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RESUMO 

 

O mel de abelha sem ferrão (ASF) possui propriedades nutricionais e 
terapêuticas que podem ser reduzidas pelo tratamento térmico. Assim, o objetivo 
desse estudo foi avaliar o impacto do tratamento térmico e não térmico nas 
características de qualidade do mel de ASF, Melipona quadrifasciata (Mandaçaia), 
de duas (A e B) procedências do Paraná. Para isso, foram avaliados os tratamentos: 
in natura (T0), desumidificado 30 °C (T1), sonificado 52 °C (T2), aquecido 55 ºC 
(T3), aquecido 65 ºC (T4), maturado 25 °C (T5), refrigerado 4 °C (T6), e avaliado a 
vida de prateleira do mel aquecido a 65 °C nos tempos: Cin (in natura); C0 (ponto 
zero); C90 (90 dias); C180 (180 dias); C240 (240 dias) e C365 (365 dias). Nos 
tratamentos as amostras foram submetidas à análise de umidade, sólidos insolúveis 
em água, cinzas, pH, acidez total, atividade de água (Aw), 5-hidroximetilfurfural (5-
HMF), atividade diastásica, cor, proteínas, vitaminas e teor de açúcares redutores e 
microbiológicas de bactérias aeróbio mesófilas, bactérias ácido láticas (BAL), 
bolores e leveduras, coliformes totais, Escherichia coli, Salmonella spp., e atividade 
antimicrobiana. Após aplicação dos tratamentos, as amostras A e B apresentaram 
redução na umidade e consequente redução da Aw. Os T5 e T6 ocasionaram 
redução do pH e maiores valores de acidez. O T1 e T5 (amostra A), e T2 e T3 
(amostra B) obtiveram os maiores valores de 5-HMF. A cor, de ambas as amostras 
apresentou escurecimento após o T5, já o T2 foi o que menos alterou esse 
parâmetro. O T5 foi proporcionou menor redução na atividade diastásica, e todos os 
tratamentos reduziram a atividade enzimática do mel. O teor de cinzas e sólidos 
insolúveis em água não sofreu alterações significativas após os tratamentos 
aplicados das duas amostras. O T1 e T5 concentraram a proteína nas amostras A e 
B. Foi identificada a vitamina B3 na amostra A e B, e B9 na amostra B, em ambas as 
amostras o B3 aumentou após o T4, e diminuiu no T6, na amostra B o T5 aumentou 
o B9, e o T6 obteve a maior perda da vitamina. O T2, T3 e T4 reduziram a 
concentração de aeróbios mesófilos, bolores e leveduras sem gerar danos as BAL. 
Não foram detectados coliformes totais, E. coli e Salmonella, em ambas as 
amostras. Os méis mostraram atividade antimicrobiana nos microrganismos 
testados. Os resultados sugerem que o T2, T3 e T4 podem ser os melhores 
tratamentos para mel de ASF. Na avaliação da vida de prateleira a amostra C 
apresentou redução na umidade, aumento na Aw, diminuição de pH e aumento de 
acidez e 5-HMF, intensificou a cor e reduziu a atividade diastásica. Não houve 
alterações no teor de sólidos insolúveis em água e cinzas. O teor de proteínas 
reduziu a partir do C180, compatível com o aumento do 5-HMF. A vitamina B3 
identificada na amostra C não foi detectada após o C270. Não foram detectadas as 
baterias acido láticas a partir do C90, C180 para aeróbios mesófilos e C270 bolores 
e leveduras, além disso, não foram detectados coliformes totais, E. coli e 
Salmonella. O tempo recomendável para o consumo do mel de Mandaçaia aquecido 
a 65 °C com garantia das propriedades terapêuticas são de, no máximo 90 dias. Os 
tratamentos que causaram menos impacto na qualidade do mel de Mandaçaia 
(amostra A e B) foram o ultrassonico, aquecido a 55 °C e aquecido a 65 °C. 

 

Palavras chaves: Melipona quadrifasciata. Mandaçaia. Tratamento térmico. Padrão 
de Identidade e Qualidade do mel. Estocagem do mel. 



 

 

ABSTRACT 
 

Stingless bee honey (ASF) has nutritional and therapeutic properties that can 
be reduced by heat treatment. Thus, the aim of this study was to evaluate the impact 
of heat and non-heat treatment on the quality characteristics of honey from ASF, 
Melipona quadrifasciata (Mandaçaia), from two regions of Paraná. The following 
treatments were performed: fresh (T0), dehumidified 30 ° C (T1), sonified 52 ° C (T2), 
heated 55 ° C (T3), pasteurized 65 ° C (T4), matured 25 ° C (T5), refrigerated at 4 ° 
C (T6), and evaluated the shelf life of pasteurized honey at 65 ° C at times: Cin (in 
natura); C0 (zero point); C90 (90 days); C180 (180 days); C240 (240 days) and C365 
(365 days). The analyses were performed in all treatments moisture, water-insoluble 
solids, ashes, pH, total acidity, water activity (Aw), 5-hydroxymethylfurfural (5-HMF), 
diastatic activity, color, protein, vitamins and reducing sugars, microbiological 
analyzes were mesophilic aerobic bacteria, lactic acid bacteria (BAL), mold and 
yeast, total coliforms, Escherichia coli, Salmonella spp., and antimicrobial activity. 
After application of the treatments, samples A and B showed reduction in humidity 
and consequent reduction of Aw. T5 and T6 caused a reduction in pH and higher 
acidity values. T1 and T5 (sample A), and T2 and T3 (sample B) obtained the highest 
5-HMF values. The color of both samples showed darkening after T5, where as T2 
was the one that least changed this parameter. T5 was the one that provided the 
smallest reduction in diastatic activity, All treatments reduced the enzymatic activity 
of honeys. The ash content and water insoluble solids did not change significantly 
after the treatments applied in both honeys. T1 and T5 generated protein 
concentration in samples A and B. Vitamin B3 was identified in sample A and B, and 
B9 in sample B, in both samples B3 increased after T4 and decreased in T6 in 
sample B. T5 increased B9, and T6 obtained the greatest vitamin loss. T2, T3 and T4 
reduced the concentration of mesophilic aerobic, mold and yeast without causing 
damage to BAL. No total coliforms, E. coli and Salmonella were detected in both 
samples. The honeys showed high antimicrobial activity in all microorganisms tested. 
The results suggest that the best treatments for ASF honey would be T2, T3 and T4. 
In the evaluation of storage, sample C decreased moisture, increased Aw, pH 
decreased, acidity increased, increased 5-HMF, honey darkened and there was a 
reduction in diastatic activity. There were no changes in the content of water 
insoluble solids and ashes. The protein content decreased from C180. Vitamin B3 
identified in sample C was not detected after C270. Lactic acid batteries from C90, 
C180 for mesophilic aerobic and C270 mold and yeast were not detected, and no 
total coliforms, E. coli and Salmonella were detected. The recommended time for 
consumption of pasteurized Mandaçaia honey at 65 °C with a guarantee of 
therapeutic properties is a maximum of 90 days. The treatments that had the least 
impact on the quality of Mandaçaia honey (sample A and B) were ultrasonic, heated 
to 55 °C and pasteurized at 65 °C. 

 

Keywords: Melipona quadrifasciata. Mandaçaia. Heat treatment. Honey identity and 
quality standard. Storage honey. 
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1 INTRODUÇÃO 

O mel de abelha sem ferrão (ASF) pode ser uma matéria-prima 

inovadora nas indústrias farmacêuticas, alimentícias e cosméticas devido aos 

seus constituintes bioativos e propriedades biológicas (ÁVILA et al., 2018). Tem 

sido apontado como cicatrizante, antimicrobiano e de alto potencial 

antioxidante (RAO et al., 2016). Além disso, sua microbiota pode conter 

bactéria ácido láctica (BAL), microrganismos benéficos com status GRAS 

(Generally Recognized as Safe) que produzem compostos antimicrobianos 

como ácidos orgânicos e bacteriocinas (VÁZQUEZ-QUIÑONES et al., 

2018).Esses atributos fazem do mel um alimento probiótico e que gera 

benefícios para saúde (ORTIZ et al., 2016).O mel da ASF,pela alta 

umidade,está propenso a fermentação que resulta em menor tempo de 

prateleira, em razão da conservação na estocagem do produto (NORDIN et al., 

2018). 

Assim, para prolongar a vida útil e eliminar microrganismos 

deteriorantes são utilizados métodos de processamentos como a refrigeração, 

desumidificação, pasteurização e maturação (CAMARGO et al., 2017). Outras 

formas de processamento que utilizam baixas temperaturas podem 

proporcionar menor perda nas características funcionais do mel, como o 

tratamento térmico suave ultrassônico. Essa tecnologia é simples, vantajosa e 

economicamente viável, pois acelera a secagem por produzir maior velocidade 

de remoção de água (TAO et al., 2015). Porém, as técnicas de processamento 

podem causar mudanças irreversíveis nas propriedades naturais do mel, como 

deterioração dos açúcares, perda de atividade enzimática e da microbiota 

benéfica (CHONG et al., 2017), com consequente aumento do conteúdo de 5-

hidroximetilfurfural (5-HMF), que resultante da reação de Maillard (SHIBAO; 

BASTOS, 2011; TORNUK et al., 2013). 

Diante do exposto, como não existem protocolos e normas que indicam 

o tempo e temperatura adequados para preservar as propriedades benéficas 

no processamento do mel de ASF, o objetivo desse estudo foi avaliar o impacto 

dos tratamentos térmicos e não térmicos na qualidade do mel de ASF, 

Melipona quadrifasciata (Mandaçaia).  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 MELIPONICULTURA 

A Meliponicultura é a atividade de criação de abelhas sem ferrão 

(ASF), que vem sendo desenvolvida desde as antigas civilizações com intuito 

de produzir e comercializar mel e seus derivados, porém, os estudos e a 

comercialização ainda são recentes no mundo. Como o Brasil possui regiões 

de clima tropical que favorecem a proliferação das ASF, é o país que tem a 

maior ocupação mundial e diversidade dessas abelhas que são encontradas 

em todo o território nacional (VILLAS-BÔAS, 2012; SOUSA et al., 2013).  

A criação racional de ASF iniciou-se nas tribos indígenas e a 

nomenclatura dessas abelhas é devido ao seu legado, que se tornou cada vez 

mais tradicional com o passar do tempo para pequenos e médios produtores. A 

meliponicultura se mostra uma técnica simples de fácil execução e 

manutenção, e pode ser realizada tanto em meio rural quanto urbano, sendo 

assim, pode ser atividade economicamente viável, com fins lucrativos para os 

produtores (CORTOPASSI, 2006). 

As ASF são classificadas em superfamília: Apoidea e Apidae, 

pertencentes à subfamília Apinae, Meliponinae, Bombinae e Euglossinae 

(KERR,1996; NOGUEIRA-NETO, 1997; VILLAS-BÔAS, 2012). Pertencentes à 

família Apidae, a subfamília Meliponinae divide-se em duas tribos: a Meliponini 

e a Trigonini, tendo como característica marcante a arquitetura da entrada da 

colmeia e do ninho, que pode ser diferente até mesmo entre as espécies da 

mesma tribo (ROUBIK, 2006; BALLIVIÁN, 2008). As rainhas poedeiras são as 

responsáveis pela reprodução da espécie, e em caso de morte ou emigração 

das mesmas, as denominadas princesas, que chegam a representar 25% dos 

indivíduos da colmeia, às substituem e se torna a rainha da colônia 

(CARVALHO-ZILSE et al., 2012). 

As operárias não são fecundadas e correspondem à maior parte da 

colônia representando até 80% desses indivíduos. No entanto, realizam a 

manutenção geral da colônia e atividades como construção, defesa da colmeia, 
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coleta e processamento do alimento. O Quadro 1 apresenta a classificação 

completa das ASF. 

QUADRO 1- CLASSIFICAÇÃO ZOOLÓGICA DAS ASF (MELIPONINAE) 
Reino Animália 

Filo Arthropoda 

Classe Insecta 

Ordem Hymenoptera 

Subordem Aprocrita 

Superfamília Apoidea 

Família Apidae 

Subfamília Meliponinae 

Tribos Meliponini, Trigonini 

FONTE: Adaptado de KERR et al. (1996). 

Já os machos possuem como principal atividade o acasalamento com 

as princesas e realizam esporadicamente a desidratação do néctar e 

manipulação da cera, auxiliando na construção do ninho (VILLAS-BÔAS, 

2012). Devido ao fato de possuírem ferrão atrofiado ou ausência dele, como 

ilustrado na Figura 1, os meliponídeos desenvolveram estratégias de defesas, 

variando de acordo com a espécie de abelha.  

Outras espécies fecham a entrada da colmeia com resina e cera 

quando se sentem ameaçadas, algumas abelhas com o nível maior de 

agressividade como, por exemplo, a ASF da espécie Oxytrigona tataira, ao ser 

manejado liberam uma secreção caustica (ácido fórmico) pela suas glândulas 

salivares sendo capazes de queimar a pele (KERR et al., 1996).  
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FIGURA 1 - ANATOMIA DA ABELHA SEM FERRÃO

 
FONTE: Ávila et al. (2018). 

Além da produção de mel, as ASF oferecem pólen, geoprópolis 

formada pela mistura de barro, cerume e própolis que funciona como cimento 

para construção da entrada dos ninhos. A coloração destes subprodutos varia 

de acordo com o material que os constituem, sendo esse um dos principais 

atrativos para criação dessa espécie. Além da importância de seus produtos, a 

principal função na natureza é a polinização das flores, e consequentemente a 

produção de frutos e sementes (BALLIVIÁN, 2008; VILLAS-BÔAS, 2012; 

FRAZÃO, 2013).  

Em 2012, o Instituto de Biociências e a Escola Politécnica da 

Universidade de São Paulo, realizaram um trabalho voltado a compreender 

como a mudança de clima influencia em diferentes espécies de ASF. Foi 

verificado que há perdas no cenário e nas características de cada espécie, 

para isso, foi mapeado o refúgio climático das abelhas e encontrado condições 

adequadas para a sobrevivência (GIANNINI et al., 2012). Na Figura 2 pode ser 

observada a distribuição das ASF no território brasileiro. 
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FONTE: Villas-Bôas (2012), adaptado por Biluca et al. (2014). 

Foram contabilizados aproximadamente 250 nomes válidos para 

espécies de ASF no território brasileiro, das quais estimam que cerca de 35 

possam ser encontradas no estado do Paraná, destacando a  Jataí 

(Tetragonisca angustula), a Mandaçaia (Melipona quadrifasciata), as Mirins 

(Plebeia spp.), a Tubuna (Scaptotrigona bipunctata), a Irapuá (Trigona 

spinipes) e a Irati (Lestrimelitta limão) (SILVEIRA et al., 2002). 

O declínio na biodiversidade e a mudança de clima são fatores que 

danificam a disponibilidade das flores e alimentos, reduzindo a quantidade de 

ASF que já estão em extinção devida também à degradação ambiental. Esses 

fatores podem causar declínio significativo na produção de alimentos, 

ocasionando insegurança alimentar e nutricional (IMPERATRIZ-FONSECA, 

2012; REYES-GONZÁLEZ et al., 2016).  

 

 

 

FIGURA 2 - ESPÉCIE DE ABELHA SEM FERRÃO (MELIPONINAE SPP.) EM DIFERENTES 
LOCALIZAÇÕES GEOGRÁFICAS NO TERRITÓRIO BRASILEIRO 
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2.2 ABELHA SEM FERRÃO MELIPONA QUADRIFASCIATA- MANDAÇAIA 

A Melipona quadrifasciata é popularmente conhecida pelo nome de 

Mandaçaia, uma palavra indígena que significa ‘’vigia bonito’’ pelo motivo de 

sempre ter uma abelha na entrada da colmeia. Essa é uma espécie de abelha 

social pertencente à tribo Meliponini (SILVEIRA et al., 2002), como ilustrado na 

Figura 3. 

FIGURA 3 - ABELHAS MELIPONA QUADRIFASCIATA QUADRIFASCIATA (A), MELIPONA 
QUADRIFASCIATA ANTHIDIOIDES (B), E A MANDAÇAIA MESTIÇA (C) 

 
FONTE: Criar abelhas (2019). 

A Melipona quadrifasciata MQQ (A) mostrada na Figura 3 faixas tergais 

e variam de três a cinco listras contínuas, a Melipona quadrifasciata 

anthidioides Lepeletier - MQA (B) de duas a cinco com interrupção entra as 

mesmas, já na Mandaçaia mestiça (C) que é resultado do cruzamento das 

duas subespécies, é encontrada a mistura dessas faixas. A Mandaçaia tem o 

corpo robusto chegando a medir de 7 a 15 mm (AIDAR, 1996). 

A M. Mandaçaia MQQ (A) é encontrada principalmente em regiões 

mais altas e frias, tendo ocorrência principal no Sul de São Paulo, no Paraná e 

em Santa Catarina. A MQA (B) está distribuída nos Estados de Alagoas, Bahia, 

Ceará, Pernambuco, Piauí, Roraima, Sergipe, portanto, é uma subespécie de 

climas com temperaturas mais elevadas. Em algumas regiões do Estado de 

São Paulo e Minas Gerais são encontradas as abelhas mestiças (C) com mais 

frequência (AIDAR, 1996).  

