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“Abelha fazendo mel vale o tempo que
nao voou.”

“Amor de indio” — Beto Guedes.



RESUMO

O mel de abelha sem ferrdo (ASF) possui propriedades nutricionais e
terapéuticas que podem ser reduzidas pelo tratamento térmico. Assim, o objetivo
desse estudo foi avaliar o impacto do tratamento térmico e ndo térmico nas
caracteristicas de qualidade do mel de ASF, Melipona quadrifasciata (Mandagaia),
de duas (A e B) procedéncias do Parana. Para isso, foram avaliados os tratamentos:
in natura (T0), desumidificado 30 °C (T1), sonificado 52 °C (T2), aquecido 55 °C
(T3), aquecido 65 °C (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); CO (ponto
zero); C90 (90 dias); C180 (180 dias); C240 (240 dias) e C365 (365 dias). Nos
tratamentos as amostras foram submetidas a analise de umidade, sélidos insoluveis
em agua, cinzas, pH, acidez total, atividade de agua (A.), 5-hidroximetilfurfural (5-
HMF), atividade diastasica, cor, proteinas, vitaminas e teor de agucares redutores e
microbiolégicas de bactérias aerébio mesdfilas, bactérias acido laticas (BAL),
bolores e leveduras, coliformes totais, Escherichia coli, Salmonella spp., e atividade
antimicrobiana. Apés aplicacdo dos tratamentos, as amostras A e B apresentaram
reducdo na umidade e consequente reducdo da A,. Os T5 e T6 ocasionaram
reducao 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 apés o T5, ja o T2 foi o que menos alterou esse
parametro. O T5 foi proporcionou menor reducao na atividade diastasica, e todos os
tratamentos reduziram a atividade enzimatica do mel. O teor de cinzas e sodlidos
insoluveis em agua nao sofreu alteragdes significativas apds os tratamentos
aplicados das duas amostras. O T1 e T5 concentraram a proteina 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 ap6s o T4, e diminuiu no T6, na amostra B o TS aumentou
o B9, e o T6 obteve a maior perda da vitamina. O T2, T3 e T4 reduziram a
concentragcao de aerébios mesofilos, bolores e leveduras sem gerar danos as BAL.
Nao 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 avaliacdo da vida de prateleira a amostra C
apresentou redugcdo na umidade, aumento na Ay, diminuigdo de pH e aumento de
acidez e 5-HMF, intensificou a cor e reduziu a atividade diastasica. Nao houve
alteracdes no teor de sodlidos insoluveis em agua e cinzas. O teor de proteinas
reduziu a partir do C180, compativel com o aumento do 5-HMF. A vitamina B3
identificada na amostra C néao foi detectada apds o C270. Nao foram detectadas as
baterias acido laticas a partir do C90, C180 para aerdobios mesdfilos e C270 bolores
e leveduras, além disso, ndo foram detectados coliformes totais, E. coli e
Salmonella. O tempo recomendavel para o consumo do mel de Mandagaia aquecido
a 65 °C com garantia das propriedades terapéuticas sao de, no maximo 90 dias. Os
tratamentos que causaram menos impacto na qualidade do mel de Mandacaia
(amostra A e B) foram o ultrassonico, aquecido a 55 °C e aquecido a 65 °C.

Palavras chaves: Melipona quadrifasciata. Mandagaia. Tratamento térmico. Padrao
de ldentidade 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 (Mandacaia), from two regions of Parana. 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); CO (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 Mandacaia 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 Mandagaia honey (sample A and B) were ultrasonic, heated
to 55 °C and pasteurized at 65 °C.

Keywords: Melipona quadrifasciata. Mandacgaia. Heat treatment. Honey identity and
quality standard. Storage honey.
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1 INTRODUGAO

O mel de abelha sem ferrdo (ASF) pode ser uma matéria-prima
inovadora nas industrias farmacéuticas, alimenticias e cosméticas devido aos
seus constituintes bioativos e propriedades bioldgicas (AVILA 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 acido lactica (BAL), microrganismos benéficos com status GRAS
(Generally Recognized as Safe) que produzem compostos antimicrobianos
como 4acidos organicos e bacteriocinas (VAZQUEZ-QUINONES et al.,
2018).Esses atributos fazem do mel um alimento probidtico e que gera
beneficios para saude (ORTIZ et al., 2016).0 mel da ASF,pela alta
umidade,esta propenso a fermentagdo que resulta em menor tempo de
prateleira, em razdo da conservagao na estocagem do produto (NORDIN et al.,
2018).

Assim, para prolongar a vida util e eliminar microrganismos
deteriorantes sdo utilizados métodos de processamentos como a refrigeracéo,
desumidificacdo, pasteurizagdo e maturagdo (CAMARGO et al., 2017). Outras
formas de processamento que utilizam baixas temperaturas podem
proporcionar menor perda nas caracteristicas funcionais do mel, como o
tratamento térmico suave ultrassénico. Essa tecnologia € simples, vantajosa e
economicamente viavel, pois acelera a secagem por produzir maior velocidade
de remocgao de agua (TAO et al., 2015). Porém, as técnicas de processamento
podem causar mudangas irreversiveis nas propriedades naturais do mel, como
deterioracdo dos acucares, perda de atividade enzimatica e da microbiota
benéfica (CHONG et al., 2017), com consequente aumento do conteudo de 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF), que resultante da reacdo de Maillard (SHIBAO,;
BASTOS, 2011; TORNUK et al., 2013).

