente
relatados, este método representa uma alternativa promissora para o controle de
qualidade do mel de abelha sem ferrdo, devido a muitas vantagens como
velocidade, confiabilidade, ndo destrutivo, sem geracao de residuos e possibilidade
de analise online.

No entanto, mais estudos devem ser realizados para investigar e destacar as
diferengas entre cada mel e cada espécie; esforgcos também devem ser feitos para
desenvolver possiveis estratégias de conservagao, com o objetivo de ajudar ambos
os produtores a preservar caracteristicas sensoriais e nutricionais, e analistas na
avaliacao e prevencéao da adulteragao de MASF. Mais estudos sdo necessarios para
avaliar outras variaveis que possam contribuir para a caracterizagao floral, bem
como a aplicagao da analise ao mel de outras origens botanicas. Estudos in vitro, in
vivo e clinicos sao necessarios para avaliar melhor as muitas atividades bioldgicas e
farmacolégicas potenciais do mel de abelha sem ferrao.

Em concluséo, os estudos apresentados nesta tese avangam o conhecimento
cientifico sobre a caracterizagdo do mel de abelhas sem ferrdo. Este tipo de mel
representa uma importante inovagao potencial para as industrias alimenticia,
farmacéutica e cosmética, e a importancia estratégica do mel de abelha sem ferrao

deve estimular novas linhas de pesquisa para consolidar seu consumo e aplicagao.
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methods to characterise and assure the authenticity of stingless bee honey, which demands for the development of fast
methods to assess its main properties, avoiding potential fraud. Thus, this work aimed to develop a non-destructive
moisture determination method for stingless bee honey based on diffuse reflectance near infrared spectroscopy combined
with chemometrics. Thirty-two honey samples from four stingless bee species (Melipona quadrifasciata, Melipona marginata,
Melipona bicolor and Scaptotrigona bipuncata) were used to develop calibration models using partial least squares regres-
sion analyses. Results revealed intense absorption bands in C-H, O-H and C-0 vibrations in the spectra of stingless bee
honey. The calibration model was used to predict the moisture content in honey from an external group. The prediction of
the honey’s moisture showed good correlation (r?=0.93) with the refraction index method and an average error of 2.14%.
The statistics variables for the calibration (R*=0.947, SEP = 1.005 and RPD = 4.332) revealed that this model can be used to
predict the moisture from stingless bee honey and that near infrared spectroscopy is a reliable tool to be applied in quality
control with rapid, simple and accurate results.
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