Como dito anteriormente, as abelhas possuem papel importante para a 

polinização de diversas culturas. A M. Mandaçaia é a principal espécie utilizada 

para polinizar o abacate, açaí, goiaba, guaraná, melancia e o tomate (ROCHA, 

B C A 
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2012). Del Sarto et al. (2005), sugerem que apenas dois ninhos de M. 

quadrifasciata seriam o suficiente para polinizar uma estufa com 858 a 1534 

plantas de tomates, com proporção de 429 a 767 plantas por ninho, e com uma 

estimativa de 28 a 50 flores visitadas por ASF para coleta de pólen.  

No estudo realizado por Bartelli et al. (2014), com produção de tomates 

em estufa, foi comparada a polinização mecânica com a polinização pela 

Melipona quadrifasciata Lepeletier. Os autores notaram que as flores visitadas 

pelas abelhas apresentaram 47% mais sementes, com teor de açúcar 14% 

maior em comparação com a polinização mecânica. Além disso, uma colmeia 

dessa subespécie produz de 1,5 a 2 litros de mel por ano na natureza, com a 

manipulação racionalizada pode produzir até 2 a 3 litros de mel por ano 

(SILVEIRA et al., 2002).  

As abelhas M. quadrifasciata, ao construir os seus ninhos, podem 

coletar excrementos de animais vertebrados, e gerar consequente 

contaminação por coliformes fecais e Escherichia coli no mel. Tal 

comportamento pode ser encontrado em geral na ASF da tribo Meliponini 

(NOGUEIRA-NETO, 1997; GONÇALVES et al., 2009; BILUCA et al., 2014). 

Contudo, percebe-se a necessidade em elaborar uma padronização de 

processamento do mel, e parâmetros de identidade e qualidade para fins 

comerciais desse alimento. Todavia, não existe lei e nem norma internacional 

com métodos oficiais para o controle de qualidade do mel de ASF, tornando a 

comercialização mundial desse produto limitada, além de grande obstáculo de 

mercado para os produtores (ÁVILA et al., 2018).  

2.3 MEL: DEFINIÇÃO, CARACTERÍSTICA FÍSICO-QUÍMICAE 

MICROBIOLÓGICA 

O mel é uma substância doce natural produzida pelas abelhas a partir 

do néctar, ou de secreções de partes vivas de plantas, que as abelhas 

recolhem, acumulam e transformam combinando com suas próprias secreções, 

que possuem substâncias específicas que são depositadas, desidratadas e 

armazenadas em potes de cera para amadurecer (CODEX, 2001).  

O mel é um alimento viscoso e aromático, conhecido, consumido e 

apreciado por diversas pessoas no mundo (PUSCAS et al., 2013). Um dos 
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fatores que influencia as características do mel é a espécie, pois, as abelhas 

possuem referencias alimentares que as diferenciam. Essas peculiaridades são 

responsáveis por gerarem méis que possuem características específicas 

(VILLAS-BÔAS, 2012).  

O mel produzido pela ASF é armazenado em potes de cerume, produto 

da resina vegetal que as abelhas coletam, em seguida, as operárias secretam 

as enzimas de suas glândulas cefálicas e ocorre a hidrólise da sacarose em 

frutose e glicose (SIMONE-FINSTROM; SPIVAK, 2010; PIMENTEL, et al., 

2013). Contudo, a composição terapêutica do mel é influenciada pela presença 

de fitoquímicos do cerume (TEMARU et al., 2007). Além disso, o mel apresenta 

expressiva atividade antioxidante, devido à presença de ácidos fenólicos e 

flavonóides que são originários das fontes florais do néctar coletado pelas 

abelhas (SILVA et al., 2013). 

Em razão do baixo pH, alto teor de umidade e atividade de água, alta 

viscosidade e pressão osmótica elevada o mel de ASF geralmente possui baixa 

contagem de microrganismos. No entanto, as leveduras causadoras de 

fermentação possuem crescimento significativo nestas condições (SILVA et al., 

2013). O mel da ASF é constituído por solução concentrada frutose e glicose e 

sacarose. Também apresenta uma mistura complexa de enzimas, 

aminoácidos, ácidos orgânicos, minerais, substâncias bactericidas e 

aromáticas, ácidos fenólicos, flavonóides, grãos de pólen, podendo ainda 

conter fragmento de cerume em que o mel é armazenado pelas abelhas 

(OLIVEIRA et al., 2012). 

A coloração o aroma e o sabor do mel de ASF são compostos 

dependentes das flores, das regiões geográficas, da espécie de abelhas, do 

clima onde são produzidos, alem do processamento, manuseio, embalagem e 

tempo de armazenagem (TORNUK et al., 2013). Sendo este um alimento que 

não poderá ser adicionado açúcares, ou qualquer substância que altere a sua 

composição original, as mudanças acarretam adulterações no produto e trazem 

diferenciação nas características sensoriais e nutricionais que são 

características do mel (PARANÁ, 2017). 

Dessa forma, a qualidade do mel é fundamental para sua valorização 

no mercado interno, e como produto de exportação. A avaliação dos fatores 
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que alteram a composição do mel como a manipulação e o processamento são 

importantes para comprovar a sua qualidade, protegendo o consumidor de 

possíveis fraudes ou de produtos com qualidade inferior, mantendo os 

benefícios à saúde e garantindo a autenticidade (ANKLAM, 1998; FÉAS et al., 

2010). 

2.3.1 Parâmetros de identidade e qualidade 

O regulamento técnico de identidade e qualidade do mel de ASF é 

dividido em parâmetros físico-químicos de maturidade, pureza e deterioração 

com os limites mínimos e máximos estabelecidos. No Estado da Bahia possui 

legislação própria descrita na Portaria ADAB Nº 207 DE 21/11/2014(BAHIA, 

2014), no Amazonas a Portaria n° 253, de 31 de Outubro de 2016 

(AMAZONAS, 2016), em São Paulo tem-se a Resolução SAA - 52, de 310 de 

Outubro de 2017 (SÃO PAULO, 2017) e no Paraná a Portaria n° 63, de 10 de 

Março de 2017 (PARANÁ, 2017). 

No Espírito Santo, pela Instrução Normativa n° 001, de 17 de abril de 

2019, foi disposta uma lista de espécies de ASF com ocorrência no Estado. 

Para a comercialização o lote deve possuir a denominação taxonômica da 

espécie da ASF, documentação comprovada para possível rastreamento 

quanto à origem floral, por meio da análise melissopalinológica (ESPÍRITO 

SANTO, 2019). 

O Departamento da Malásia publicou os padrões de qualidade para 

mel de ASF para regular a venda e distribuição do mel no país (MALAYSIAN 

STANDARTS, 2017). A comparação entre os padrões é apresentada na Tabela 

1. 
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TABELA 1 - PARÂMETRO DE IDENTIDADE ESTABELECIDO PARA MÉIS DE ABELHA SEM 
FERRÃO NO TERRITÓRIO BRASILEIRO 

Parâmetros Bahia Amazonas São Paulo Paraná Espírito 
Santo Malásia 

Açúcares 
redutores (%) Mín. 60 Mín. 50 Mín. 60 Mín. 47 Mín. 60 Máx. 85.0 

Sacarose (%) Máx. 6 Máx. 6 Máx. 6 Máx. 5 Máx. 6 Máx. 7.5 

Umidade (%) Máx. 35 / 
Máx. 19* 

Máx. 35 / 
Máx. 22* 

Máx. 40 / 
Máx. 20* 

Máx. 35 / 
Máx. 20* 

Máx 40 / 
Máx. 20* Máx. 35 

Sólidos insolúveis 
em água (%) Máx. 0.1 Máx. 0.1 Máx. 0.1 Máx. 0.1 Máx. 0.1 - 

Cinzas (%) Máx. 0.6 Máx. 0.6 Máx. 0.6 Máx. 0.8 Máx. 0.6 Máx. 1.0 

Pólen 
Presença de 

grãos de 
pólen 

Presença 
de grãos de 

pólen 

Presença 
de grãos de 

pólen 

Presença de 
grão de 
pólen 

Presença de 
grão de pólen - 

pH - - 2.9 a 4.5 Máx. 4.7 2.9 a 4.5 2.5 a 3.8 
Acidez (meq.kg-1) Máx. 50 Máx. 80 Máx. 50 Máx. de 60 Máx. 50 - 
Atividade de água - - 0.52 a 0.8 - 0.52 a 0.8 - 
HMF** (mg kg-1) Máx. 10 Máx. 40 Máx. 20 Máx. 40 Máx. 20 Máx. 30 

Atividade 
diastásica 

(Escala Göthe) 
Máx. 0.3*** Máx. 0.3*** - Máx. 40*** - - 

Cor 
Quase 

incolor a 
pardo-escuro 

Quase 
incolor a 
pardo-
escuro 

Quase 
incolor a 
pardo-
escuro 

Quase 
incolor a 

pardo-escuro 

Quase 
incolor a 

pardo-escuro 
- 

(-): Não analisado 
* Valores de umidade estabelecidos para méis desidratados e/ou desumidificado 
** Hidroximetilfurfural 
*** Valores de tolerância mínima e máxima de atividade diastásica se o HMF for menor que 
15,00 meq kg -1 
FONTE: Bahia (2014); Amazonas (2016); São Paulo (2017); Paraná (2017); Espírito Santo 
(2019); Malaysian Standarts (2017). 
 

No mel de ASF a frutose é o açúcar predominante em sua composição, 

e influencia na intensidade do sabor adocicado e na alta higroscopicidade, 

mantendo o mel líquido por muito tempo ou podendo nunca cristalizar 

(ESCUREDO et al., 2014). A glicose é o segundo açúcar presente em maior 

quantidade no mel de ASF, e quando existe uma predominância de sua 

composição, o mel tende a cristalizar por ter menor solubilidade aumentando 

assim sua precipitação (DA SILVA et al., 2016). Em menor quantidade tem-se a 

sacarose, que pode atribuído à coleta precoce do mel e indicar adulteração 

pela adição de açúcar comercial (DE SOUSA et al., 2016). 

O aquecimento ou estocagem prolongada podem degradar os 

açúcares do mel gerando compostos indesejáveis, como o 5-HMF (MOREIRA, 

2010). Esse composto pode estar relacionado com reações de escurecimento 
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não enzimático (Reação de Maillard) e a caramelização dos açúcares 

(CHERNETSOVA; MORLOCK, 2012; DA SILVA et al., 2016). 

A umidade é uma propriedade que interfere na maturidade, 

viscosidade, peso específico, cristalização, vida de prateleira e características 

sensoriais (BIJLSMA et al., 2006; GUERRINI et al., 2009). Além disso, o 

período de coleta e aspectos de processamento podem afetar fortemente esse 

parâmetro (SILVANO et al., 2014), que pode estar relacionado às 

características do ambiente em que o mel foi produzido, entre outros fatores, 

como condições climáticas, estação do ano (SILVA et al., 2010), produção a 

partir do néctar de frutas maduras, flores rasteiras e diferentes espécies de 

abelhas (RAMÓN-SIERRA et al., 2015). 

Biluca et al. (2016), encontraram valores de umidade na faixa de 23,1 a 

43,5%, sendo os maiores valores para o mel da espécie M. quadrifasciata e os 

menores da M. scutellaris, T. angustula e S. bicunctata, produzidos da mesma 

florada. Pode-se perceber que o mel da ASF tem a composição diferente até 

mesmo entre as subespécies, principalmente do mel da Apis mellifera, mesmo 

quando produzidas na mesma região.  

O teor de sólidos insolúveis corresponde às impurezas no mel, como 

resíduos de cera, grãos de pólen, fragmentos das abelhas, além de outros 

elementos inerentes do mel ou processamento que foi submetido (BRASIL, 

2000; SILVA, 2015). Além disso, pode estar relacionado com os hábitos da 

abelha em relação à escolha do local para a deposição dos méis nos favos 

(ALVES et al., 2011; SILVA, 2015), falhas durante a coleta, filtração e/ou 

decantação no final do processo da coleta pelo apicultor, outrossim, é um fator 

que influencia o teor de cinzas (EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2005). A 

concentração de sólidos insolúveis ideal é de no máximo 0,1% de acordo com 

os parâmetros dispostos nos estados da Bahia (2014); Amazonas (2016); São 

Paulo (2017); Paraná (2017) e Espírito Santo (2019). 

O teor de cinzas, representando o total de minerais presentes no mel, 

está relacionado aos aspectos ambientais, geográficos e botânicos da região 

onde o mel é produzido (FINOLA et al., 2007; DE SOUSA et al., 2016), assim 

como o néctar das plantas que também absorvem do solo contaminantes 

inorgânicos, como pesticidas (MONIRUZZAMAN et al., 2014), ou possíveis 
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contaminações mediante do ar em néctar de plantas urbanas. Os minerais com 

predominância no mel de ASF são potássio (K), sódio (Na), cálcio (Ca), e 

manganês (Mg) (NORDIN et al.,2018). 

Os méis de coloração mais escura têm uma riqueza superior em 

minerais comparados aos mais claros, tendo uma porcentagem de minerais 

expressas em cinzas totais, que varia de 0,02 a 0,6% (FINOLA et al., 2007). 

Méis produzidos com o néctar da mesma origem botânica não diferem em 

relação ao teor de cinzas, mesmo para diferentes espécies de abelhas (DE 

SOUSA et al.,2016). 

O mel de ASF apresenta geralmente valor de baixo pH, variando entre 

3,1 a 5,3, que pode inibir a presença e crescimento de microrganismos 

patogênicos, influenciando positivamente a estabilidade, o prazo de validade e 

a textura do mel (FEÁS et al., 2010; BILUCA et al., 2016). O pH varia de acordo 

com a origem geográfica, botânica, conteúdo mineral, composição do solo, 

substâncias mandibulares das abelhas acrescidas ao néctar, como proteases, 

lípases, lactases, e proteínas adicionadas pelas abelhas ao transportar o mel 

até a colmeia (EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2005; VANHANEN; 

EMMERTZ, 2011; ELIAS-SANTOS et al., 2013).  

O valor da acidez corresponde ao equilíbrio de ácidos orgânicos 

presentes no mel, que varia de acordo com a composição floral e espécie de 

abelhas (ÁVILA et al., 2018). Alta acidez pode indicar a fermentação de 

açúcares para o álcool por microrganismos, em ácidos orgânicos ou vias 

enzimáticas, e por leveduras formando o ácido total no mel (SANCHO et al., 

2013; DA SILVA et al., 2016).  

A atividade de água (Aw) depende principalmente do teor de glicose e 

frutose. Durante a cristalização, inicialmente, a glicose cristaliza e a frutose 

permanece em solução por mais tempo, por possuir maior solubilidade 

(GLEITER et al., 2006). O teor de água livre necessário para o 

desenvolvimento de microrganismos difere, sendo em torno de 0,70 para 

fungos; 0,80 para leveduras e 0,90 para bactérias, e a levedura osmofílica que 

se desenvolve em altas concentrações de açúcar e com a Aw mínima até 0,6 

(GLEITER et al., 2006). Devido a Aw ser um parâmetro recente estendido ao 

mel (ÁVILA et al., 2018), não há limite sugerido na legislação atual para a 
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maioria dos estados brasileiros, exceto em São Paulo e Espírito Santo com o 

limite de Aw para mel de ASF, de no máximo 0,52 a 0,80, respectivamente 

(SÃO PAULO, 2017; ESPÍRITO SANTO, 2019). 

O conteúdo de 5-HMF é reconhecido como parâmetro de frescor do 

mel e, geralmente, está ausente em amostra recém-colhida, ainda assim, pode 

apresentar uma correlação positiva frente à capacidade antioxidante do mel 

(PASIAS et al., 2017; ZHAO et al., 2018). Há uma possível resistência a 

formação de 5-HMF em méis de ASF após os tratamentos térmicos, devido a 

características particulares de cada mel, como o predomínio de frutose e 

baixas concentrações de glicose, elevada Aw, umidade e acidez. Concluindo-se 

que quanto maior o teor de glicose mais veloz será a reação de Maillard. 

Quando a Aw e a acidez são elevadas, estas reduzem a velocidade da reação 

de Maillard, e consequentemente é inibida a formação de 5-HMF (RIBEIRO; 

SERAVALLI, 2007; FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010; BILUCA et al., 

2014). 

O mel apresenta em sua composição a diástase (α – β amilases), 

enzima sensível ao calor que pode ser utilizada para indicar condições de 

superaquecimento e o grau de conservação. Portanto, a atividade enzimática é 

reduzida quando o mel é submetido a um aquecimento acima de 60 °C 

(AHMED et al., 2013; YUCEL; SULTANOGLU, 2013; PASIAS et al.,2017). A 

principal enzima responsável pela transformação química do néctar do mel é a 

invertase, originada da glândula hipofaringeana das abelhas. A invertase 

hidrolisa a sacarose em glicose e frutose, e, outros açúcares mais complexos 

se formam em pequenas quantidades. (ARAÚJO et al., 2006; AHMED et al., 

2013).  