Diante do exposto, como n&o 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 nao térmicos na qualidade do mel de ASF,

Melipona quadrifasciata (Mandagaia).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MELIPONICULTURA

A Meliponicultura € a atividade de criagdo de abelhas sem ferrdo
(ASF), que vem sendo desenvolvida desde as antigas civilizagdes com intuito
de produzir e comercializar mel e seus derivados, porém, os estudos e a
comercializagdo ainda sao recentes no mundo. Como o Brasil possui regides
de clima tropical que favorecem a proliferagcdo das ASF, é o pais que tem a
maior ocupacao mundial e diversidade dessas abelhas que sdo encontradas
em todo o territério nacional (VILLAS-BOAS, 2012; SOUSA et al., 2013).

A criagdo racional de ASF iniciou-se nas tribos indigenas e a
nomenclatura dessas abelhas € 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 facil execucdo e
manutencgdo, e pode ser realizada tanto em meio rural quanto urbano, sendo
assim, pode ser atividade economicamente viavel, com fins lucrativos para os
produtores (CORTOPASSI, 2006).

As ASF sao classificadas em superfamilia: Apoidea e Apidae,
pertencentes a subfamilia Apinae, Meliponinae, Bombinae e Euglossinae
(KERR,1996; NOGUEIRA-NETO, 1997; VILLAS-BOAS, 2012). Pertencentes a
familia Apidae, a subfamilia Meliponinae divide-se em duas tribos: a Meliponini
e a Trigonini, tendo como caracteristica marcante a arquitetura da entrada da
colmeia e do ninho, que pode ser diferente até mesmo entre as espécies da
mesma tribo (ROUBIK, 2006; BALLIVIAN, 2008). As rainhas poedeiras s&o as
responsaveis pela reproducao da espécie, e em caso de morte ou emigragao
das mesmas, as denominadas princesas, que chegam a representar 25% dos
individuos da colmeia, as substituem e se torna a rainha da colbnia
(CARVALHO-ZILSE et al., 2012).

As operarias ndo sdo fecundadas e correspondem a maior parte da
colénia representando até 80% desses individuos. No entanto, realizam a

manutencao geral da colbnia e atividades como construgao, defesa da colmeia,



14

coleta e processamento do alimento. O Quadro 1 apresenta a classificacao

completa das ASF.
QUADRO 1- CLASSIFICACAO ZOOLOGICA DAS ASF (MELIPONINAE)
Reino Animalia
Filo Arthropoda

Classe Insecta
Ordem Hymenoptera

Subordem Aprocrita

Superfamilia Apoidea

Familia Apidae

Subfamilia Meliponinae
Tribos Meliponini, Trigonini

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

Ja os machos possuem como principal atividade o acasalamento com

as princesas e realizam esporadicamente a desidratacdo do néctar e

manipulacdo da cera, auxiliando na construcdo do ninho (VILLAS-BOAS,

2012). Devido ao fato de possuirem ferrdo atrofiado ou auséncia dele, como

ilustrado na Figura 1, os meliponideos 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 ameagadas, algumas abelhas com o nivel maior de

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

manejado liberam uma secregao caustica (acido férmico) pela suas glandulas

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

— ) |
[ | \
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FONTE: Avila et al. (2018).

Além da producdo de mel, as ASF oferecem podlen, geoprépolis
formada pela mistura de barro, cerume e prépolis que funciona como cimento
para constru¢cdo da entrada dos ninhos. A coloracado destes subprodutos varia
de acordo com o material que os constituem, sendo esse um dos principais
atrativos para criagao dessa espécie. Além da importancia de seus produtos, a
principal fungcdo na natureza é a polinizagédo das flores, e consequentemente a
producdo de frutos e sementes (BALLIVIAN, 2008; VILLAS-BOAS, 2012;
FRAZAO, 2013).

Em 2012, o Instituto de Biociéncias e a Escola Politécnica da
Universidade de Sao Paulo, realizaram um trabalho voltado a compreender
como a mudanga de clima influencia em diferentes espécies de ASF. Foi
verificado que ha perdas no cenario e nas caracteristicas de cada espécie,
para isso, foi mapeado o reflugio climatico das abelhas e encontrado condicées
adequadas para a sobrevivéncia (GIANNINI et al., 2012). Na Figura 2 pode ser

observada a distribuicao das ASF no territorio brasileiro.
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FIGURA 2 - ESPECIE DE ABELHA SEM FERRAO (MELIPONINAE SPP.) EM DIFERENTES
LOCALIZACOES GEOGRAFICAS NO TERRITORIO BRASILEIRO

Melipona compressipe (R0, RR)
Melipona fascicnlate (PA, TO)
Melipona semintgra (AM, PA4)

Melipona ruffventris (4M) 7, n
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0 iooma 5p (AC, AM) | _ Melipone fasciculate (M.A, PI)
e 1 > AM ] L Melipona mandacaia (CE, PE)
NORTE f i Melpona guadrifasciota (FE, PE)
/ P Melpona scutellarts (FE, RN, SE)
. il Melipona submetida (PE, PI, RN)
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Melpona rufiventris (MS)
Melipona sermanifera (M I) L ; fo :
Secaptotrigona sp (GOMS) ! e ARERTE Y
Tetragonisca angustula (GO, MT) "7\ Melipona bicolor (ES, MG)

' Malipona quadrifasciata (ES, MG)
Melipona rufiventris (MG, SP)
Tetragonisca angustula (RJ, 5P, MG)

AT

Melipona bicolor (PR, 5C)

Melipora quadrifascata (PR, RS, 5C)
Melipona mondury (PR, RS, 5C)
Tetragonisen angustula (PR, RS, §C)

FONTE: Villas-Bbas (2012), adaptado por Biluca et al. (2014).