A cor, por ser um parâmetro visual, é considerada o atributo mais 

atraente do mel, e importante para a comercialização por ser correlacionada 

diretamente com a aceitação e preferência do consumidor (CHAIKHAM et al., 

2016). A cor do mel varia de acordo com o pH, pólen, origem geográfica e o 

método de produção. Além disso, os minerais são componentes que afetam a 

cor do mel, sendo os méis com cores mais claras os que contêm menos cinzas 

do que os méis mais escuros (BERTONCELJ et al., 2011; AL et al., 2009; 

ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013; SOLAYMAN et al., 2016). Contudo, todo 
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mel puro escurece gradualmente devido a várias reações não-enzimáticas de 

escurecimento (Reação de Maillard) (CAN et al.,2015), exposição à luz, calor e 

tempo de estocagem (DE SOUSA et al., 2016).No mel de ASF a cor varia de 

26 a 150 nm, e é classificada pela faixa de cores da escala Pfund (NORDIN et 

al., 2018). 

2.3.2 Microbiologia 

Para a comercialização segura do mel de ASF foram estabelecidos 

normas e níveis máximos de contaminantes, pois condições precárias de 

higiene durante a colheita do mel podem ocasionar contaminação do produto. 

Para isso, parâmetros microbiológicos referente à tolerância de coliformes a 45 

ºC, Salmonella, bolores e leveduras foram preconizados em alguns estados 

brasileiros, como a Bahia (2014), Amazonas (2016), São Paulo (2017), Paraná 

(2017) e no Espírito Santo (2019). Nota-se, que os parâmetros microbiológicos 

entre os estados citados não apresentam variações, uma vez que é baseado 

na legislação voltada para mel de Apis mellifera, (CODEX, 2001), conforme 

mostrado na Tabela 2.   

TABELA 2 - PARÂMETRO MICROBIÓLÓGICO ESTABELECIDO PARA O MEL DE ABELHA 
SEM FERRÃO 

Microrganismo 
Tolerância para 

amostra 
indicativa 

Tolerância para amostra representativa 

n c m M 

Coliformes a 45 °C (NMP/g 

ou mL) 
102 5 2 10 102 

Salmonella spp. em 25g Ausência 5 0 Ausência - 

Bolores e leveduras 

(UFC/g) 
104 5 2 103 104 

n: número de unidades a serem colhidas aleatoriamente em um mesmo lote e analisada 
individualmente 
c: número máximo aceitável de unidades de amostra com contagens entre os limites de m e M 
m: é o limite que em um plano de três classes, separa o lote aceitável do produto ou lote com 
qualidade intermediária aceitável 
M: limite que, em plano de duas classes, separa o produto aceitável do inaceitável (valores 
acima de M são inaceitáveis) 
FONTE: Bahia (2014); Amazonas (2016); São Paulo (2017); Paraná (2017); Espírito Santo 
(2019). 

A microbiota do mel pode ser dividida em dois grupos: os inerentes ao 

mel e os de contaminação secundária. As fontes primárias de microrganismos 
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são: néctar, pólen, trato digestivo da abelha, poeira, ar e flores (SNOWDON; 

CLIVER, 1996; MENDES, 2009). As fontes secundárias de contaminação 

podem ser o ser humano, manipulação inadequada, equipamentos, recipientes, 

vento, poeira, água e insetos, tal como ocorrem em outros alimentos (TYSSET; 

ROUSSEAU, 1981).  

Dentre as fontes primárias encontram-se também microrganismos 

como os bolores e leveduras que podem ser pertencentes à própria flora do 

mel, as quais são introduzidas na colmeia pelas abelhas. Muitos não 

sobrevivem com os tratamentos térmicos e o aumento da concentração de 

açúcares, mas outros podem resistir e até se multiplicarem (GOIS, et al., 2010).  

As bactérias láticas são um grupo de bactérias gram-positivas que 

produzem o ácido lático mediante a fermentação de carboidratos (ØSTLIE et 

al., 2003). A presença desse grupo de bactérias láticas no mel é proveniente de 

fontes primárias, pois esta bactéria pode ser encontrada no trato digestivo das 

abelhas Apis e ASF. Esse grupo bacteriano desempenha um papel 

fundamental na produção de mel porque contribui para sua atividade 

antimicrobiana, por auxiliar na capacidade de inibir o crescimento de ambas as 

bactérias e fungos, o que garante um efeito positivo sobre o mel (MUHIALDIN 

et al., 2011; VASQUEZ, 2012).  

Os microrganismos de fonte secundária possuem como ponto crítico o 

contato do apicultor/meliponicultor com o mel e esse momento ocorre logo na 

colheita, pois é na etapa que se inicia a exposição às condições que podem 

interferir na qualidade (SILVA et al., 2004). Estes microrganismos interferem 

negativamente na qualidade do mel, no entanto, sua contaminação pode ser 

evitada por saneamento padrão e utilização das boas práticas de fabricação 

durante a colheita e processamento (QUINOÑES-VARQUEZ et al., 2017).  

A presença da Escherichia coli (enterobactéria), é utilizada como um 

indicativo de condições higiênicas insatisfatórias, podendo ser contaminação 

de origem fecal, como se sabe, essa é uma bactéria patogênica aos humanos 

(FRANCO, LANDGRAF, 2008). É raro identificar esse tipo de contaminação, 

pois, os tratamentos térmicos e a própria microbiota são capazes de inibir o 

crescimento desses microrganismos. Alguns tipos de microrganismos desse 

grupo são associados à intoxicação alimentar devido à formação de 
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enterotoxinas. Esse tipo de contaminação pode ser fecal ou ambiental devido 

ao manejo inadequado do mel, com a possível presença de coliformes e 

Salmonella spp. (SHLABITZ, 2010; DÜMEN et al., 2013). 

As informações sobre as propriedades antimicrobianas ainda são 

limitados, e, apesar de todo potencial que o mel ASF apresenta, existe uma 

diversidade dessas espécies que ainda não foram investigadas (NISHIO et al., 

2014; BUENO-COSTA et al., 2016). O potencial antimicrobiano ainda 

permanece desconhecido, e devido a isso, estão sendo realizados estudos que 

pretendem verificar o comportamento dos microrganismos frente aos diferentes 

tipos de méis e seus constituintes, considerando não apenas a espécie das 

abelhas, mas, também sua origem botânica (MAVRIC et al., 2008; NISHIO et 

al., 2014; BUENO-COSTA  al., 2016; DASH et al.,  2016; CHUTTONG et al., 

2016b).  

Tendo em vista a complexa composição percebe-se a importância e 

relevância dos estudos de caracterização do mel para auxiliar a criação de 

padrão de qualidade, e que, levem em consideração a espécie da abelha, os 

fatores vegetais e climáticos das respectivas regiões em que são produzidos, 

garantindo a qualidade do produto a ser consumido e controle de possíveis 

fraudes (MARCHINI; SOUZA, 2006).  

2.4 TÉCNICAS DE PROCESSAMENTO APLICADO EM MEL 

Os métodos de processamento utilizados para o mel de ASF 

transformam o mel in natura, que possui grande potencial de fermentação, em 

um produto estável, buscando manter suas características físicas, químicas e 

sensoriais o maior tempo possível (VILLAS-BÔAS, 2012). Os métodos mais 

utilizados para a conservação do mel são principalmente: refrigeração, 

pasteurização e desidratação (CAMARGO et al., 2017). As técnicas de 

preservação do mel não podem ser consideradas um pré-requisito para o 

consumo, mas, a aplicação dos tratamentos viabiliza a estocagem para 

consumo pessoal, familiar ou comunitário e inserção dos méis de ASF no 

mercado (VILLAS-BÔAS, 2012). 
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Na indústria de alimentos a refrigeração é um método consagrado para 

impedir a degradação do produto. Isso acontece em função das baixas 

temperaturas que dificultam o desenvolvimento de microrganismos. No caso do 

mel de ASF a refrigeração além de evitar a proliferação de microrganismos 

também retarda a fermentação (VILLAS-BÔAS, 2012). 

A pasteurização é um dos procedimentos mais utilizados em alimentos 

para destruir microrganismos patogênicos e minimizar a carga microbiológica 

deteriorante existente, oferecendo ao consumidor um alimento seguro e com 

vida útil prolongada. Esse processo é considerado um tratamento térmico 

brando, e no caso do mel, a temperatura não pode exceder 65 °C, o que 

consiste basicamente no aquecimento e resfriamento rápido do alimento 

(VILLAS-BÔAS, 2012). É um método prático, porém, pode alterar suas 

propriedades físicas e químicas, como a formação de 5-HMF. Por esse motivo 

o mel deve ser monitorado quanto às suas características, para atestar a 

qualidade do produto (TURHAN et al., 2008).  

A desidratação ou desumidificação é um método de processamento 

bastante conhecido para conservação de alimentos, incluindo o mel. Esse 

tratamento consiste na diminuição da quantidade de água presente. Para tanto, 

recomenda-se que o teor de água seja reduzido ao máximo de 20% (ALVES et 

al., 2011; BILUCA et al., 2014). Essa técnica pode ser mais vantajosa, pois 

permite uma maior vida de prateleira sendo ainda possível armazená-lo com o 

teor adequado de umidade, evitando a sua fermentação e garantindo maior 

durabilidade (SODRÉ et al., 2008). Além disso, pode ser uma excelente 

alternativa para o meliponicultor como método de conservação do mel com 

base na praticidade, viabilidade econômica e aceitabilidade (OLIVEIRA et al., 

2013). 

A maturação é uma técnica de preservação indicada e utilizada por 

diversos produtores, na qual o mel recém-colhido é fermentado pela microbiota 

naturalmente presente em sua composição (leveduras osmofílicas) 

(CAMARGO et al., 2017). A maturação consiste em controlar o processo 

natural de fermentação que segue a extração do mel, aplicando práticas de 

higiene e submetendo o produto a um período de maturação que leva em 

média seis meses. Após esse processo, o mel pode ser mantido em 
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temperatura ambiente, podendo ser consumido em até dois anos 

(DRUMMOND, 2013). No mel a maturação que altera as características 

sensoriais pode ser utilizada para preservação, pois impede o desenvolvimento 

de patógenos e microrganismos deteriorantes (CAMARGO et al., 2017). 

O método ultrassônico é considerado inovador e recentemente vem se 

destacando como uma metodologia alternativa ao tratamento térmico aplicado 

pela indústria de alimentos. Esse método inicialmente tinha como objetivo 

evitar a cristalização, processo que ocorre naturalmente. O método consiste na 

aplicação de ondas ultrassônicas ao produto que provocam séries rápidas e 

alternadas de compressão e expansão, que geram forças que podem ser 

maiores que a tensão superficial que mantém a água, sendo assim, é um 

método interessante para reduzir a atividade água presente no alimento e 

reduzir significativamente o desenvolvimento de microrganismos que podem 

estar presentes no produto (SUBRAMANIAN et al., 2007). 

Existem poucas pesquisas relacionadas a esse tipo de tratamento 

sobre méis de ASF. No entanto, vários pesquisadores estudaram o efeito do 

ultrassom sobre a qualidade de sucos de pêra, maçã, uva e laranja. Eles 

observaram que esse método preservou os nutrientes, compostos bioativos, 

propriedades antioxidantes e atributos sensoriais de cada tipo de fruta. 

Portanto, é um tratamento alternativo para conservar alimentos e pode ser mais 

eficaz que os métodos tradicionais (SAEEDUDDIN et al., 2015). 

O ultrassom é um processo conhecido devido à sua capacidade de 

inativar microrganismos e promover a desidratação em alimentos. No mel esse 

processo é capaz de matar leveduras, retardar a cristalização e possuir 

destaque por afetar a qualidade do mel em menor grau em comparação com 

outros processos térmicos. Contudo, a aplicação desse processo exige maior 

custo, e mesmo possuindo pontos positivos, há poucos estudos que verificam 

seu potencial benéfico (CHONG et al., 2017).  

As chances de granulação aumentam com a diminuição da umidade 

presente no mel, por isso, o processamento térmico seria uma solução viável. 

Porém, esses processos podem alterar a qualidade sensorial e contribuir para 

também eliminar os microrganismos benéficos presentes como, por exemplo, 
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as bactérias láticas, conhecidas por terem um efeito benéfico probiótico e 

diminuir a propriedade antimicrobiana no mel (VASQUEZ, 2012). 

O processamento térmico no mel de ASF reduz a acidez da lactona 

proveniente das bactérias láticas, reduzindo também a concentração desses 

microrganismos.  Portanto, a termossonicação pode reduzir e até eliminar esse 

grupo de bactérias, sendo um ponto negativo desta técnica (KOWALSKI, 

2013). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 COLETA DA AMOSTRA 

No estudo experimental de abordagem laboratorial, foram analisadas 

três amostras (A, B e C) de mel de ASF Mandaçaia (Melipona quadrifasciata). 

No meliponário localizado no município de Mandirituba– PR, na coordenada 

geográfica 25°47'35.1"S 49°17'28.6"W, em março de 2018 no período 

vespertino e dia ensolarado, foram coletados 840 g e 720 g em duas colmeias 

distintas para a amostra A e C, respectivamente. No município de São José 

dos Pinhais– PR nas coordenadas 25°34'27.3"S 49°12'59.0"W, em Abril de 

2018 no período matutino em dia ensolarado, foram coletados 840 g de mel de 

uma colmeia para amostra B.  

O delineamento experimental dos tratamentos térmicos e não térmicos 

foram aplicados nas amostras A e B, e para a vida de prateleira a amostra C foi 

pasteurizada a 65 °C. 

A coleta dos méis foi realizada de acordo com o descrito por Villas-

Bôas (2012), mediante escoamento, um método rápido, econômico e prático. 

Através da tampa de abertura da caixa, os potes de cera foram perfurados com 

auxílio de um objeto pontiagudo. A caixa foi então inclinada e o mel escorreu 

para um coador de tecido confeccionado a partir de algodão e poliéster, 

conhecido popularmente como tecido voal utilizado para separar as sujidades, 

como pedaços de cerumes ou abelhas. Esse procedimento está ilustrado na 

Figura 4.  

FIGURA 4 - ILUSTRAÇÃO DOS POTES PERFURADOS E O ESCOAMENTO DO MEL 

 
FONTE: Villas-Bôas (2012). 
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As amostras foram envasadas em potes de vidro previamente 

esterilizados em autoclave vertical (AV-75 PHOENIX, BRASIL) e após a coleta, 

foram mantidas em temperatura de 4 ± 2 °Cem uma caixa térmica com gelo e 

transportadas ao laboratório de Tecnologia de Alimentos, do Departamento de 

Nutrição da Universidade Federal do Paraná – Campus Jardim Botânico 

Curitiba – Paraná. 

3.2 MATERIAL 

Os produtos químicos e reagentes utilizados foram de grau analítico. 

Floroglucina, água deionizada, solução tampão pH 4 e 7, fenolftaleína, NaOH 

0,1 mol/L, bissulfito de sódio a 0,2%, tampão acetato 1,59 mol.L-1, NaCl 0,5 mol 

L-1, amido 1%, iodo, H2S04 concentrado, CuS04 e K2S04, HCl, salina 

peptonada, ágar Plate Cont Agar, ágar De Man Rogosa e Sharpe, caldo Lauril 

Sulfato Tripose, caldo Tetrationato e Rappaports Vassiliadis, caldo brain heart 

in fusion, ágar e caldo Sabouraud, caldo Miller Hinton (CMH), cetaconazol, 

clorafenicol. 

Para a análise de vitaminas hidrossolúveis foram utilizados os padrões 

de tiamina (B1), riboflavina (B2), nicotinamida (B3), piridoxina (B6), ácido fólico 

(B9), cobalamina (B12) e ácido ascórbico (C), adquiridos da Sigma-Aldrich 

(Missouri, EUA). O metanol de padrão HPLC foi adquirido da Merck 

(DARMSTADT, ALEMANHA) e o ácido trifluoroacético (OHIO, EUA), água 

ultrapurificada (Milli-Q® Gradient A10 - Millipore (MILFORD, EUA) e água 

oxigenada (ácido fólico). 

3.2.1 Delineamento experimental do tratamento térmico e não térmico aplicado 

no mel de ASF M. Mandaçaia 

Para o ensaio dos tratamentos térmicos e não térmicos, as amostras A 

e B foram fracionadas separadamente em sete porções de 120 g e 

acondicionadas em potes hermeticamente fechados, esterilizados e 

previamente identificados. Posteriormente, estas foram submetidas a seis 

tratamentos independentes como descrito na Tabela 3. 
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TABELA 3 – TRATAMENTOS TÉRMICOS E NÃO TÉRMICOS APLICADOS NO MEL DA 
MELIPONA MANDAÇAIA 

Amostras Tratamento Temperatura (0C) Tempo 

T0 1In natura 25± 2,15 0 

T1 1Desumidificado 30 12 horas 

T2 2Sonicado 52 30 min  

T3 1Aquecido 55 1 segundo 

T4 1Aquecido 65 1 segundo 

T5 1Maturado 25 ± 4 90 dias 

T6 1Refrigerado 4 ± 2 304 dias 

FONTE: 1Villas-Bôas, 2012; 2Chaikham et al., 2016. 

Os procedimentos adotados em todos os tratamentos foram aplicados 

nas amostras A e B. Após cada tratamento, as amostras foram submetidas às 

análises físico-químicas e microbiológicas realizadas em triplicata.  

3.2.1.1In natura 

Para a amostra controle (T0), as análises foram realizadas no mel após 

a coleta.  

3.2.1.2 Desumidificado 

No tratamento T1, as amostras foram acondicionadas em placas de 

Petri, e mantidas em desidratador de alimentos (EXCALIBUR – 3926T, USA) à 

temperatura de 30 ± 1 °C por um período de 12 horas (VILLAS-BÔAS, 2012). 

3.2.1.3 Sonicado 

Para o tratamento T2, as amostras foram vertidas em béquer em 

temperatura ambiente de 25 °C, e submetidas a ondas ultrassônicas em 

equipamento ultrassonoro de alta intensidade, (BRANSON MODEL 3510 

ULTRA SONICS BATH, GAITHERSBURG) com frequência de 40 kHz até 52 

°C, durante 30 minutos e, em seguida, resfriados em água corrente 

(CHAIKHAM et al., 2016). 
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3.2.1.4 Aquecido  

Os tratamentos T3 e T4 foram realizados a partir de adaptações da 

metodologia descrita por Villas-Bôas (2012). As amostras foram submetidas a 

aquecimento mediante banho-maria (DL-BMTD, BRASIL), até atingirem 

temperatura de 55 e 65 ± 2 °C. As temperaturas foram controladas e medidas 

com um termômetro digital inserido no centro das amostras. Para atingir as 

temperaturas desejadas às amostras levaram aproximadamente 10 minutos 

para 55 °C e 15 minutos para 65 °C, depois de atingidas as temperaturas às 

amostras foram resfriadas até temperatura ambiente de 25 °C em água 

corrente. 

3.2.1.5 Maturado 

No T5, o procedimento foi realizado de acordo com a metodologia 

descrita por Villas-Bôas (2012), adaptado. As amostras foram mantidas durante 

90 dias em estufa (SOLAB SL-74, BRASIL), em ambiente escuro sob 

temperatura constante de 25 ºC. Após 15 dias, a tampa do recipiente foi 

levemente afrouxada para liberação de gás carbônico, formado pela 

fermentação natural do mel. Esse procedimento foi repetido semanalmente, até 

a observação de dois fenômenos que caracterizam a estabilidade do mel: a 

não formação do gás e a ausência de movimento do colarinho formado pela 

espuma. 

3.2.1.6 Refrigerado 

No T6, as amostras A e B foram armazenadas em geladeira 

convencional com temperatura de 4 ± 2 °C durante 304 dias. Conforme 

recomendado pela legislação estadual do Paraná (2017).  

3.2.2 Ensaio experimental da vida de prateleira do mel ASF Melipona 

Mandaçaia aquecido a 65 °C 

O ensaio experimental da vida de prateleira foi conduzido no mel de 

ASF M. Mandaçaia (amostra C), as análises foram realizadas a cada noventa 
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dias, subsequentemente, durante quatro períodos de estocagem até completar 

365 dias, nos tempos: Cin (in natura); C0 (Dia zero aquecido); C90 (90 dias 

aquecido); C180 (180 dias aquecido); C270 (270 dias aquecido) e C365 (365 

dias aquecido).  

A amostra, em alíquota de 600 g, foi acondicionada em pote de vidro 

esterilizado e submetida ao aquecimento a 65 °C em banho-maria (DL-BMTD, 

BRASIL), por 15 minutos, exceto 120 g da amostra controle (Cin - in natura). 

Para monitorar a temperatura do processamento, foi utilizado um termômetro 

no ponto frio – PF (centro da amostra) até atingir a temperatura de 65 °C. 

Posteriormente, o pote foi imediatamente fechado e submetido ao resfriado em 

água corrente, conforme mostra a Figura 5.  

FIGURA 5 - ETAPAS DO PROCESSO DE AQUECIMENTO A 65 °C 

 
FONTE: Villas-Bôas (2012). 

Após o tratamento as amostras foram submetidas ao armazenamento 

em temperatura ambiente de 25 ± 2 °C. Inicialmente, as amostras Cin (in 

natura) e C0 (ponto zero aquecido) foram conduzidas às análises físico-

químicas e microbiológicas.  

3.3 ANÁLISE FÍSICO-QUÍMICA 

Os ensaios dos tratamentos térmicos e não térmicos e vida de 

prateleira foram conduzidos mediante a determinação da umidade; sólidos 

insolúveis em água; cinzas; pH; acidez; atividade de água; hidroximetilfurfural; 

atividade diastásica; cor; determinação de proteína e determinação de 

vitaminas hidrossolúveis, realizadas em triplicatas. 
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3.3.1Umidade 

A umidade seguiu o método 925.09, AOAC (2005) mediante a 

secagem direta de 5 g da amostra em estufa com circulação de ar (Ar SL-102, 

BR), a 105 °C em pesa-filtro previamente padronizado e mantido até peso 

constante. O teor de umidade foi obtido a partir da diferença entre a amostra 

seca e o peso do pesa-filtro. A Equação 1 foi utilizada para o cálculo da 

determinação de umidade em porcentagem. 

(1) 

Onde:  

N = perda de massa em g;  

P = massa da amostra em g. 

3.3.2 Sólidos insolúveis em água 

O teor de sólidos insolúveis realizado por gravimetria foi segundo o 

método CAC (1990). Para a análise foi pesado 5 g de amostra, homogeneizada 

em 10 mL de água e a mistura aquecida a 80 ºC. Posteriormente, foi utilizado 

papel filtro previamente preparado e pesado para filtragem da mistura.  

Em seguida, foi recolhida parte do filtrado em um béquer, e adicionado 

algumas gotas da solução de floroglucina e de ácido sulfúrico para verificar a 

formação de névoa esbranquiçada, prosseguiu a lavagem com água a 80°C até 

cessar a névoa indicando que o filtrado ficou livre de açúcares. 

Após o procedimento, a amostra foi mantida em estufa a 135 ºC 

durante uma hora, na sequência, foi acondicionada em dessecador para 

redução da temperatura e pesada. Os resultados foram expressos em 

porcentagem de sólidos insolúveis, conforme a Equação 2. 

ó ú (2) 

Onde: 

N = massa seca de sólidos insolúveis em g (diferença de peso no 

papel);  

P = massa da amostragem em g. 
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3.3.3 Cinzas 

Para a análise de cinzas utilizou-se o método oficial 923.03 (AOAC, 

2005). Foi pesado 5 g de amostra em cadinhos de porcelana previamente 

tarados. A amostra foi carbonizada em chapa de amianto na capela e 

incinerada em forno mufla (INDIC- 50, BRASIL), por 6 horas a 550 °C. Após o 

resfriamento dos cadinhos em dessecador, foi determinado o percentual de 

cinzas, como descrito na Equação 3. 

 

(3) 

Onde:  

N =n° de g de cinzas;  

P = n° de g da amostra. 

3.3.4 pH 

Para o potencial hidrogeniônico (pH) foi seguido o método 981.12 

descrito na AOAC (2005). Foi diluído 2 g de mel em 50 mL água deionizada em 

béquer de 100 mL sob agitação magnética. Posteriormente, foi determinado o 

pH da solução (mel + água) em pHmetro (ANALYSER pH-300, BRASIL), 

devidamente calibrado com solução tampão pH 4 e 7. O resultado foi expresso 

em média dos valores obtidos no pHmetro. 

3.3.5 Acidez total 

A determinação da acidez total foi realizada segundo o método 942.15 

descrito pela AOAC (2005), alíquotas de 2 g de mel foram diluídas em 50 mL 

de água deionizada. Foram adicionados três gotas de fenolftaleína 1%, e 

realizada titulação com solução padronizada de NaOH 0,1 mol/L. O 

procedimento seguiu até ser observado o ponto de viragem, caracterizado pela 

visualização da coloração rósea. Mediante a quantidade em volume NaOH 

gasto para o ponto de viragem, determinou-se o índice de acidez conforme 

Equação 4.  
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(4) 

Onde: 

V = mL da solução de NaOH 0,1 mol/L gasto na titulação; 

Vb = mL da solução de NaOH 0,1 mol/L gasto na titulação do branco; 

f = 1,034 fator de correção da solução de NaOH 0,1 mol/L; 

P = massa da amostra em g. 

3.3.6 Atividade de água 

A atividade de água (Aw) foi avaliada por meio da leitura direta em um 

higrômetro de ponto de orvalho (AQUALAB-DECAGON DEVICES, INC. SERIE 

3 MODEL-TE, PULLMAN, WA). Pesou-se 5 g de mel um recipiente de plástico 

próprio do equipamento. A leitura foi realizada em temperatura ambiente 25 °C 

(IAL, 2008).  

3.3.7 5-Hidroximetilfurfural 

O HMF foi determinado de acordo com o método padrão 980.23, AOAC 

(2005). Foram preparadas as soluções de Carrez I (15g de K4Fe(CN6)3H2O) e 

solubilizada em 100 mL de água deionizada, em seguida, a solução de Carrez 

II (30g de Zn(CH3COO)2.2H2O) foi dissolvida em 100 mL de água deionizada, 

por fim, foi preparada a solução de bissulfito de sódio a 0,2% (m/v).  

Foram pesados 5 g de mel e diluídos em 50 mL de água deionizada, 

em seguida, adicionou-se 500 μL de cada solução (Carrez I e Carrez II) o 

volume foi ajustado para 100 mL em balão volumétrico com água deionizada. 

Após a clarificação da amostra com os reagentes, a solução foi filtrada em 

papel, descartando os primeiros 10 mL. Em seguida, foi pipetado 5 mL da 

solução e transferiu-se para 4 tubos de ensaio. 

No primeiro tubo foi adicionado 5 mL da solução de bissulfito de sódio, 

sendo este utilizado como tubo referência, nos outros três tubos foram 

adicionado 5 mL de água deionizada e identificados como tubos testes. 

Posteriormente, as soluções foram homogeneizadas e realizou-se a leitura em 

espectrofotômetro (UV-1800–SHIMADZU, KYOTO, JAPAN), nos comprimentos 
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de onda de 284 e 336 nm em cubeta de quartzo. O teor de HMF foi 

determinado pela Equação 5.  

 

(5) 

Onde:  

A284 = leitura da absorbância a 284 nm;  

A336 = leitura da absorbância a 336 nm;  

P = massa da amostra em g; 

5 = massa nominal da amostra; 

149,7 = (126/16830) (1000/10) (1000/5). 

3.3.8 Atividade Diastásica 

A determinação da atividade diastásica foi realizada de acordo com o 

método oficial 958.09 descrito pela AOAC (2005). Para padronizar a solução de 

iodo (0,00035 mol.L-1) foi realizada leitura em espectrofotômetro (METASH UV 

5100 UV/VIS, SHANGHAI) em 660 nm, e a amostra diluída em água até o valor 

atingir 0,760 ± 0,02, essa solução foi utilizada como referência.  

Foi pesado 1 g de mel e diluído em 3 mL de água deionizada, 

tamponada com 0,5 mL de tampão acetato 1,59 mol.L-1 (pH 5,3), adicionado 

0,3 mL de NaCl 0,5 mol L-1 e ajustado com o volume para 5 mL com água 

deionizada, em seguida, foi conduzido juntamente com a solução de amido a 

1% em banho a 40 ºC.  

Após a estabilidade da temperatura, aproximadamente 15 minutos, 2 

mL de solução de mel foi misturada em 1 mL de solução de amido 1%, ambos 

na mesma temperatura. A cada 5 minutos alíquotas de 0,1 mL da mistura 

foram transferidas para 1 mL da solução de iodo, anteriormente padronizada e 

realizadas leituras em absorbância de 660 nm até que o valor atingisse 0,235. 

Posteriormente, com os valores obtidos, foi plotado o gráfico da absorbância 

versus o tempo. Os resultados foram expressos em unidades Göthe e Shade 

por grama de mel, determinados de acordo com a Equação 6. 
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(6) 

Onde: 

T(x) = tempo da reação em minutos. 

3.3.9 Cor 

Para a classificação da cor dos méis foi utilizado o método descrito por 

Vidal e Fregosi (1984). Foram pesados 2,5 g de mel, adicionados em balão 

volumétrico e completado o volume para 5 mL com água deionizada. A mistura 

foi mantida em repouso por 15 min, na sequência, realizada a leitura em 

espectrofotômetro (METASH UV 5100 UV/VIS, SHANGHAI) a 635 nm, como 

referência foi utilizada a glicerina. Os valores da cor foram obtidos de acordo 

com a Equação 7, e interpretados na escala Pfund exposto na Tabela 4.   

 

(7) 

Onde:  

Abs635nm = resultados obtidos das leituras no espectrofotômetro a uma 

absorbância de 635 nm. 

TABELA 4 - CLASSIFICAÇÃO DA ESCALA PFUND 
Coloração do mel Pfund (mm) Abs635 nm 

Branco-água 0 ≥ 8 0,104 ≥ 0,125 

Extra branco ˃ 8 a ≤ 16,5 ˃ 0,125 a ≤ 0,148 

Branco ˃ 16,5 a ≤ 34 ˃ 0,148 a ≤ 0,196 

Âmbar extra claro ˃ 34 a ≤ 50 ˃ 0,195 a ≤ 0,238 

Âmbar claro ˃ 50 a ≤ 85 ˃ 0,238 a ≤ 0,333 

Âmbar ˃ 85 a ≤ 114 ˃ 0,333 a ≤ 0,411 

Âmbar escuro ˃ 114 ˃ 0,411 

FONTE: Marchini et al. (2004). 

3.3.10 Determinação de proteína 

O método 920.87 Micro-Kjeldahl descrito pela AOAC (2005), foi 

realizado para determinar o conteúdo proteico dos méis. Foi pesado 

aproximadamente 0,2 g de amostra, acondicionando-se em tubos de digestão 
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identificados. Em seguida, foram adicionados 2 g da mistura catalítica (CuS04 e 

K2S04) e 3 mL de H2S04 concentrado. Posteriormente, os tubos foram 

depositados no bloco digestor (DK 20 HEATINGDIGESTER, ITALY) e 

aquecidos gradativamente até atingir 400 °C.  

O bloco digestor foi resfriado após um período de 4 horas em 

temperatura ambiente e os sólidos diluídos com aproximadamente 10 mL de 

água destilada. A mistura foi transferida para erlenmeyer de 125 mL, com 5 mL 

de ácido bórico a 4% e 3 gotas de indicador misto (vermelho de metila + verde 

de bromo cresol).  

Os tubos foram encaixados no destilador, modelo SOLAB SL-74 de 

Kjeldahl, e adicionado quantidade suficiente de NaOH 50% até completa 

alcalinização, dando continuidade a destilação até a obtenção de 

aproximadamente 50mL de solução nos erlenmeyers. Posteriormente, realizou-

se a titulação com a solução de H2S04 0,02N até a viragem do indicador visual 

verde para róseo. Por fim, foi anotado o valor do HCl gasto na titulação e 

determinado o teor de nitrogênio por meio da Equação 8. 

 

(8) 

Onde: 

V = volume gasto na titulação da amostra - volume gasto na titulação 

do branco; 

fc = fator de correção da solução de ácido sulfúrico (HCl); 

Fc = fator de conversão da proteína animal = 6,25. 

3.3.11 Vitaminas hidrossolúveis 

As amostras de mel foram preparadas pesando 2 g de mel em balão 

volumétrico de 10 mL e adicionando 250 μL de NaOH 2 M. Após a dissolução, 

2,5 mL de tampão fosfato 1 M pH 5,5 completou-se o balão de 10 mL com 

água ultra purificada (CIULU, et al., 2011). Em seguida, as soluções das 

amostras foram filtradas com filtros de seringa de PTFE (13 mm e 0,22 μm). 
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A determinação das vitaminas hidrossolúveis foi realizada utilizando o 

sistema de HPLC (AGILENT SÉRIE 1100, CALIFÓRNIA, EUA) acoplado ao 

detector de arranjo de diodos (DAD), sendo os cromatogramas registrados e 

analisados através do software Agilent Chemstation versão B.04.03. As 

condições cromatográficas foram realizadas de acordo com a adaptação de 

Klejdus et al. (2004). A separação foi realizada em coluna com um Zorbax 

Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 3,5 μm) com respectiva pré-coluna e 

gradiente de eluição de 0,01% TFA pH 2,9 em água e metanol eluído a um 

fluxo de 0,7 mL.min-1 a 25 com 5 de volume de injeção.  

A eluição gradiente foi de 5% B durante 0-4 minutos, linearmente 

aumentada de 5% para 98% B de 4-14 minutos e mantida a 98% B durante 6 

minutos, depois de 20-22 minutos a inversão da fase móvel para 5 % B e 

mantido por 5 minutos. O comprimento de onda de detecção foi de 256 nm 

para as vitaminas C, B1 e B3; 270 nm para B2 e 280 nm para B6, B9 e B12. A 

concentração padrão das vitaminas variou de 0,6 μg.mL-1 a 50 μg.mL-1. 