Foram contabilizados aproximadamente 250 nomes validos para
espécies de ASF no territorio brasileiro, das quais estimam que cerca de 35
possam ser encontradas no estado do Parana, destacando a  Jatai
(Tetragonisca angustula), a Mandacgaia (Melipona quadrifasciata), as Mirins
(Plebeia spp.), a Tubuna (Scaptotrigona bipunctata), a Irapua (Trigona
spinipes) e a Irati (Lestrimelitta limao) (SILVEIRA et al., 2002).

O declinio na biodiversidade e a mudanga de clima séo fatores que
danificam a disponibilidade das flores e alimentos, reduzindo a quantidade de
ASF que ja estdo em extingdo devida também a degradagcédo ambiental. Esses
fatores podem causar declinio significativo na produgcdo de alimentos,
ocasionando inseguranca alimentar e nutricional (IMPERATRIZ-FONSECA,
2012; REYES-GONZALEZ et al., 2016).
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2.2 ABELHA SEM FERRAO MELIPONA QUADRIFASCIATA- MANDAGAIA

A Melipona quadrifasciata € popularmente conhecida pelo nome de
Mandacaia, uma palavra indigena que significa “vigia bonito” pelo motivo de
sempre ter uma abelha na entrada da colmeia. Essa € uma espécie de abelha
social pertencente a tribo Meliponini (SILVEIRA et al., 2002), como ilustrado na
Figura 3.

FIGURA 3 - ABELHAS MELIPONA QUADRIFASCIATA QUADRIFASCIATA (A), MELIPONA
QUADRIFASCIATA ANTHIDIOIDES (B), E A MANDACAIA MESTICA (C)
]

FONTE: Criar abelhas (2019).

A Melipona quadrifasciata MQQ (A) mostrada na Figura 3 faixas tergais
e variam de trés a cinco listras continuas, a Melipona quadrifasciata
anthidioides Lepeletier - MQA (B) de duas a cinco com interrup¢ao entra as
mesmas, ja na Mandagaia mestica (C) que é resultado do cruzamento das
duas subespécies, é encontrada a mistura dessas faixas. A Mandacaia tem o
corpo robusto chegando a medir de 7 a 15 mm (AIDAR, 1996).

A M. Mandacaia MQQ (A) € encontrada principalmente em regides
mais altas e frias, tendo ocorréncia principal no Sul de Sdo Paulo, no Parana e
em Santa Catarina. A MQA (B) esta distribuida nos Estados de Alagoas, Bahia,
Cearda, Pernambuco, Piaui, Roraima, Sergipe, portanto, € uma subespécie de
climas com temperaturas mais elevadas. Em algumas regides do Estado de
Sao Paulo e Minas Gerais sdo encontradas as abelhas mesticas (C) com mais
frequéncia (AIDAR, 1996).

Como dito anteriormente, as abelhas possuem papel importante para a
polinizagao de diversas culturas. A M. Mandacaia € a principal espécie utilizada

para polinizar o abacate, agai, goiaba, guarana, melancia e o tomate (ROCHA,
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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 proporcao de 429 a 767 plantas por ninho, e com uma
estimativa de 28 a 50 flores visitadas por ASF para coleta de pdlen.

No estudo realizado por Bartelli et al. (2014), com produgao de tomates
em estufa, foi comparada a polinizagdo mecanica com a polinizagdo pela
Melipona quadrifasciata Lepeletier. Os autores notaram que as flores visitadas
pelas abelhas apresentaram 47% mais sementes, com teor de agucar 14%
maior em comparagao com a polinizagdo mecanica. Além disso, uma colmeia
dessa subespécie produz de 1,5 a 2 litros de mel por ano na natureza, com a
manipulacdo 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
contaminagdo por coliformes fecais e Escherichia coli no mel. Tal
comportamento pode ser encontrado em geral na ASF da tribo Meliponini
(NOGUEIRA-NETO, 1997; GONGCALVES et al., 2009; BILUCA et al., 2014).
Contudo, percebe-se a necessidade em elaborar uma padronizagdo de
processamento do mel, e pardmetros de identidade e qualidade para fins
comerciais desse alimento. Todavia, ndo existe lei e nem norma internacional
com métodos oficiais para o controle de qualidade do mel de ASF, tornando a
comercializagdo mundial desse produto limitada, além de grande obstaculo de

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

2.3 MEL: DEFINICAO, CARACTERISTICA FiSICO-QUIMICAE
MICROBIOLOGICA

O mel é uma substancia doce natural produzida pelas abelhas a partir
do néctar, ou de secregcbes de partes vivas de plantas, que as abelhas
recolhem, acumulam e transformam combinando com suas proprias secrecgoes,
que possuem substancias especificas que sao depositadas, desidratadas e
armazenadas em potes de cera para amadurecer (CODEX, 2001).

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

apreciado por diversas pessoas no mundo (PUSCAS et al.,, 2013). Um dos
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fatores que influencia as caracteristicas do mel € a espécie, pois, as abelhas
possuem referencias alimentares que as diferenciam. Essas peculiaridades sao
responsaveis por gerarem meéis que possuem caracteristicas especificas
(VILLAS-BOAS, 2012).

O mel produzido pela ASF é armazenado em potes de cerume, produto
da resina vegetal que as abelhas coletam, em seguida, as operarias secretam
as enzimas de suas glandulas cefalicas e ocorre a hidrolise da sacarose em
frutose e glicose (SIMONE-FINSTROM; SPIVAK, 2010; PIMENTEL, et al.,
2013). Contudo, a composicao terapéutica do mel é influenciada pela presenca
de fitoquimicos do cerume (TEMARU et al., 2007). Além disso, o mel apresenta
expressiva atividade antioxidante, devido a presenca de acidos fendlicos e
flavondides que sao originarios das fontes florais do néctar coletado pelas
abelhas (SILVA et al., 2013).