3.4 ANÁLISE MICROBIOLÓGICA 

As análises microbiológicas para bactérias aeróbio mesófilo, bolores e 

leveduras, bactérias ácido lácticas (BAL), (UFC/g), coliformes termotolerantes, 

Salmonella spp., foram realizadas de acordo com as orientações da American 

Public Health Association (APHA), descritas na 4a Edição do Compendium of 

Methods for the Microbiological Examination of Foods (DOWNES; ITO, 2001). 

Para o preparo da amostra, uma alíquota de 10 g de mel foi diluída em 

90 mL de enriquecimento de peptona a 0,1 %, e na sequência, 0,1 mL dessa 

solução foi semeada em frascos contendo 9 mL solução salina peptonada 

(SSP), para obterem-se as soluções decimais subsequentes 10-1, 10-2 e 10-3. 

Em seguida, foram plaqueadas em triplicata.  

A contagem de bactérias mesófilas, 0,1 mL das diluições foram 

plaqueadas em superfície utilizando o meio ágar Plate Cont Agar (PCA). 

Posteriormente, as placas de forma invertida foram incubadas à temperatura 

ambiente (25 °C) por 24 horas.  
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Para bolores e leveduras, 0,1 mL das diluições foram semeadas sobre 

o meio ágar Sabouraud, e incubadas a temperatura de 36 °C por 48 horas.  

A contagem dos microrganismos do grupo bactérias ácido láticas 

(BAL), as diluições foram inoculadas em placas contendo ágar De Man 

Rogosae Sharpe (MRS). Em seguida, as placas de forma invertidas foram 

acondicionadas em uma jarra de anaerobiose, no qual com o auxílio de um 

cultivo anaeróbico da marca Anaero Pack® - Anaero foi utilizado para produzir 

uma atmosfera adequada para o crescimento dos microrganismos. Após o 

procedimento, as placas foram incubadas a 36 ºC, durante cinco dias, e 

realizada a contagem das colônias. 

A análise de coliformes totais utilizou-se o método de fermentação em 

tubos múltiplos seguindo a ordem em triplicata, onde 1 mL das diluições foram 

acondicionados em tubos com 10 mL de Caldo Lauril Sulfato Tripose (LST), e 

incubados a 36°C por 24 horas, para a demanda biológica de oxigênio (BOD). 

O resultado de coliformes foi expresso em números mais provável – (NMP.g-1). 

Para a pesquisa de Salmonella spp., foi diluído 25 g de mel em 225 mL 

de água peptonada a 1%, com pré-enriquecimento de caldo lactosado a 35 °C 

por 24h. Posteriormente, 0,1 mL dessa suspensão foi transferida em 9 mL de 

caldo seletivo Tetrationato e Rappaports Vassiliadis, e incubado em estufa a 35 

ºC/24 h. Posteriormente, foi semeado uma alíquota de 0,1 mL em ágar SS 

(Salmonella Shiguella e incubado a 35ºC/48h.  

3.4.1 Atividade antimicrobiana 

Para a análise antimicrobiana foi realizada a leitura em microplaca de 

ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), com a determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM), segundo a metodologia Clinical and 

Standarts Institute (CLSI, 2012).  

A avaliação da atividade antimicrobiana do mel foi relacionada ao 

desenvolvimento de duas bactérias gram-negativas, Escherichia coli ATCC 

25922e Salmonella typhimurium ATCC 14028, uma bactéria gram-positiva, 

Staphylococcus aureus ATCC 25023 (C), e um fungo Cândida albicans ATCC 

10231 (E).  
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Para a ativação dos microrganismos, pérolas contaminadas com as 

cepas foram cultivadas em caldo nutritivo brain heart in fusion (BHI), e 

incubados a 35 °C por 24 horas. Em seguida, as cepas foram plaqueadas em 

ágar BHI para as bactérias, e ágar Sabouraud para a C. albicans, e incubadas 

em estufa a 35 °C por 24 horas. Posteriormente, com o auxílio de alças de 

inoculação descartáveis foram repicadas as colônias das cepas em questão, e 

suspensas em solução salina 0,85%, obtendo-se uma turbidez equivalente ao 

tubo 0.5 de McFarland. Então, diluiu-se o mesmo em solução salina 0,85% 

resultando em uma concentração de 108 UFC/mL. As diluições foram 

plaqueadas no dia das suspensões. 

Para a realização do teste foram utilizados microplacas de ELISA de 96 

poços fundo na forma de ‘’U’’ com auxílio de pipetadora multicanal. Para o 

controle de esterilidade foi adicionado 100 μL em poços da placa (coluna 1 a 

12, letras A H) de Caldo Miller Hinton (CMH) para análises com bactérias, e 

Caldo Sabouraud para análise com fungos.  

Nos primeiros poços da linha A, foi acrescido 100 μL de mel puro e 

homogeneizado com o caldo, em seguida, foi transferido 100 μL para os 

orifícios subsequentes, obtendo-se a diluição seriada em concentrações 

decrescentes, descartando-se os últimos 100 μL. As concentrações estão 

descritas na Tabela 5. 

TABELA 5 - CORRELAÇÃO COM A PROPORÇÃO DE CALDO PARA MEL, E O INÓCULO 
BACTERIANO EXPRESSOS EM (μL/mL) 

Linha da microplaca Caldo (μL/mL) Mel (μL/mL) Inóculo (μL/mL) 

A 50,00 50,00 10,00 

B 75,00 25,00 10,00 

C 87,50 12,50 10,00 

D 93,75 06,25 10,00 

E 96,88 03,13 10,00 

F 98,44 01,56 10,00 

G 99,22 00,78 10,00 

H 99,61 00,39 10,00 

FONTE: A autora (2019). 

Para o controle positivo localizado na coluna 10 da Placa de ELISA, 

letras A até H, a amostra foi substituída por compostos antimicrobianos, tal 
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como Clorafenicol em solução hidroalcoólica de etanol a 5%, e o Cetaconazol 

em solução metanólica a 2%, para inibição de bactérias e leveduras, 

respectivamente.  

Para o controle negativo na coluna 11 da placa de ELISA, letra A até a 

H, a amostra foi substituída pela solução salina, e por fim na coluna 12, letra A 

até a H, para o branco o inoculo foi substituído pelo caldo utilizado, CMH para 

bactérias e Sabouraud para o fungo. Foi adicionado 10,00 μL dos inóculos 

bacterianos.  

Após as microplacas serem incubadas por 22 horas a 35 °C foram 

acrescentados 20 μL de Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio (TTC) a 0,5 %, 

utilizado como indicador para avaliar a atividade antibacteriana, e antifúngica 

do agente antimicrobiano. As microplacas foram reincubadas a 35 °C por 2 

horas. Após 24 horas de incubação, realizou-se a leitura visual, e o resultado 

foi interpretado determinação do CMI, para a menor concentração de mel, onde 

a ausência da atividade antimicrobiana houve a coloração vermelha, enquanto 

a não formação da coloração vermelha foi considerada como presença de 

atividade. A CIM final foi expressa conforme a porcentagem de inibição do 

antimicrobiano. 

3.4.2 Análise estatística 

O software Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA) foi utilizado para 

auxiliar o tratamento dos dados obtidos. Todas as análises foram realizadas em 

triplicata para cada tratamento térmico e não térmico aplicado nas amostras de 

mel. Os resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e quando 

houve diferença significativa ao nível de 95% (p<0,05), as médias foram 

comparadas pelo teste de Tukey.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 ENSAIO EXPERIMENTAL DOS TRATAMENTOS TÉRMICOS E NÃO 

TÉRMICOS 

4.1.1 Característica físico-química 

As características físico-químicas das amostras A e B de mel de M. 

Mandaçaia como a umidade, Aw, pH, acidez total, conteúdo de 5-HMF, cor, 

diástase, sólidos insolúveis em água, cinzas e proteínas antes e após os 

tratamentos aplicados, estão apresentadas na Tabela 6.  

O T1 das amostras A e B apresentaram diferença significativa (p=0,00) 

no teor de umidade quando comparado com os demais tratamentos. Fato que 

pode ser decorrente à exposição do mel ao longo período de aquecimento, 12h 

a 30 °C, que propiciou a maior evaporação de água.  

No entanto, o T0 da amostra A e B que registrou 36,21% e 35,42%, de 

umidade, respectivamente, foi semelhante a 25,9 a 43,5%, encontrado por 

Biluca et al. (2016) para mel in natura da ASF de M. Mandaçaia. Esse fato 

pode ser justificado uma vez que o mel de ASF é influenciado pela espécie, 

origem geográfica e botânica, condições climáticas e estação do ano de 

colheita do mel (BIJLSMA et al., 2006). Além disso, o T0 (amostra A e B) foi 

superior aos 35% preconizados pelo estado da Bahia (2014); Amazonas 

(2016); Paraná (2017), e Malaysian Standarts (2017).  

Entretanto, os parâmetros preconizados por São Paulo (2017) e 

Espírito Santo (2019) com o limite de 40% de umidade, são consistentes aos 

resultados obtidos antes e após os tratamentos térmicos e não térmicos de 

ambas as amostras. Assim, o parâmetro de 35% de umidade pode não ser 

ideal para o mel de M. Mandaçaia em diferentes locais de produção, 

considerando todos os fatores influenciáveis, os resultados sugerem tendência 

de valor de umidade acima do recomendado para mel de M. Mandaçaia. 

Portanto, antes da definição do limite de umidade é recomendável 

mapeamento do perfil das espécies de ASF em diferentes cenários. 
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O teor de Aw do mel depende de vários fatores, como, a época da 

colheita, grau de maturação atingido na colmeia, fatores climáticos, néctar de 

flores, frutos ricos em água, espécie de ASF (SILVANO et al., 2014; RAMÓN-

SIERRA et al., 2015) e aspecto do tratamento térmico que podem afetar o 

parâmetro (SILVANO et al., 2014).  

A Aw mostrou diferença significativa (p=0,00) entre os tratamentos para 

as amostras A e B quando comparados com o T0. O T1 de ambas as 

amostras, ocasionou a maior redução da Aw. Fato que, assim como o ocorrido 

com teor de umidade, pode ser decorrente à exposição do mel ao longo 

período de aquecimento, 12h a 30 °C. O valor obtido no T1 é semelhante com 

0,63 encontrado para mel de ASF da espécie Melipona (Dias et al., 2014). O T5 

e T6 (amostra A e B) promoveram aumento da Aw, menor pH, portanto, maior 

acidez, resultado semelhante ao obtido por Ribeiro et al. (2018), em mel 

maturado de Melipona quadrifasciata. Isso ocorre devido à fermentação dos 

açúcares por meio da ação de microrganismos endógenos, gerando produção 

de ácido com consequente redução no pH (FINOLA et al., 2007).  

Os valores de pH apresentaram diferença significativa (p=0,00) entre 

os tratamentos para as amostras A e B quando comparados com o T0. Após 

T1, T2, T3 e T4 (amostra A e B) os valores do pH aumentaram em decorrência 

dos tratamentos. Efeito semelhante foi observado por Freitas et al. (2010) e 

Ribeiro et al. (2018) quando analisaram mel de Subnitida Melipona e Melipona 

quadrifasciata, respectivamente. Os autores sugerem que o aumento do pH 

ocorre devido à volatilização dos ácidos orgânicos presentes, em particular a 

reação dos ácidos voláteis sob o tratamento térmico.  

O T5 com valores de 2,83 e 2,55 das amostras A e B, respectivamente, 

destacaram-se por terem apresentado os menores valores de pH dentre todos 

os tratamentos aplicados em ambas as amostras, e são consistentes com os 

valores preconizados para o estado do Paraná (2017), de no Máx 4,7, e por 

Malaysian Standarts (2017), com valores entre 2,5 a 3,8. O pH do T1, T2, T3, 

T4 e T6 das amostras A e B são consistentes com os valores preconizados nos 

estados de São Paulo (2017) e Espírito Santo (2019), de 2,9 – 4,5 e no Paraná 

(2017) de no Máx. 4,7 de pH. O baixo pH das amostras A e B indicam que 

provavelmente não haverá crescimento microbiano anaeróbico, incluindo o 
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Clostridium Botulinum. O microrganismo não se desenvolve em pH inferior a 

4,6, sugerindo assim, que os tratamentos do mel de ASF podem ser 

considerados seguros para o consumo infantil (WHO, 2018). 

O valor da acidez corresponde aos ácidos orgânicos que pode variar 

de acordo com a composição floral do mel, espécie da ASF, fermentação por 

microrganismos e posterior oxidação de ácidos carboxílicos (RAMÓN-SIERRA 

et al., 2015; ÁVILA et al., 2018). O teor de acidez total apresentou diferença 

significativa (p=0,00) no T5 e T6 das amostras A e B, quando comparados aos 

demais tratamentos.  

O aumento da acidez após o T5 nas amostras A e B, como mostrado 

na Tabela 6, pode estar relacionado à possível fermentação de açúcares em 

ácidos orgânicos (SANCHO et al., 2013). O tratamento T6 obteve valores 

maiores de acidez total de 80,97 e 62,93 meq.kg-1 quando comparado com T0, 

nas amostras A e B, respectivamente. O resultado do T6 (amostra A e B) foi 

inferior a 105,1 meq.kg-1 no mel fresco, e 117,3 meq.kg-1 após a estocagem de 

365 dias em mel de ASF da espécie T. laeviceps quando submetido à vida de 

prateleira, sob a temperatura de 4 °C (CHUTTONG et al., 2016a). Contudo, a 

acidez pode aumentar quando o mel de ASF é submetido a um longo período 

de estocagem sob refrigeração, como o obtido no T6.  

O teor de acidez encontrado nas amostras A e B não estão em 

conformidade com o preconizado pelos estados da Bahia (2017), São Paulo 

(2017), e Espírito Santo (2017) com limite máximo de 50 meq.kg-1 para mel de 

ASF. O T1, T2, T3, T4 e T6 da amostra B, estão de acordo com o limite 

máximo de 60 meq.kg-1 preconizado no estado do Paraná (2017). Os valores 

obtidos após os tratamentos, exceto para T5 da amostra A, são consistentes 

aos 80 meq.kg-1 sugerido pelo estado da Amazonas (2016), para ASF.  

Biluca et al. (2016) registraram valores entre 16,2 e 139,0 meq.kg-1, 

para mel in natura de ASF da espécie Melipona, Scaptotrigona, Tetragonisca, 

Tetragona e Trigona, e Chuttong et al. (2016b) registraram valores elevados de 

acidez total, variando de 440,0 a 592,0 meq.kg-1 em mel de três espécies de 

ASF da Tailândia (Homotrigona fimbriata,Tetrigona apicalis e Tetrigona 

melanoleuca). Isso leva a crer que o mel de ASF produzido em diferentes 

regiões apresenta diferença em relação à acidez, assim, é recomendável o 
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mapeamento dos meliponários em função da vegetação, diferentes cenários, 

clima, florada e espécie de ASF para definição específica do limite de acidez 

total.  

O conteúdo de 5-HMF pode apresentar uma correlação positiva frente 

à capacidade antioxidante, por isso pode ser um indicador sensível ao calor 

e/ou tempo prolongado de estocagem (DE SOUSA et al., 2016; ZHAO et al., 

2018). Além disso, o alto teor desses compostos sugere adulteração, como a 

adição de açúcares simples de fonte externa, sendo assim, o teor de 5-HMF é 

um parâmetro indicador do frescor e autenticidade do mel (DE SOUSA et al., 

2016; PASIAS et al., 2017).  

Para o mel de Apis, o teor de 5-HMF não pode exceder 40 mg.kg-1, já 

para mel produzido em regiões tropicais o teor não deve ser superior a 80 

mg.kg-1 (CODEX, 2001). Para o mel de ASF o teor de 5-HMF não pode 

exceder 40 mg.kg-1 na Amazônia (2016) e no Paraná (2017), Malaysian 

Standarts (2017) preconizou o valor inferior a 30 mg.kg-1, já nos estados da  

São Paulo (2017) e Espírito Santo (2019) foi estabelecido o valor de no máximo 

20 mg.kg-1, e no estado da Bahia (2014) o valor máximo permitido é de 10 

mg.kg-1. 

O teor de 5-HMF apresentou diferença significativa (p=0,00), para 

ambas as amostras, após a aplicação de todos os tratamentos, conforme a 

Tabela 6. O T6 (amostra A e B) diminuiu o valor do 5-HMF quando comparados 

com o T0, e o mel não apresentou granulação após a estocagem sob 

refrigeração. Portanto, esse fato sugere que as condições de tempo e 

temperatura no T6 são adequadas para aumentar a vida útil do mel de ASF, 

sem afetar o teor conteúdo de 5-HMF.  

Após os tratamentos o teor de 5-HMF aumentou à medida que as 

amostras A e B foram submetidas aos T1, T2, T3, T4, e durante o T5. Os 

resultados estão de acordo com estudos de Chaikhan et al. (2016) e Zhao et al. 