Em razdo do baixo pH, alto teor de umidade e atividade de agua, alta
viscosidade e pressdo osmotica elevada o mel de ASF geralmente possui baixa
contagem de microrganismos. No entanto, as leveduras causadoras de
fermentacdo possuem crescimento significativo nestas condi¢des (SILVA et al.,
2013). O mel da ASF é constituido por solugdo concentrada frutose e glicose e
sacarose. Também apresenta uma mistura complexa de enzimas,
aminoacidos, acidos organicos, minerais, substancias bactericidas e
aromaticas, acidos fendlicos, flavondides, graos de pdlen, podendo ainda
conter fragmento de cerume em que o mel € armazenado pelas abelhas
(OLIVEIRA et al., 2012).

A coloragdo o aroma e o sabor do mel de ASF sdo compostos
dependentes das flores, das regides geograficas, da espécie de abelhas, do
clima onde s&o produzidos, alem do processamento, manuseio, embalagem e
tempo de armazenagem (TORNUK et al., 2013). Sendo este um alimento que
nao podera ser adicionado agucares, ou qualquer substancia que altere a sua
composic¢ao original, as mudangas acarretam adultera¢des no produto e trazem
diferenciacdo nas caracteristicas sensoriais e nutricionais que sao
caracteristicas do mel (PARANA, 2017).

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

no mercado interno, e como produto de exportacdo. A avaliagao dos fatores
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que alteram a composicdo do mel como a manipulagdo e o processamento sao
importantes para comprovar a sua qualidade, protegendo o consumidor de
possiveis fraudes ou de produtos com qualidade inferior, mantendo os
beneficios & salde e garantindo a autenticidade (ANKLAM, 1998; FEAS et al.,
2010).

2.3.1 Parametros de identidade e qualidade

O regulamento técnico de identidade e qualidade do mel de ASF é
dividido em parametros fisico-quimicos de maturidade, pureza e deterioracao
com os limites minimos e maximos estabelecidos. No Estado da Bahia possui
legislacao propria descrita na Portaria ADAB N° 207 DE 21/11/2014(BAHIA,
2014), no Amazonas a Portaria n° 253, de 31 de Outubro de 2016
(AMAZONAS, 2016), em Sao Paulo tem-se a Resolugcdo SAA - 52, de 310 de
Outubro de 2017 (SAO PAULO, 2017) e no Parana a Portaria n° 63, de 10 de
Margo de 2017 (PARANA, 2017).

No Espirito Santo, pela Instru¢do Normativa n° 001, de 17 de abril de
2019, foi disposta uma lista de espécies de ASF com ocorréncia no Estado.
Para a comercializagdo o lote deve possuir a denominagao taxonémica da
espécie da ASF, documentagdo comprovada para possivel rastreamento
quanto & origem floral, por meio da analise melissopalinolégica (ESPIRITO
SANTO, 2019).

O Departamento da Malasia publicou os padrbes de qualidade para
mel de ASF para regular a venda e distribuicdo do mel no pais (MALAYSIAN
STANDARTS, 2017). A comparacao entre os padrbes € apresentada na Tabela
1.



21

TABELA 1 - PARAMETRO DE IDENTIDADE ESTABELECIDO PARA MEIS DE ABELHA SEM
FERRAO NO TERRITORIO BRASILEIRO

Espirito

Parametros Bahia Amazonas Sao Paulo Parana Santo Malasia
Acucares Min.60  Min.50  Min.60  Min. 47 Min.60  Max. 85.0

redutores (%)

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

Umidade (%) Max. 35/ Max. 35/ Max. 40/ Max. 35/ Max 40 / Max. 35

Max. 19*  Max. 22 Max. 20°  Max.20°  Méx. 20*
Solidos insoluveis .y 01 Max. 01 Méx.01  Méax. 01  Méx. 0.1 ;
em agua (%)
Cinzas (%)  Max.0.6 Max.06 Max.0.6 Max.0.8  Max. 06  Max. 1.0

Presenca de Presenga Presengca Presenga de Presenca de

Pdlen graos de de graos de de graos de  grao de = . -
. . . ] gréo de polen
polen polen polen polen
pH - - 29a45 Max. 4.7 29a45 25a3.8
Acidez (meq.kg”) Max. 50 Max. 80 Max. 50  Max. de 60 Max. 50 -
Atividade de agua - - 0.52a0.8 - 0.52a0.8 -

HMF** (mg kg'1) Max. 10 Max. 40 Max. 20 Max. 40 Max. 20 Max. 30
Atividade

diastasica Max. 0.3*** Max. 0.3*** - Max. 40*** - -
(Escala Gothe)
Quase Quase
Quase . . Quase Quase
. incolor a incolor a . .
Cor incolor a ardo ardo incolor a incolor a -
pardo-escuro P P pardo-escuro pardo-escuro

escuro escuro

(-): Nao analisado

* Valores de umidade estabelecidos para méis desidratados e/ou desumidificado

** Hidroximetilfurfural

*** Valores de tolerancia minima e maxima de atividade diastasica se o HMF for menor que
15,00 meq kg ™

FONTE: Bahia (2014); Amazonas (2016); Sao Paulo (2017); Parana (2017); Espirito Santo
(2019); Malaysian Standarts (2017).

No mel de ASF a frutose € o agucar predominante em sua composicao,
e influencia na intensidade do sabor adocicado e na alta higroscopicidade,
mantendo o mel liquido por muito tempo ou podendo nunca cristalizar
(ESCUREDO et al., 2014). A glicose € o segundo agucar presente em maior
quantidade no mel de ASF, e quando existe uma predominancia de sua
composi¢cao, o mel tende a cristalizar por ter menor solubilidade aumentando
assim sua precipitacao (DA SILVA et al., 2016). Em menor quantidade tem-se a
sacarose, que pode atribuido a coleta precoce do mel e indicar adulteracéo
pela adigdo de acucar comercial (DE SOUSA et al., 2016).

O aquecimento ou estocagem prolongada podem degradar os
agucares do mel gerando compostos indesejaveis, como o 5-HMF (MOREIRA,

2010). Esse composto pode estar relacionado com reagdes de escurecimento
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nao enzimatico (Reacdo de Maillard) e a caramelizacdo dos acgucares
(CHERNETSOVA; MORLOCK, 2012; DA SILVA et al., 2016).

A umidade é uma propriedade que interfere na maturidade,
viscosidade, peso especifico, cristalizagédo, vida de prateleira e caracteristicas
sensoriais (BIJLSMA et al., 2006; GUERRINI et al., 2009). Além disso, o
periodo de coleta e aspectos de processamento podem afetar fortemente esse
parametro (SILVANO et al., 2014), que pode estar relacionado as
caracteristicas do ambiente em que o mel foi produzido, entre outros fatores,
como condi¢des climaticas, estagdo do ano (SILVA et al., 2010), producgao a
partir do néctar de frutas maduras, flores rasteiras e diferentes espécies de
abelhas (RAMON-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 composicao diferente até
mesmo entre as subespécies, principalmente do mel da Apis mellifera, mesmo
quando produzidas na mesma regiao.

O teor de sdlidos insoluveis corresponde as impurezas no mel, como
residuos de cera, graos de pdlen, 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 habitos da
abelha em relagdo a escolha do local para a deposicdo dos méis nos favos
(ALVES et al., 2011; SILVA, 2015), falhas durante a coleta, filtragédo e/ou
decantacao no final do processo da coleta pelo apicultor, outrossim, € um fator
que influencia o teor de cinzas (EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2005). A
concentragdo de sélidos insoluveis ideal € de no maximo 0,1% de acordo com
os parametros dispostos nos estados da Bahia (2014); Amazonas (2016); Sao
Paulo (2017); Parana (2017) e Espirito Santo (2019).

O teor de cinzas, representando o total de minerais presentes no mel,
esta relacionado aos aspectos ambientais, geograficos e botanicos da regiao
onde o mel é produzido (FINOLA et al., 2007; DE SOUSA et al., 2016), assim
como o neéctar das plantas que também absorvem do solo contaminantes

inorganicos, como pesticidas (MONIRUZZAMAN et al., 2014), ou possiveis
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contaminag¢des mediante do ar em néctar de plantas urbanas. Os minerais com
predominédncia no mel de ASF sado potassio (K), sédio (Na), calcio (Ca), e
manganés (Mg) (NORDIN et al.,2018).

Os méis de coloragdo mais escura tém 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 botanica ndo diferem em
relacdo 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 presenga e crescimento de microrganismos
patogénicos, influenciando positivamente a estabilidade, o prazo de validade e
a textura do mel (FEAS et al., 2010; BILUCA et al., 2016). O pH varia de acordo
com a origem geografica, botanica, conteudo mineral, composi¢cdao do solo,
substancias mandibulares das abelhas acrescidas ao néctar, como proteases,
lipases, lactases, e proteinas 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 equilibrio de acidos organicos
presentes no mel, que varia de acordo com a composigao floral e espécie de
abelhas (AVILA et al., 2018). Alta acidez pode indicar a fermentacdo de
agucares para o alcool por microrganismos, em acidos organicos ou vias
enzimaticas, e por leveduras formando o acido total no mel (SANCHO et al.,
2013; DA SILVA et al., 2016).

A atividade de agua (Aw) depende principalmente do teor de glicose e
frutose. Durante a cristalizag&o, inicialmente, a glicose cristaliza e a frutose
permanece em solugdo por mais tempo, por possuir maior solubilidade
(GLEITER et al., 2006). O teor de agua livre necessario para o0
desenvolvimento de microrganismos difere, sendo em torno de 0,70 para
fungos; 0,80 para leveduras e 0,90 para bactérias, e a levedura osmofilica que
se desenvolve em altas concentragbes de agucar e com a A, minima até 0,6
(GLEITER et al., 2006). Devido a Ay ser um parametro recente estendido ao

mel (AVILA et al., 2018), ndo ha limite sugerido na legislagdo atual para a
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maioria dos estados brasileiros, exceto em S&do Paulo e Espirito Santo com o
limite de A, para mel de ASF, de no maximo 0,52 a 0,80, respectivamente
(SAO PAULO, 2017; ESPIRITO SANTO, 2019).

O conteudo de 5-HMF é reconhecido como parametro de frescor do
mel e, geralmente, esta ausente em amostra recém-colhida, ainda assim, pode
apresentar uma correlagao positiva frente a capacidade antioxidante do mel
(PASIAS et al., 2017; ZHAO et al., 2018). Ha uma possivel resisténcia a
formagao de 5-HMF em méis de ASF apods os tratamentos térmicos, devido a
caracteristicas particulares de cada mel, como o predominio de frutose e
baixas concentragdes de glicose, elevada A,, umidade e acidez. Concluindo-se
que quanto maior o teor de glicose mais veloz sera a reagdo de Maillard.
Quando a A, e a acidez sao elevadas, estas reduzem a velocidade da reacao
de Maillard, e consequentemente é inibida a formacdo de 5-HMF (RIBEIRO;
SERAVALLI, 2007; FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010; BILUCA et al.,
2014).