(2018), quando o mel de Apis, apresentou aumento significativo no teor de 5-

HMF, após os tratamentos térmicos. Por outro lado, Biluca et al. (2014), 

mostraram a resistência na formação de 5-HMF em mel de treze espécies de 

ASF quando submetidos aos tratamentos com altas temperaturas de 75 °C, 85 
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°C e 95 °C devido à umidade elevada, acidez e predominância de frutose em 

sua composição.  

No T0 o mel obteve valores de 1,10 e 3,94 mg.kg-1 de 5-HMF nas 

amostras A e B, respectivamente. Fato que o mel produzido em regiões 

subtropicais mesmo em temperaturas relativamente baixas, pode elevar o teor 

de 5-HMF naturalmente durante a maturação e manutenção do mel na colmeia, 

sem que o mesmo tenha sido submetido a superaquecimento e/ou ter sido 

adulterado (WHITE et al., 1964; WHITE, 1994; CHUTTONG et al., 2016a). 

No entanto, no mel o teor de 5-HMF ocorre pela degradação dos 

açúcares, como a frutose e principalmente a glicose em meio ácido, formado 

na reação de Maillard (reação de escurecimento não enzimático), além disso, 

pode estar relacionado ao calor que ocorre durante o tratamento térmico 

ocasionando o escurecimento na cor do mel, devido à concentração de açúcar 

e aminoácidos sob condições térmicas (CAN et al., 2015; DE SOUSA et al., 

2016).  

A conservação da cor do mel se relaciona diretamente com a aceitação 

comercial desse produto (CHAIKHAM et al., 2016). Na Tabela 6, pode se 

perceber que os resultados de cor encontrados para mel de M. Quadrifasciata 

apresentaram diferença significativa (p=0,00), decorrente do escurecimento em 

ambas as amostras após os tratamentos. Os resultados estão em 

conformidade com o preconizado pelo Codex (CODEX, 2001) para mel de 

Apis, e sugeridos para mel de ASF de acordo com a Tabela 1, com limite de 

quase incolor a pardo escuro. 

Inicialmente, a coloração do mel no T0, amostra A e B, mostraram uma 

variação de 32,93 mm e 55,26 mm, com cor branco e âmbar claro na escala 

Pfund, respectivamente. Após os tratamentos (T1, T2, T3, T4, T5 e T6), a 

amostra A apresentou valores mínimo de 56 e máximo 80,08 mm Pfund, 

classificada como âmbar claro, enquanto a amostra B variou de 58,85 e 113,30 

mm Pfund, classificada como âmbar claro e âmbar, respectivamente. O T5 foi o 

que mais teve influencia na variação da cor, gerando maior escurecimento no 

mel quando comparado aos demais tratamentos, em ambas as amostras. Fato 

que pode estar relacionado com a decomposição dos açúcares em meio ácido 
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pela reação de Maillard (DE SOUSA et al., 2016), conforme pode ser conferido 

o valor da acidez na Tabela 6.  

O tratamento ultrassônico e aquecido em temperatura baixa, pode 

minimizar a mudança de cor nas amostras, confirmando Chong et al. (2017) 

quando realizaram análise de mel de ASF Kelulut, após tratamento ultrassônico 

e aquecido sob 45, 55, 67, 80 e 90 °C. Em méis florais de Apis houve 

escurecimento após os tratamentos térmicos em alta temperatura (90 °C/5 min) 

quando comparado com o tratamento ultrassônico a 40 kHz. Resultado 

consistente com o T2 a 40 kHz em que teve a menor alteração da cor quando 

comparados com os tratamentos térmicos T1, T3, T4 e T6 (CHAIKHAM et 

al.,2016). A amostra B mostrou-se mais escura que a amostra A, essa 

diferença pode estar relacionada com a origem botânica, fonte de néctar, 

conteúdo de pólen e localização geográfica em que o mel foi produzido 

(ESCUREDO et al., 2014; CAN et al., 2015).  

As enzimas diástase (α e β-amilases) são naturalmente encontradas 

em mel, provenientes das glândulas hipofaringeanas das abelhas e das 

plantas, por isso podem ser consideradas parâmetros indicativos de frescor do 

mel. Além disso, essas enzimas apresentam alto grau de instabilidade frente à 

temperatura elevada durante tratamentos térmicos, estocagem inadequada e 

prolongada que resultam em diminuição da atividade diastásica (PASIAS et al., 

2017).  

A atividade diastásica apresentou diferença significativa (p=0,00) após 

os tratamentos em ambas as amostras. O T1 da amostra A obteve valor de 

8,37 na escala Göthe, valor menor ao encontrado no T0 (18,94 °Göthe). Fato 

que pode estar relacionado ao longo tempo de tratamento térmico que amostra 

foi submetida, 30 °C por 12 horas (PASIAS et al., 2017). O T2 (amostra A e B) 

obteve resultado semelhante ao encontrado no estudo de Chaikham et al. 

(2016), no qual o mel de Apis foi submetido a tratamento ultrassônico (20 kHz 

com 40% de amplitude) por 30 min, o tratamento diminuiu a atividade 

diastásica de 13,87 - 15,12 para 9,69 – 13,5 °Göthe.  

As amostras A e B submetidas ao T6 apresentaram resultados 

estatisticamente significativos (p=0,00), tanto no tempo de estocagem de 365 

dias quanto na temperatura de 4 °C, que variou de 9,89 e 6,20 °Göthe, 
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respectivamente. Esses valores que revelaram significativa queda da diástase 

quando comparados com T0 (17,85 °Göthe), e são consistentes com o declínio 

da atividade diastásica no mel da T. laeviceps (Chuttong et al. (2016a). 

No entanto, ambas as amostras apresentaram valores superiores ao 

máximo de 3 na escala de Göthe,sugerido para mel de ASF (BAHIA, 2014; 

AMAZONAS, 2016). Em contraste, a atividade diastásica de todos os méis 

após os tratamentos térmicos e não térmicos apresentaram valores na faixa 

padrão de no máximo de 40 na escala de Göthe, preconizado para mel de ASF 

(PARANÁ, 2017) e mínimo de 8 °Göthe (IHC, 2009), valor preconizado para o 

mel de abelha Apis. Contudo, o T3, T4 e T5 (amostra A e B), apresentaram as 

melhores condições de tempo e temperatura para evitar danos à qualidade da 

atividade diastásica, conforme Tabela 6. 

O teor de sólidos insolúveis corresponde às impurezas no mel, como 

resíduos de cera, grãos pólen, fragmentos das abelhas, além de outros 

elementos inerentes ao mel como o processamento que foi submetido 

(BRASIL, 2000; SILVA, 2015). O teor de sólidos insolúveis em água não 

apresentou diferença significativa nas amostras A (p=0,98) e B (p=0,97). Os 

resultados da amostra B submetidos ao T1, T2, e T6 excederam o valor de no 

máximo de 0,1% de sólidos insolúveis em mel de ASF preconizados nos 

estados da Bahia (2014), Amazonas (2016), São Paulo (2017), Paraná (2017) 

e Espírito Santo (2019). Em contrapartida, a amostra A submetida aos 

tratamentos térmicos e não térmicos estão em conformidade ao preconizado 

para sólidos insolúveis em mel de ASF de no máximo 0,1% de, conforme a 

Tabela 1.  

A quantidade de cinzas ou resíduo mineral é um indicador de pureza 

do mel. No entanto, quando o valor detectado é acima de 0,5% (IHC, 2009), 

limite máximo recomendado para mel de Apis mellifera, é possível determinar 

irregularidades como à falta de higiene, decantação e/ou filtração do mel no 

final do processo de coleta pelo produtor (EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 

2005). Os dados apresentados na Tabela 6 mostram que os tratamentos não 

interferiram no teor de cinzas, exceto na amostra A que apresentou diferença 

significativa (p=0,00) no T1. 
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Os resultados estão de acordo com o limite de 0,6% preconizado nos 

estados da Bahia (2014) Amazonas (2016), São Paulo (2017), Espírito Santo 

(2019), 0,8% para o estado do Paraná (2017) e de 1,0% proposto por 

Malaysian Standarts (2017), para o mel de ASF. Os tratamentos apresentaram 

valores abaixo de 0,5% recomendados para o mel de Apis Mellifera (IHC, 

2009). No entanto, quando o mel de ASF foi submetido ao T1, tratamento de 

maior exposição e temperatura, produziu maior redução no teor de água e 

consequente aumento da concentração de cinzas.  

No estudo desenvolvido por Chuttong et al. (2016a) o mel de ASF T. 

laeviceps foi submetido à refrigeração (4 ± 2 °C) por 365 dias de estocagem, e 

obteve redução no valor de cinzas de 0,44% para 0,42%, resultado que 

corrobora com a redução de cinzas após T6 nas amostras A e B, como 

mostrado na Tabela 6. O teor de cinzas correlaciona-se com o conteúdo 

mineral e pode ser influenciado pela composição do néctar das plantas que 

também absorvem do solo contaminantes inorgânicos mediante o ar, assim 

como em néctar de plantas urbanas e/ou pesticidas (FELSNER et al., 2004; 

MONIRUZZAMAN et al., 2014). Contudo, o resultado do presente estudo 

sugere que o mel de M. quadrifasciata de ambas as amostras são de 

procedência segura. 

O teor de proteína no mel está associado à presença de pólen, néctar 

das flores e as enzimas introduzidas pelas abelhas durante o processo de 

amadurecimento do mel (HABIB et al., 2014; ABU BAKAR, et al., 2017). Esse 

parâmetro serve como indicador de frescor já que o seu conteúdo pode estar 

reduzido ou ausente em mel adulterado, superaquecido ou armazenado por 

longos períodos (NORDIN et al., 2018). As menores concentrações de proteína 

encontradas no mel de ASF foram após aplicação do T2, T3, T4 e T6 (amostra 

A e B), exceto para T1 e T5 que aumentou os valores e mostrou diferença 

significativa (p=0,00), quando comparados com T0, respectivamente. A 

diferença dos valores do T0 entre as amostras A e B, pode estar relacionada à 

origem botânica distinta da coleta do mel. Não existe regulamento ou legislação 

em termos de conteúdo de proteínas do mel de ASF, parâmetro necessário 

para a rotulagem desse produto. 
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4.1.2 Identificação e quantificação das vitaminas hidrossolúveis do mel de 

Mandaçaia antes e após os tratamentos térmicos 

Na Tabela 7 são descritos os resultados das vitaminas identificadas, 

ácido nicotínico (B3an) e nicotinamida (B3n), onde a soma dos valores 

mensurados para cada um desses vitâmeros resultam no total de niacina, ou 

seja, vitamina B3, e a quantificação da vitamina B9. Na Tabela 7, pode ser 

visualizada a porcentagem da Ingestão diária recomendada Recommended 

Dietary Allowance (RDA) (IOM, 1994), correspondente as vitaminas 

identificadas nas amostras de mel A e B nos tratamentos. 

Comparando o teor de vitaminas B3 entre os tratamentos, podemos 

considerar que houve diferença estatística (p≤0,05) nas amostras A e B. Foi 

possível observar que o T4 da amostra A e B obtiveram os maiores valores de 

B3 com 2,27 e 4,09 mg.100-1, respectivamente, comparado aos demais 

tratamentos. Em contrapartida, o T6 revelou os menores valores de B3 na 

amostra A 1,29 mg.100-1 e na B com 2,75 mg.100-1.   
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O consumo de 20 g de mel de M. quadrifasciata representa 2,81% da 

vitamina B3 quando submetido ao T1 e T4 (amostra A), e para amostra B o T3 

e T4 com 4,69 e 5,13%, respectivamente, apresentando valores superiores 

quando comparados com o T0 de ambas as amostras. Para a vitamina B9 após 

os tratamentos térmicos, o T5 apresentou 91% do consumo diário necessário 

de B9 em 20 g de mel. Sendo assim, a diferença do aporte geral percentual da 

RDA é necessária uma alimentação variada e saudável para os complementos 

dos vitâmeros B3 e B9. 

Além disso, a determinação de vitaminas em alimentos é muitas vezes 

uma tarefa desafiadora devido à sua instabilidade. As condições em que o mel 

pode ser submetido como o envelhecimento, armazenamento, exposição à luz, 

umidade, pH e temperatura de processamento causam perda de vitamina 

(LEŠKOVÁ et al., 2006). Um fato que parece contraditório, que ocorreu no T4 

(amostra A e B) que causou a concentração da vitamina B3 quando comparado 

ao T0, isso leva a crer que o tratamento foi eficiente e não causou perdas da 

vitamina B3. 

Verificando a concentração da vitamina B9, a análise de determinação 

revelou que na amostra A não continha ácido fólico suficiente para ser 

quantificado. Já a amostra B, apresentou diferentes concentrações de B9 após 

os tratamentos, mostrando maior concentração no T5 com 1,09 mg.100g−1, e a 

redução significativa no T6 com 0,30 mg.100g−1. Ciulu et al. (2011), sugerem 

que a origem botânica influencia significativamente no conteúdo de vitaminas 

disponíveis no mel, fato que possa justificar a divergência na composição de 

B9 das amostras A e B, por terem sido produzidas em lugares diferentes. Outro 

fator que causa perda de vitaminas no mel pode estar relacionado ao manejo 

do mel após a coleta, tal como a filtração para comercialização do produto, que 

pode reduzir o conteúdo vitamínico devido à remoção quase completa do pólen 

(CIULO et al.,2011). 

A ingestão diária recomendada (RDA) (BRASIL, 2005 para niacina (B3) 

e ácido fólico (B9), é de 16 mg/dia e 240 μg/dia, respectivamente. Ao analisar 

as amostras A e B, percebe-se uma alta porcentagem desses compostos, que 

ultrapassam o estabelecido. Para o cálculo do percentual da RDA foi 

considerada uma porção de 20 mg/dia de mel.  



58 

 

4.1.3 Contagem microbiológica 

A análise microbiológica avaliou a eficiência dos tratamentos térmicos 

na redução da carga microbiana e o efeito na manutenção da bactéria ácido 

láctica (BAL) do mel de M. Mandaçaia, conforme pode ser visualizado na 

Tabela 8. 
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A faixa de Aw para o desenvolvimento de microrganismo depende da 

classe. Para fungos é em torno de 0,70, 0,80 para leveduras e 0,90 para 

bactérias (GLIETER et al., 2006). Logo, as amostras de ASF da espécie M. 

quadrifasciata submetidas aos diferentes tratamentos térmicos e não térmicos 

que registram Aw ≤0,80, sugerem ser seguras em relação ao crescimento de 

leveduras e bactérias. Os T2, T3, T4, T5, e T6 apresentaram valores de Aw 

>0,70 e são suscetíveis ao desenvolvimento de fungos, no entanto, os 

resultados das análises microbiológicas apresentados na Tabela 8 demonstram 

que os méis das amostras A e B são seguros para o consumo humano. 

As bactérias do ácido láctico (BAL) encontradas no mel provenientes 

do intestino das abelhas têm efeito benéfico ao indivíduo devido ao alto 

potencial probiótico e antimicrobiano (QUINOÑES-VARQUEZ et al., 2017). 

Com isso, é importante que a BAL seja mantida após o tratamento aplicado no 

mel, uma vez que, sua presença preserva as qualidades nutricionais e inibe a 

deterioração do produto mediante ação sobre das bactérias patogênicas 

(HASALI et al., (2015). 

As amostras A e B apresentaram médias 5,68 e 5,49 Log10 CFU/g, 

respectivamente, de BAL no T0, que sugere procedência segura dos méis. Os 

tratamentos com o menor impacto sobre a BAL foram os T2, T3 e T4, com 

divergência no T2, que registrou 5,60 Log10 UFC/g (amostra A) e 0,00 Log10 

UFC/g (amostra B). As BAL são pertencentes ao grupo de bactérias gram-

positivas que são mais resistentes que as gram-negativas, em razão da parede 

celular mais espessa, o que proporciona uma melhor proteção contra os efeitos 

do tratamento ultrassônico (SUHARTATIK et al., 2014).  

Vale ressaltar que a resistência de diferentes microrganismos depende 

de fatores como as propriedades do meio, parâmetros do processo 

(ZINOVIADOU et al., 2015), e/ou a possível diferença da procedência do mel, o 

que pode justificar a redução total da BAL na amostra B. No entanto, os 

tratamentos T1, T5 e T6, eliminaram as BALs, em ambas as amostras.  

A presença de bactérias mesófilas, dos bolores e das leveduras está 

relacionada com a deterioração dos alimentos (OLIVEIRA et al., 2013). Na 

contagem de aeróbios mesófilos, disposto na Tabela 8, foi possível notar 

diferença significativa (p=0,00) entre os tratamentos na amostra B.  
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Embora, o T1, T5 e T6, das amostras A e B, tenham resultado na 

redução da contagem bacteriana de aeróbio mesófilo, ±1,77, ±3,39 e ±3,02 

Log10, respectivamente, eliminaram as BALs. 

Após a aplicação de T2 nas amostras A e B, houve a redução dos 

mesófilos com menores valores que o T3 e T4. Janghu et al. (2017), 

identificaram menores contagens de bactérias mesófilas após o mel sonicado, 

quando comparado com processamento térmico a 65 °C, que corrobora com os 

resultados obtidos na Tabela 8.  