O mel apresenta em sua composicdo a diastase (a — B amilases),
enzima sensivel ao calor que pode ser utilizada para indicar condigbes de
superaquecimento e o grau de conservagéo. Portanto, a atividade enzimatica &
reduzida quando o mel € submetido a um aquecimento acima de 60 °C
(AHMED et al., 2013; YUCEL; SULTANOGLU, 2013; PASIAS et al.,2017). A
principal enzima responsavel pela transformacao quimica do néctar do mel é a
invertase, originada da glandula hipofaringeana das abelhas. A invertase
hidrolisa a sacarose em glicose e frutose, e, outros agucares mais complexos
se formam em pequenas quantidades. (ARAUJO et al., 2006; AHMED et al.,
2013).

A cor, por ser um parametro visual, € considerada o atributo mais
atraente do mel, e importante para a comercializacdo por ser correlacionada
diretamente com a aceitagcédo e preferéncia do consumidor (CHAIKHAM et al.,
2016). A cor do mel varia de acordo com o pH, pdlen, origem geografica e o
método de producdo. Além disso, os minerais sdo componentes que afetam a
cor do mel, sendo os méis com cores mais claras os que contém menos cinzas

do que os meéis 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 varias reagdes n&o-enzimaticas de
escurecimento (Reacao de Maillard) (CAN et al.,2015), exposicao a 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 comercializagdo segura do mel de ASF foram estabelecidos
normas e niveis maximos de contaminantes, pois condi¢gdes precarias de
higiene durante a colheita do mel podem ocasionar contaminagao do produto.
Para isso, parametros microbioldgicos referente a tolerancia de coliformes a 45
°C, Salmonella, bolores e leveduras foram preconizados em alguns estados
brasileiros, como a Bahia (2014), Amazonas (2016), Sao Paulo (2017), Parana
(2017) e no Espirito Santo (2019). Nota-se, que os parametros microbioldgicos
entre os estados citados nao apresentam variagdes, uma vez que € baseado
na legislacdo voltada para mel de Apis mellifera, (CODEX, 2001), conforme
mostrado na Tabela 2.

TABELA 2 - PARAMETRO MICROBIOLOGICO ESTABELECIDO PARA O MEL DE ABELHA
SEM FERRAO

Tolerancia para  Tolerancia para amostra representativa

Microrganismo amostra
T n c m M
indicativa
Coliformes a 45 °C (NMP/g ) 5
10 5 2 10 10
ou mL)
Salmonella spp. em 25¢g Auséncia 5 0 Auséncia -
Bolores e leveduras 4 3 4
10 5 2 10 10

(UFC/g)

n: numero de unidades a serem colhidas aleatoriamente em um mesmo lote e analisada
individualmente

C: numero maximo aceitavel de unidades de amostra com contagens entre os limites de m e M
m: é o limite que em um plano de trés classes, separa o lote aceitavel do produto ou lote com
qualidade intermediaria aceitavel

M: limite que, em plano de duas classes, separa o produto aceitavel do inaceitavel (valores
acima de M sao inaceitaveis)

FONTE: Bahia (2014); Amazonas (2016); Sdo Paulo (2017); Parana (2017); Espirito Santo
(2019).

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

mel e os de contaminagao secundaria. As fontes primarias de microrganismos
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sdo: néctar, polen, trato digestivo da abelha, poeira, ar e flores (SNOWDON;
CLIVER, 1996; MENDES, 2009). As fontes secundarias de contaminac&o
podem ser 0 ser humano, manipulagao inadequada, equipamentos, recipientes,
vento, poeira, agua e insetos, tal como ocorrem em outros alimentos (TYSSET;
ROUSSEAU, 1981).

Dentre as fontes primarias encontram-se também microrganismos
como os bolores e leveduras que podem ser pertencentes a proépria flora do
mel, as quais s&o introduzidas na colmeia pelas abelhas. Muitos n&o
sobrevivem com os tratamentos térmicos e o aumento da concentracdo de
agucares, mas outros podem resistir e até se multiplicarem (GOIS, et al., 2010).

As bactérias laticas sdo um grupo de bactérias gram-positivas que
produzem o acido latico mediante a fermentagao de carboidratos (JSTLIE et
al., 2003). A presenca desse grupo de bactérias laticas no mel é proveniente de
fontes primarias, pois esta bactéria pode ser encontrada no trato digestivo das
abelhas Apis e ASF. Esse grupo bacteriano desempenha um papel
fundamental na producdo 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 secundaria possuem como ponto critico o
contato do apicultor/meliponicultor com o mel e esse momento ocorre logo na
colheita, pois € na etapa que se inicia a exposicdo as condigdes que podem
interferir na qualidade (SILVA et al.,, 2004). Estes microrganismos interferem
negativamente na qualidade do mel, no entanto, sua contaminacao pode ser
evitada por saneamento padrao e utilizacdo das boas praticas de fabricacao
durante a colheita e processamento (QUINONES-VARQUEZ et al., 2017).

A presenga da Escherichia coli (enterobactéria), € utilizada como um
indicativo de condi¢des higiénicas insatisfatérias, podendo ser contaminagao
de origem fecal, como se sabe, essa € uma bactéria patogénica aos humanos
(FRANCO, LANDGRAF, 2008). E raro identificar esse tipo de contaminagéo,
pois, os tratamentos térmicos e a propria microbiota sdo capazes de inibir o
crescimento desses microrganismos. Alguns tipos de microrganismos desse

grupo sao associados a intoxicagdo alimentar devido a formagédo de
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enterotoxinas. Esse tipo de contaminacdo pode ser fecal ou ambiental devido
ao manejo inadequado do mel, com a possivel presenga de coliformes e
Salmonella spp. (SHLABITZ, 2010; DUMEN et al., 2013).