No mel de ASF a presença de bolores e leveduras está associada com 

a alta umidade e devido à sua microbiota que é rica em fungos. No entanto, 

não há relatos que pela ingestão de mel ocorra doenças causadas por esses 

microrganismos. Porém, um dos fatores negativos que pode causar a presença 

desses microrganismos é a fermentação do mel que reduz sua vida útil 

(GRABOWSKI; KLEIN, 2017). Após o T1 e T5, amostras A e B, foi verificada a 

redução desses microrganismos no mel, dessa forma, os resultados obtidos 

estão de acordo com os parâmetros microbiológicos recomendados para o mel 

de ASF (BAHIA, 2014; AMAZONAS, 2016; SÃO PAULO, 2017; PARANÁ, 

2017; ESPÍRITO SANTO, 2019) e para o mel de Apis mellifera (BRASIL, 2001).  

Em contrapartida, o T1 e T5 (amostra A e B) eliminaram as BALs que 

são consideradas bactérias benéficas à saúde humana, e, portanto, 

desfavorável após os tratamentos. No entanto, pode-se notar que os 

parâmetros microbiológicos preconizados pela legislação para mel de Apis são 

incompatíveis aos parâmetros obtidos no mel de ASF, tornando as 

comparações inadequadas (VIT et al., 1994; ODDO et al., 2008; 

MONIRUZZAMAN et al., 2014; BILUCA et al., 2016; CHUTTONG et al., 2016b). 

As análises de coliformes totais, Escherichia coli e Salmonella spp., 

indicaram ausência desses microrganismos na composição das amostras A e 

B. Os tratamentos térmicos e não térmicos aplicados no mel de M. Mandaçaia 

indicaram que os melhores resultados obtidos foram T1 e T5 sendo eficazes na 

redução da contagem total de bactérias aeróbio mesófilo, bolores e leveduras. 

No T1, devido à redução da atividade água que cria um ambiente inóspito para 

a proliferação desses microrganismos e no T5 pode ter sido pela influencia do 

pH baixo, que contribuiu para as propriedades inibitórias sob o crescimento 
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microbiano no mel (ADADI; OBENG, 2017). Em contrapartida, houve a 

destruição das bactérias lácticas nos respectivos tratamentos em ambas as 

amostras. 

Os valores das bactérias aeróbios mesófilos após os tratamentos estão 

de acordo com o padrão preconizado pela legislação Código Alimentar 

Argentino (CAA, 1998), que tem nível máximo permitido de 106 UFC g-1 para 

subprodutos de origem animal, o que confere segurança alimentar no consumo 

dos méis. Assim, pode se notar que os tratamentos térmicos e não térmicos 

foram eficazes na redução de aeróbio mesófilo nas amostras A e B.  

Os resultados sugerem que os tratamentos T2, T3 e T4 apresentaram 

eficácia sobre a redução dos microrganismos deteriorantes e não ocasionaram 

danos as BALs. O método de T4 resultou em menor sobrevivência de aeróbio 

mesófilo, bolores e leveduras devido à temperatura elevada. 

Assim, pode-se dizer que os tratamentos T2, T3 e T4, aplicados ao mel 

reduziram as bactérias mesófilas e mantiveram as BALs, microbiota benéfica 

do mel.  

4.1.4 Atividade antimicrobiana do mel de Mandaçaia após os tratamentos 

térmicos 

Para avaliar a atividade antimicrobiana foram considerados os valores 

de CIM concentração (μL/mL) de mel de M. Mandaçaia, necessários para inibir 

os microrganismos S. aureus, C.albicans, Salmonella typhimurium, E. coli, 

respectivamente (Figura 6). 
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Na avaliação de inibição do S. aureus, para a amostra A, foram 

encontrados mínimos e máximos de CIM de 0,78 e 12,5 μL/mL, T0 e T6, 

respectivamente. Para a amostra B, os valores obtidos foram de 1,56 para T0, 

T2 e T3 e 25 μL/mL para T6, conforme mostra a Figura 6A. Em ambas as 

amostras o mel in natura foi o que mostrou maior eficiência para inibição da 

cepa, uma vez que, foram necessárias menores concentrações de mel quando 

comparado aos demais tratamentos. Os testes realizados por Nishio et al. 

(2014), mostraram que as cepas de S. aureus foram sensíveis quando 

submetido ao mel de M. Mandaçaia, com CIM de 2,5 μL/mL.  

O S. aureus é o microrganismo mais resistente à ação antimicrobiana 

do mel de meliponíneos (DARDÓN; ENRÍQUEZ, 2008; BOORN et al., 2010, 

BORSATO et al., 2013). Assim, para manter atividade antimicrobiana o ideal 

seria dispensar o tratamento térmico do mel de ASF. O T5 foi mais eficiente na 

inibição do S. aureus dentre os tratamentos aplicados ao mel para a amostra A, 

provavelmente esse fato pode estar relacionado a acidez que aumentou após a 

submissão do T5. Na amostra B os tratamentos que ocasionaram o aumento 

da acidez, T2 e T3, também foram mais eficientes na inibição deste 

microrganismo com CIM de 1,56μL/mL. De acordo com Santos et al. (2007), o 

pH ótimo de crescimento do S. aureus é de 7, fato que justifica a maior inibição 

devido os tratamentos que ocasionaram redução no pH do mel.  

Para Salmonella typhimurium os tratamentos T0, T5 e T6, aplicados na 

amostra A, mostraram maior potencial antimicrobiano com CIM 3,13, 3,13 e 

1,56 μL/mL, respectivamente. Na amostra B, todos os tratamentos 

apresentaram a CIM de 6,25 μL/mL, exceto para T1 que foi preciso 12,5 μL/mL 

de mel para inibir a cepa. Contudo, para garantir a segurança na inibição da 

Salmonella typhimurium, sugere-se e seja utilizado 12,5 μL/mL de mel de M. 

Mandaçaia, de ambas as amostras, A e B. 

Para C. albicans o T0, T5 e T6 (amostra A), exerceram maior potencial 

de inibição, no qual foram encontrados os menores valores de CIM 0,39 μL/mL, 

enquanto para a amostra B o T6 obteve a menor CIM, também de 0,39 μL/mL. 

Em ambas as amostras, foi possível perceber que a refrigeração, T6, se 

mostrou um processo eficaz para inibição do microrganismo. Segundo Silva 

Neves et al. (2006), a temperatura ótima de crescimento da C. albicans é de 30 
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°C, assim, percebe-se que a refrigeração reduz consideravelmente o 

crescimento desse microrganismo, justificando os melhores valores para T6. 

A análise de E. coli mostrou o CIM do T0 com 1,56 e 0,78 μL/mL, das 

amostras A e B, respectivamente, sugere maior inibição do crescimento da 

cepa, seguido do T2, T3, T5 e T6 (amostra A), e T2, T3 e T5 (amostra B). 

Assim, os ensaios de diluição do mel em microplacas, revelaram que todas as 

amostras de mel inibiram o crescimento de microrganismos gram-negativo e 

gram-positivo de maneira dependente da concentração e tratamento térmico 

aplicado ao mel de ASF. Esses resultados são compatíveis com Nishio et al. 

(2014), que avaliaram a atividade antibacteriana do mel de abelha M. 

Mandaçaia em cepas de S. aureus, Salmonella entérica, E. coli e P. 

aeruginosa. Após os tratamentos aplicados nas amostras A e B o T2, T3 e T5 

apresentaram os melhores valores de CIM, conforme Figura 6. 

É possível observar que os microrganismos testados foram sensíveis 

as amostras A e B nas concentrações testadas, antes e após os tratamentos 

térmicos. Para T0 (amostra A e B) foi necessário a menor concentração de mel 

de M. quadrifasciata para inibir as cepas testadas. Esse fato pode estar 

relacionado à possibilidade do mel possuir diferentes microrganismos, e pode 

estar ocorrendo à competição entre eles. Assim, esse mecanismo pode evitar a 

propagação de patógenos, tipicamente com os benéficos (RAMOS et al., 

2013).  

De modo geral, em ambas as amostras A e B, para garantir a 

segurança na utilização do mel de M. Mandaçaia como agente antimicrobiano, 

foi necessário utilizar a CIM de 25,00μL/mL de mel para inibir S. aureus, 

Salmonella, C. albicans E. coli. Além disso, vale ressaltar que o T5 (amostra A 

e B) com CIM máximo de 6,25 μL/mL, pode ser considerado uma alternativa 

viável, de baixo custo e ecologicamente sustentável para ser utilizado como 

antibióticos. 
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4.2 ENSAIO EXPERIMENTAL DE VIDA DE PRATELEIRA 

4.2.1 Característica físico-química 

Na Tabela 9 estão dispostos os parâmetros físico-químicos de 

umidade, atividade de água, pH, acidez total, 5-HMF, cor, atividade diastásica, 

sólidos insolúveis em água, cinzas e proteínas, antes e após o aquecimento em 

temperatura de 65 °C sob o mel de ASF da espécie Melipona quadrifasciata 

avaliados em 5 períodos até totalizar 365 dias. 
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O teor relativamente alto de umidade do mel de ASF é um fenômeno 

comum e pode apresentar problemas na estocagem do mel (CHONG et al., 

2017). Os resultados de umidade, obtidos no ensaio de vida de prateleira do 

mel da ASF, apresentaram diferença significativa (p=0,00) da amostra em Cin 

com relação à análise de C365. Pois, a umidade apresentou redução ao longo 

do tempo. No entanto, a amostra Cin apresentou umidade em conformidade 

com o limite de 40% preconizados nos estados de São Paulo (2017), e Espírito 

Santo (2019) os demais tratamentos exceto C180 e C270 estão de acordo com 

35% de umidade, valor estabelecido pelos estados da Bahia (2014), Amazonas 

(2016), Paraná (2017) e no Malaysian Standarts (2017). 

A Aw não apresentou diferença significativa (p=0,34) com o passar do 

tempo. Porém, na Tabela 9 pode ser visualizado que o valor da Aw da amostra 

no Cin de 0,80 baixou para 0,78 no C0 e C90. No decorrer da estocagem em 

C180, C270 e C365 houve aumento para 0,79 sugerindo que o parâmetro se 

manteve estável. Esses resultados são compatíveis com os apresentados por 

Chong et al. (2017), em que o mel de ASF Kelulut submetido ao processo 

térmico de 90 °C por 120 minutos obteve a Aw de 0,795 em comparação com 

sua forma não tratada de  Aw  0,767, no tratamento ultrassônico realizado sob 

as mesmas condições de tempo e temperatura, e em temperaturas moderadas 

de 45 °C e 55 °C a Aw e o teor de umidade aumentaram. Os resultados 

encontrados no presente estudo, conforme Tabela 9, estão em conformidade 

com o parâmetro de Aw estipulado para mel de ASF, com limite de 0,52 a 0,80 

definidos por São Paulo (2017) e Espírito Santo (2019). 

O pH do mel de M. quadrifasciata submetido ao aquecimento a 65°C 

apresentou diferença significativa (p=0,00), nos seis pontos de análise no 

decorrer da vida de prateleira. O pH de 3,74 na amostra Cin apresentou 

diminuição gradativa a partir do C0 na faixa de 3,64 até o mínimo encontrado 

de 2,80 no C365, e consequente aumento da acidez total. 

Os resultados encontrados por Chuttong et al. (2016a) mostraram 

semelhança na reação do pH do mel de ASF T. laeviceps, no qual a tendência 

de queda foi significativa com valores de 3,7 para 3,4, durante a estocagem de 

365 dias sob a temperatura de 45 °C.Ribeiro et al. (2018), estudaram os efeitos 

do aquecimento a 65 °C nas características físico-químicas em temperatura 
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controlada de 20 e 30 °C, no mel Tiúba (ASF), e observaram que esse 

tratamento térmico também levou a redução do pH no produto. A redução dos 

valores do pH dos méis tratados pode ser decorrente da aceleração térmica da 

concentração do íon hidrogênio via processo de decomposição de alimentos, 

como a hidrólise (CHAIKHAM et al., 2016).  

O valor de pH sugerido (SÃO PAULO, 2017; ESPÍRITO SANTO, 2019) 

tem como limite entre 2,9 a 4,5, no Paraná (2017) o valor máximo é de 4,7 e 

para Malaysian Standarts (2017) o valor permitido está entre 2,5 a 3,8. Assim, 

o pH encontrado na amostra C está em conformidade com os parâmetros 

preconizados. A estabilidade do mel pode ser prevista avaliando o pH e a 

acidez titulável, que são parâmetros importantes na extração e estocagem, pois 

influenciam a textura, estabilidade e prazo de validade (TERRAB; HEREDIA, 

2002).  

O resultado da acidez total apresentou diferença significativa (p=0,00), 

quando submetido à estocagem de 365 dias. O mel in natura (Cin) com 60,43 

meq.kg-1, mostrou aumento ao ser submetido ao aquecimento a 65 °C, e no 

decorrer da vida de prateleira o teor de acidez obteve aumento até 69,25 

meq.kg-1 no C365, que são compatíveis ao mel Tiúba (ASF), submetido ao 

aquecimento a 65 °C com valor de 23,87 meq.kg-1 para 21,36 meq.kg-1 

(RIBEIRO et al., 2018). Altos níveis de acidez no mel podem indicar que 

ocorreu fermentação de açúcares por microrganismos endógenos, em 

condições favoráveis de umidade e Aw, resultando em aumento da acidez 

titulável e redução do pH (FINOLA et al., 2007).  

A pesquisa realizada por Chuttong et al., (2017), corrobora com os 

resultados encontrados no presente estudo no qual a acidez total aumentou em 

relação ao tempo de estocagem e temperatura de 4 ° C, 30 ° C e 45 ° C por 6 a 

12 meses no mel de ASF T. laeviceps.  

A acidez total do mel de ASF, disposto na Tabela 9, foi inferior que o de 

máximo de 80 meq.kg-1 (AMAZONAS, 2016). Contudo, o mel de M. 

quadrifasciata da amostra C in natura (Cin), apresentou o valor de 60,43 

meq.kg-1, e está em conformidade com o parâmetro vigente de 60 meq.kg-1 no 

estado do Paraná (2017), exceto para os estados da Bahia (2014), São Paulo 

(2017) e do Espírito Santo (2019) com o limite máximo de 50 meq.kg-1. 
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Entretanto, após a amostra C ser submetida ao aquecimento a 65 °C os 

valores de acidez ultrapassam ao recomendado de 50 meq.kg-1 (PARANÁ, 

2017) e 60 meq.kg-1 (BAHIA, 2014; SÃO PAULO, 2017; ESPÍRITO SANTO, 

2019). Confirmando Chuttong et al. (2017a), quando a acidez aumenta de 

acordo o tratamento e tempo de estocagem.  

Considerando que a acidez do mel é decorrente da variação de ácidos 

orgânicos de diferentes floradas e consequentemente néctar, sugere-se 

reavaliar o valor máximo de acidez permitido para o mel de ASF, de acordo 

com a variabilidade de espécie, condição geográfica e composição físico-

química. 

O teor de 5-HMF por ser resultante do aquecimento em temperaturas 

elevadas e/ou tempo prolongado de estocagem (FREITAS et al., 2010; DE 

SOUSA et al., 2016), pode ser um parâmetro usado para controlar o tratamento 

térmico o aquecimento do mel. O conteúdo de 5-HMF altera o valor nutricional 

do mel e pode indicar que houve perda de enzimas, principalmente diástase 

(ARAÚJO et al., 2006). 

O teor de 5-HMF apresentou diferença significativa (p=0,00). O valor 

inicial de 0,90 mg.kg-1, da Cin do mel da ASF M. quadrifasciata Cin obteve 

aumento ao ser submetido ao aquecimento a 65 °C, mostrando valor de 2,99 

mg.kg-1 no C0, e no decorrer da vida de prateleira houve aumento gradativo até 

o valor de 9,93 mg.kg-1 no C365, como mostrado na Tabela 9.  

Estudo realizado por Chuttong et al. (2016a), apresentaram reações 

semelhantes em mel de ASF T. laeviceps, em que o parâmetro 5-HMF obteve 

aumento estatístico significativo no mel fresco após os a estocagem de 12 

meses sob 30 ° C e 45 ° C, no qual apresentou  a variação de 2,2 a 68,8, no 

mel fresco e após 12 meses subiu para valores extremamente altos de 744,52 

e 7551,02 mg.kg-1, respectivamente. Fato que pode ser atribuído ao tratamento 

térmico e período de estocagem, nesse período, sacarídeos e aminoácidos 

abundantes no mel pode contribuir para aceleração na reação de Maillard, 

resultando na geração de produtos não saudáveis, como o 5-HM5 (TURHAN et 

al., 2008), composto constituído por furosina, furano, e acrilamina, que 

posteriormente afetariam a qualidade do mel (LEE et al., 2016). Além disso, o 

aquecimento causa mudança na cor (FRAUSTO-REYES et al., 2017), e os 
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aminoácidos livres que são importantes componentes ativos e podem ser 

potenciais indicadores sensíveis ao calor no mel (ALVAREZ-SUÁREZ,  et al., 

2010).  

O conteúdo permitido de 5-HMF varia de no máximo 10 mg.kg-1 para o 

Estado da Bahia (2014), 20 mg.kg-1 para São Paulo (2017), Espírito Santo 

(2019) de 30 mg.kg-1e no Malaysian Standarts (2019) de até 40 mg.kg-1, 

mesmo valor estipulado pelos Estados do Amazonas (2016) e Paraná (2017). 

Assim, como o Codex (2001), estabelece que o teor de 5-HMF do mel de Apis 

após processamento e/ou mistura não deve ser superior a 40 mg.kg-1. No 

entanto, no caso de mel de origem declarada de países ou regiões com 

temperaturas ambientes tropicais, bem como misturas desse mel, o teor de 5-

HMF não deve ser superior a 80 mg.kg-1. 

Os resultados obtidos na Tabela 9, para o conteúdo de 5-HMF, estão 

em conformidade com os parâmetros anteriormente descritos. Estes resultados 

sugerem o conteúdo de 5-HMF aumenta à medida que o mel de ASF M. 

quadrifasciata é aquecido, conforme o aquecido a 65 °C e estocagem como o 

de 365 dias. Assim, o 5-HMF deve ser monitorado independente do tratamento 

pois esse composto aumenta à medida que o mel é aquecido ou armazenado 

por longos períodos em temperaturas mais altas (ÁVILA et al., 2018).  

Além disso, o 5-HMF pode interferir na coloração do mel que depende 

também de outros fatores, como florada e teor de cinzas (ALVES et al., 2013). 

Assim, a cor do mel de M. quadrifasciata tornou-se mais escura após ser 

aquecido a 65 °C e apresentou diferença significativa (p=0,00), no decorrer da 

vida de prateleira. A cor do mel fresco (Cin) apresentou um valor na faixa de 

45,23 mm na escala Pfund, denominado como âmbar extra claro. Após o 

aquecimento e tempo de estocagem de 365 dias. A Tabela 9 ilustra que a 

intensidade da cor do mel aumentou gradativamente no decorrer da 

estocagem.  

O mel tornou-se mais escuro após o aquecimento a 65 °C com 51,42 e 

62,32 nm Pfund (classificados com âmbar claro), no ponto C0 e C365, 

respectivamente. O mel de ASF Kelulut submetido a tratamento de 45 a 90 °C 

e tempo de tratamento de 30 a 120 minutos, registrou maior intensidade na cor 

do mel quando este foi submetido a 90 °C por 120 min (Chong et al., 2017). O 
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mel tornou-se mais escuro após o método que levou mais tempo e maior 

temperatura, como resultado do escurecimento não-enzimático pela reação de 

Maillard (CAN et al., 2015).  

Após o ensaio de vida de prateleira da amostra de mel de ASF, que foi 

submetido ao tratamento térmico, foi observado que a cor, independentemente 

do tempo, permaneceu no limite de estipulado de incolor a pardo-escuro, 

conforme pode ser visto na Tabela 9. A cor do mel depende de vários fatores, 

como o conteúdo mineral, os méis claros costumam ter baixo teor de cinzas, 

enquanto méis escuros geralmente apresentam maior teor de cinzas (ALVES et 

al., 2013).  

Assim, a partir do presente estudo ficou evidente que a cor do mel 

sofreu escurecimento a partir do aquecimento a 65 °C, e, que a cor se 

intensifica à medida que o mel é armazenado em temperatura ambiente (25 

°C), sendo assim, no último tempo avaliado, 365 dias, como resultado teve-se o 

mel mais escuro.  

Fatores como exposição à luz, calor e tempo de estocagem, com como 

as reações não-enzimáticas podem afetar esse parâmetro (DE SOUSA et al., 

2016). Os resultados da atividade diastásica obtidos revelam diferença 

significativa (p=0,00) e mostram tendência de queda da diástase do mel de M. 

quadrifasciata aquecido a 65 °C. No decorrer da estocagem, os seis pontos de 

análise apresentaram valores menores da atividade enzimática, com valor de 

12,41 no Cin para 9,87 no C0, respectivamente. Assim, a atividade da enzima 

no mel foi ligeiramente diminuída ao ser aquecido, e no C365 não foi possível 

detectar a atividade diastásica. Fato esperado, pois a estocagem e o 

aquecimento são condições que afetam a atividade diastásica no mel 

(BOGDANOV et al., 2004). 

Em estudo realizado por Chuttong et al. (2016a) com mel de ASF T. 

laeviceps-pagdeni  a atividade diastásica do mel armazenado a 30 °C por 6 e 

12 meses diminuiu progressivamente. A maior mudança na diástase foi do mel 

armazenado a 45 °C por 12 meses (0,4 ± 0,5 unidades Schade). Aos 30 e 45 

°C de estocagem, a diástase aos 6 e 12 meses diminuiu em 45 e 78% e 80 e 

82%, respectivamente. 
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Os valores de atividade diastásica encontrados estão em conformidade 

com o máximo de 40 °Göthe permitido no Estado do Paraná (2017) e fora dos 

parâmetros de 0,3 °Göthe estipulados nos estados da Bahia (2014) e no 

Amazonas (2016). 

A enzima diastásica, incluindo α e β-amilases, aparecem naturalmente 

nos méis florais e seu conteúdo depende das fontes florais e da origem 

ecológica do mel (DA SILVA et al., 2016). Além disso, a diástase origina-se das 

secreções de saliva das abelhas, e relevante para o perfil enzimática específica 

da espécie de abelha (FUENMAYOR et al., 2013). As enzimas são adicionadas 

pela abelha durante a coleta e o amadurecimento do néctar em mel. Alguns 

néctares são mais espessos que os outros, então os menores polens precisam 

de menos modificações pelas abelhas (WHITE, 1994). Os níveis de diástase no 

mel de ASF variam com um intervalo de 2,4-21,3 e 9-23,0 °Göthe nos estudos 

de Vit et al. (2013) e Souza et al. (2006), respectivamente.  

Os sólidos insolúveis em água apresentado na Tabela 9, apresentaram 

diferença significativa (p=0,00) nos pontos avaliados. A amostra Cin passou de 

0,15% para 0,17% após ser submetido ao aquecimento a 65 °C (C0), e se 

manteve estável no C90, C180, C270 e C365, além disso, não atenderam o 

limite máximo de 0,1% de sólidos insolúveis (BAHIA, 2014; SÃO PAULO, 2017; 

PARANÁ, 2017; MALAYSIAN STANDARTS, 2017; ESPÍRITO SANTO, 2019) 

para o mel de ASF. 

O resultado do teor de cinzas não apresentou diferença significativa 

(p=0,99), mas o valor variou de 0,10% no Cin, e se manteve estável com 

0,13% de cinzas, no mel aquecido nos demais pontos de análises. Chuttong et 

al. (2016a) estudaram o efeito do teor de cinzas do mel de ASF T. laeviceps 

fresco armazenado sob a temperatura de 4, 30 e 45 °C por 6 e 12 meses, e os 

níveis de cinza aumentaram sob todas as condições testadas, mas, foram tão 

leves que não apresentaram diferença significativa para o tempo e temperatura 

estudados. 

O teor de cinzas tem valor diferenciado do limite padrão em alguns 

estados do Brasil, como na Bahia (2014), Amazonas (2016) São Paulo (2017) e 

no Espírito Santo (2019), máximo de 0,6%, e no estado do Paraná (2017) é de 

0,8%, para Malaysian Standarts (2017) o limite máximo permitido é de 1%. O 
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teor de cinzas da amostra C, tanto no Cin quanto no mel aquecido a 65 °C 

apresentou conformidade com os parâmetros estipulados para mel de ASF, 

conforme Tabela 9. 

O resultado do teor de proteína não apresentou diferença significativa 

(p=0,99) com o valor de 0,57%, no C365 quando comparado com o Cin e C0, 

de 0,84 e 0,78%, respectivamente, após o tempo de estocagem, como descrito 

na Tabela 9. O teor proteína não é estendido como parâmetro determinado 

para o mel de ASF. 

Em relação à vitamina do complexo B e o respectivo vitâmeros B3 

identificado e quantificado na amostra C, foi possível perceber que o mel de M. 

quadrifasciata ao ser submetido ao aquecimento, concentrou a vitamina B3 

apresentando diferença significativa (p=0,01), quando comparado com T0 (1,34 

mg.100g−1) e 1,84 mg.100g−1 no C0. Com o tempo de estocagem a vitamina 

demonstrou-se como limitante para a vida de prateleira deste produto já que 

ocorreram perdas significativas no C180, não sendo possível detectar o 

micronutriente após 270 dias do tratamento térmico no mel. 

4.2.2 Contagem microbiológica 

A eficiência do aquecimento a 65 °C na redução da carga 

microbiológica do mel de ASF da espécie M. quadrifasciata foi avaliada 

mediante contagem de bactérias ácido láticas (BAL), bactérias aeróbio 

mesófilo, bolores e leveduras, coliformes totais, Escherichia coli e Salmonella 

spp., como mostra a Tabela 10.  
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TABELA 10 – VALORES DA LETALIDADE DE AERÓBIO MESÓFILO, BACTÉRIA ÁCIDO 
LÁTICA, BOLORES E LEVEDURAS, COLIFORMES TOTAIS, E. COLI, E SALMONELLA SPP. 
NO MEL DE MELIPONA MANDAÇAIA APÓS O AQUECIMENTO A 65 °C 
Amostra Microrganismo 

 Aeróbio 
mesófilo  

(Log10 

UFC.g-1) 

Bactéria 
ácido láctica   
(Log10 UFC.g-

1) 

Bolores e 
Leveduras 

(Log10 

UFC.g-1) 

Coliformes 
totais 

(NMP/g) 

Escherichia 
coli 

(NMP/g) 

Salmonella 
spp. (25g) 

Cin 2,96±0,30d 2,94±0,08b 3,02±0,20c ND ND Ausente 

C0 1,57±0,30c 0,26±0,45ª 1,27±0,01a ND ND Ausente 

C90 0,92±0,02b 0,00±0,00a 1,06±0,76a ND ND Ausente 

C180 0,39±0,35ab 0,00±0,00a 0,58±0,51ab ND ND Ausente 

C270 0,00±0,00a 0,00±0,00a 0,36±0,10ab ND ND Ausente 

C365 0,00±0,00a 0,00±0,00a 0,00±0,00b ND ND Ausente 

p 0,00 0,00 0,00 - - - 

Tempo de análise: Cin (in natura); C0 (ponto zero); C90 (90 dias); C180 (180 dias); C240 (240 
dias) e C365 (365 dias); 
Valores expressos como média ± desvio padrão. Letras diferentes na mesma coluna indicam 
diferença significativa entre médias de acordo com teste de Tukey (p<0,05). 

Na contagem da BAL do mel ASF in natura (Cin), foi possível verificar 

valor de 2,94 Log10 (Cin), sugerindo concentração significativa de 

microrganismos benéficos. Porém, ao ser submetido ao tratamento térmico a 

contagem apresentou redução significativa com valor de 0,26 Log10, no ponto 

zero do aquecimento (C0). A partir do C90 com valor de 0,00 Log10, não foi 

detectado a BAL até completar 365 dias de estocagem. Foi possível perceber 

que o aquecimento eliminou o microrganismo benéfico do produto. 

Na contagem de aeróbio mesófilo, foi relatada a redução desse 

microrganismo ao passar do tempo, sendo que, a contagem no Cin foi de 2,96 

Log10 UFC/g valor em conformidade com o padrão preconizado pela legislação 

Código Alimentar Argentino (CAA, 1998), no qual tem o nível máximo permitido 

de 106 UFC g-1, C0 obteve a média de ±1,39 Log10 na redução do 

microrganismo. A partir do C270 não foi possível detectar o microrganismo. 

Para bolores e leveduras as contagens apresentaram redução 

significativa (p=0,00) na amostra C após ser submetida ao aquecimento a 65 

°C. O Cin registrou valor inicial de 3,02 Log10UFC/g, assim, encontra-se em 

conformidade com legislação vigente (BRASIL, 2000). Após o impacto da 

pasteurização a carga microbiana foi ligeiramente diminuída, e obteve uma 

média de ±1,94 Log10 UFC/g na redução do microrganismo, sendo assim, a 
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redução foi subsequente até completar 365 dias de estocagem, com valor de 

0,00 Log10 UFC/g no C365.  

Foi observada a ausência de coliformes totais, E. coli e Salmonella, em 

conformidade quanto ao padrão de identidade e qualidade do mel (BRASIL, 

2000), estando de acordo com os padrões exigidos para mel de ASF, conforme 

descrito na Tabela 10. 

A amostra C apresentou baixa contagem microbiana indicando boa 

qualidade higiênico-sanitária, assim como, a eficiência da pasteurização a 65 

°C na redução dos microrganismos. Em contrapartida, a contagem da BAL foi 

reduzida completamente na composição do mel aquecido após 90 dias de 

estocagem, indicando-se assim que o mel de ASF da espécie M. quadrifasciata 

perde a propriedade terapêutica proporcionada pela BAL ao ser submetido a 

essas condições. 

4.2.3 Atividade antimicrobiana do mel de Melipona Mandaçaia aquecido a 65 

°C 

Para avaliar a atividade antimicrobiana, foram considerados valores de 

CIM em concentração de (μL/mL) de mel de M. Mandaçaia, utilizado para inibir 

os microrganismos S. aureus, Salmonella typhimurium, C. albicans e E. coli, 

respectivamente, como mostrado na Figura 7.  
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Para o microrganismo S. aureus, Figura 8, foi observado que houve 

uma redução no potencial antimicrobiano do mel com o passar do tempo, 

sendo que, no C365 foi necessária uma concentração de mel (25 μL/mL), maior 

quando comparada aos demais tempos, no Cin a concentração utilizada foi de 

0,78 μL/mL.  

Para a Salmonella typhimurium, Figura 7B, foi observado que houve 

pouca variação na concentração inibitória mínima. O Cin e o C0 tiveram-se as 

mesmas concentrações de 3,13 μL/mL e, a partir do C90 até o C365 os valores 

permaneceram constantes (6,25 μL/mL). 

 Na análise de CIM para C. albicans o Cin, C0 e C90 exerceram maior 

potencial antimicrobiano, no qual foram encontrados os menores valores de 

CIM 0,39 μL/mL de mel, se mostrando eficaz para inibição do microrganismo. 

Posteriormente, foi possível perceber que no C180 houve variação no CIM, 

com maior concentração de mel de 3,13 μL/mL. Embora no C270 aumentou 

potencial antimicrobiano, sendo necessária menor quantidade de mel com 1,56 

μL/mL, após isso o valor de CIM apresentou estabilidade até completar C365 

de armazenamento. 

Para a Escherichia coli, Figura 7, foi observado que com o passar do 

tempo o mel perdeu a capacidade inibitória desse microrganismo, sendo assim, 

no C365 foi necessária maior concentração de mel para inibição quando 

comparados os tempos anteriores. 

De modo geral, a amostra C demonstrou possível segurança na 

utilização do mel de M. Mandaçaia como agente antimicrobiano, no qual foi 

necessário utilizar a CIM de 25,00 μL/mL de mel para inibir S. aureus, 6,25 

μL/mL para Salmonella, 1,56 μL/mL para C. albicans e 1,56 μL/mL para E. coli. 

Para garantir segurança na utilização do mel de Mandaçaia após a 

pasteurização a 65 °C e armazenamento são necessários a quantidade de 25 

μL/mL de mel, e pode ser considerada uma alternativa viável de baixo custo e 

ecologicamente sustentável para ser utilizado como agente antimicrobiano.
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5 CONCLUSÃO 

A análise da das amostras mostra que o tratamento ultrassônico (T2), 

aquecido a 55 °C (T3), aquecido a 65 °C (T4) e refrigerado (4 ± 2 °C) (T6) 

apresentam alterações significativas nas características físico-químicas, 

quando comparados aos méis in natura (T0). Além disso, a amostra submetida 

ao T4 aumenta o valor da vitamina B3, e o T6 diminuem os teores dos 

vitâmeros B3 (amostra A e B) e B9 na amostra B. Após a realização das 

análises microbiológicas, é possível perceber que os T2, T3 e T4 reduziram os 

microrganismos indicadores de qualidade como, aeróbios mesófilos, bolores e 

leveduras, além de proporcionar a manutenção da microbiota benéfica 

(bactéria ácido lática) e atividade antimicrobiana. Com isso, os T2, T3 e T4 são 

os tratamentos térmicos recomendados para mel de ASF. 

O estudo experimental da vida de prateleira do mel de ASF aquecido a 

65 °C mostra que a partir de 90 dias de estocagem ocorrem alterações nos 

parâmetros físico-químicos e microbiológicos. Dessa forma, os resultados, 

sugerem que o mel aquecido seja consumido em até 90 dias.  

Assim, acredita-se que esse estudo, além de contribuir para banco de 

informações do padrão de identidade e qualidade, pode auxiliar os 

meliponicultores na escolha do tratamento, como também, subsidiar 

informações para políticas públicas quanto ao processamento adequado para o 

mel de ASF. 
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