As informagbes sobre as propriedades antimicrobianas ainda sao
limitados, e, apesar de todo potencial que o mel ASF apresenta, existe uma
diversidade dessas espécies que ainda nao foram investigadas (NISHIO et al.,
2014; BUENO-COSTA et al.,, 2016). O potencial antimicrobiano ainda
permanece desconhecido, e devido a isso, estdo sendo realizados estudos que
pretendem verificar o comportamento dos microrganismos frente aos diferentes
tipos de méis e seus constituintes, considerando ndo apenas a espécie das
abelhas, mas, também sua origem botanica (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 composi¢cao percebe-se a importancia e
relevancia dos estudos de caracterizagdao do mel para auxiliar a criacado de
padrao de qualidade, e que, levem em consideracdo a espécie da abelha, os
fatores vegetais e climaticos das respectivas regides em que sao produzidos,
garantindo a qualidade do produto a ser consumido e controle de possiveis
fraudes (MARCHINI; SOUZA, 2006).

2.4 TECNICAS 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 fermentacédo, em
um produto estavel, buscando manter suas caracteristicas fisicas, quimicas e
sensoriais 0 maior tempo possivel (VILLAS-BOAS, 2012). Os métodos mais
utiizados para a conservacdo do mel sao principalmente: refrigeragao,
pasteurizacdo e desidratagdo (CAMARGO et al., 2017). As técnicas de
preservacdo do mel ndo podem ser consideradas um pré-requisito para o
consumo, mas, a aplicagdo dos tratamentos viabiliza a estocagem para
consumo pessoal, familiar ou comunitario e insercdo dos méis de ASF no
mercado (VILLAS-BOAS, 2012).
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Na industria de alimentos a refrigeracdo € um método consagrado para
impedir a degradagdo do produto. Isso acontece em fungdo das baixas
temperaturas que dificultam o desenvolvimento de microrganismos. No caso do
mel de ASF a refrigeracéo além de evitar a proliferagdo de microrganismos
também retarda a fermentagao (VILLAS-BOAS, 2012).

A pasteurizacdo € um dos procedimentos mais utilizados em alimentos
para destruir microrganismos patogénicos e minimizar a carga microbioldgica
deteriorante existente, oferecendo ao consumidor um alimento seguro e com
vida util prolongada. Esse processo € considerado um tratamento térmico
brando, € no caso do mel, a temperatura ndo pode exceder 65 °C, o que
consiste basicamente no aquecimento e resfriamento rapido do alimento
(VILLAS-BOAS, 2012). E um método pratico, porém, pode alterar suas
propriedades fisicas e quimicas, como a formacao de 5-HMF. Por esse motivo
o mel deve ser monitorado quanto as suas caracteristicas, para atestar a
qualidade do produto (TURHAN et al., 2008).

A desidratacdo ou desumidificacdo € um método de processamento
bastante conhecido para conservagdo de alimentos, incluindo o mel. Esse
tratamento consiste na diminuicdo da quantidade de agua presente. Para tanto,
recomenda-se que o teor de agua seja reduzido ao maximo 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 possivel armazena-lo com o
teor adequado de umidade, evitando a sua fermentagdo e garantindo maior
durabilidade (SODRE et al., 2008). Além disso, pode ser uma excelente
alternativa para o meliponicultor como método de conservagdo do mel com
base na praticidade, viabilidade econémica e aceitabilidade (OLIVEIRA et al.,
2013).

A maturacdo € uma técnica de preservacao indicada e utilizada por
diversos produtores, na qual o mel recém-colhido é fermentado pela microbiota
naturalmente presente em sua composicdo (leveduras osmofilicas)
(CAMARGO et al.,, 2017). A maturacado consiste em controlar o processo
natural de fermentacdo que segue a extracdo do mel, aplicando praticas de
higiene e submetendo o produto a um periodo de maturacdo que leva em

meédia seis meses. ApoOs 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 maturacdo que altera as caracteristicas
sensoriais pode ser utilizada para preservagao, pois impede o desenvolvimento
de patdégenos e microrganismos deteriorantes (CAMARGO et al., 2017).

O método ultrassénico é considerado inovador e recentemente vem se
destacando como uma metodologia alternativa ao tratamento térmico aplicado
pela industria de alimentos. Esse método inicialmente tinha como objetivo
evitar a cristalizagao, processo que ocorre naturalmente. O método consiste na
aplicagado de ondas ultrassOnicas ao produto que provocam séries rapidas e
alternadas de compressao e expansado, que geram forgcas que podem ser
maiores que a tensdo superficial que mantém a agua, sendo assim, € um
método interessante para reduzir a atividade agua 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, varios pesquisadores estudaram o efeito do
ultrassom sobre a qualidade de sucos de péra, maga, uva e laranja. Eles
observaram que esse método preservou os nutrientes, compostos bioativos,
propriedades antioxidantes e atributos sensoriais de cada tipo de fruta.
Portanto, € 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 a sua capacidade de
inativar microrganismos e promover a desidratagdo em alimentos. No mel esse
processo € capaz de matar leveduras, retardar a cristalizacdo e possuir
destaque por afetar a qualidade do mel em menor grau em comparagédo com
outros processos térmicos. Contudo, a aplicagédo desse processo exige maior
custo, e mesmo possuindo pontos positivos, ha poucos estudos que verificam
seu potencial benéfico (CHONG et al., 2017).

As chances de granulagcdo aumentam com a diminuicdo da umidade
presente no mel, por isso, o processamento térmico seria uma solucéo viavel.
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 laticas, conhecidas por terem um efeito benéfico probidtico e
diminuir a propriedade antimicrobiana no mel (VASQUEZ, 2012).

O processamento térmico no mel de ASF reduz a acidez da lactona
proveniente das bactérias laticas, reduzindo também a concentracdo desses
microrganismos. Portanto, a termossonicagdo pode reduzir e até eliminar esse
grupo de bactérias, sendo um ponto negativo desta técnica (KOWALSKI,
2013).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DA AMOSTRA

No estudo experimental de abordagem laboratorial, foram analisadas
trés amostras (A, B e C) de mel de ASF Mandacgaia (Melipona quadrifasciata).
No meliponario localizado no municipio de Mandirituba— PR, na coordenada
geografica 25°47'35.1"S 49°17'28.6"W, em mar¢co de 2018 no periodo
vespertino e dia ensolarado, foram coletados 840 g e 720 g em duas colmeias
distintas para a amostra A e C, respectivamente. No municipio de Sao José
dos Pinhais— PR nas coordenadas 25°34'27.3"S 49°12'59.0"W, em Abril de
2018 no periodo matutino em dia ensolarado, foram coletados 840 g de mel de
uma colmeia para amostra B.

O delineamento experimental dos tratamentos térmicos e nao 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-
Bbas (2012), mediante escoamento, um método rapido, econémico e pratico.
Através da tampa de abertura da caixa, os potes de cera foram perfurados com
auxilio de um objeto pontiagudo. A caixa foi entdo inclinada e o mel escorreu
para um coador de tecido confeccionado a partir de algoddo e poliéster,
conhecido popularmente como tecido voal utilizado para separar as sujidades,
como pedacos de cerumes ou abelhas. Esse procedimento esta ilustrado na

Figura 4.

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

FONTE: Villas-Béas (2012).
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As amostras foram envasadas em potes de vidro previamente
esterilizados em autoclave vertical (AV-75 PHOENIX, BRASIL) e apds a coleta,
foram mantidas em temperatura de 4 £ 2 °Cem uma caixa térmica com gelo e
transportadas ao laboratério de Tecnologia de Alimentos, do Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal do Parana — Campus Jardim Boténico
Curitiba — Parana.

3.2 MATERIAL

Os produtos quimicos e reagentes utilizados foram de grau analitico.
Floroglucina, agua deionizada, solugéo tampao pH 4 e 7, fenolftaleina, NaOH
0,1 mol/L, bissulfito de sédio a 0,2%, tampao acetato 1,59 mol.L™", NaCl 0,5 mol
L', amido 1%, iodo, H,S0. concentrado, CuS0Os; e K,S0,, HCI, salina
peptonada, agar Plate Cont Agar, agar De Man Rogosa e Sharpe, caldo Lauril
Sulfato Tripose, caldo Tetrationato e Rappaports Vassiliadis, caldo brain heart
in fusion, agar e caldo Sabouraud, caldo Miller Hinton (CMH), cetaconazol,
clorafenicol.

Para a analise de vitaminas hidrossoluveis foram utilizados os padrdes
de tiamina (B1), riboflavina (B2), nicotinamida (B3), piridoxina (B6), acido folico
(B9), cobalamina (B12) e acido ascérbico (C), adquiridos da Sigma-Aldrich
(Missouri, EUA). O metanol de padrao HPLC foi adquirido da Merck
(DARMSTADT, ALEMANHA) e o acido trifluoroacético (OHIO, EUA), agua
ultrapurificada (Milli-Q® Gradient A10 - Millipore (MILFORD, EUA) e agua

oxigenada (acido fdlico).

3.2.1 Delineamento experimental do tratamento térmico e nao térmico aplicado
no mel de ASF M. Mandacaia

Para o ensaio dos tratamentos térmicos e nao térmicos, as amostras A
e B foram fracionadas separadamente em sete porcbées 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 TERMICOS E NAO TERMICOS APLICADOS NO MEL DA
MELIPONA MANDACAIA

Amostras Tratamento Temperatura ("C) Tempo
TO "In natura 252,15 0
T1 'Desumidificado 30 12 horas
T2 ’Sonicado 52 30 min
T3 'Aquecido 55 1 segundo
T4 'Aquecido 65 1 segundo
T5 "Maturado 25+4 90 dias
T6 1Refrigerado 4+2 304 dias

FONTE: 'Villas-Boas, 2012; “Chaikham et al., 2016.

Os procedimentos adotados em todos os tratamentos foram aplicados
nas amostras A e B. Apos cada tratamento, as amostras foram submetidas as

analises fisico-quimicas e microbioldgicas realizadas em triplicata.
3.2.1.1In natura

Para a amostra controle (T0), as analises foram realizadas no mel apos

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) a
temperatura de 30 + 1 °C por um periodo de 12 horas (VILLAS-BOAS, 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 ultrassbnicas em
equipamento ultrassonoro de alta intensidade, (BRANSON MODEL 3510
ULTRA SONICS BATH, GAITHERSBURG) com frequéncia de 40 kHz até 52
°C, durante 30 minutos e, em seguida, resfriados em agua corrente
(CHAIKHAM et al., 2016).
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3.2.1.4 Aquecido

Os tratamentos T3 e T4 foram realizados a partir de adaptag¢des da
metodologia descrita por Villas-Bbas (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 termdmetro digital inserido no centro das amostras. Para atingir as
temperaturas desejadas as amostras levaram aproximadamente 10 minutos
para 55 °C e 15 minutos para 65 °C, depois de atingidas as temperaturas as
amostras foram resfriadas até temperatura ambiente de 25 °C em agua

corrente.

3.2.1.5 Maturado

No T5, o procedimento foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Villas-Bbas (2012), adaptado. As amostras foram mantidas durante
90 dias em estufa (SOLAB SL-74, BRASIL), em ambiente escuro sob
temperatura constante de 25 °C. Apés 15 dias, a tampa do recipiente foi
levemente afrouxada para liberagdo de gas carbbnico, formado pela
fermentacao natural do mel. Esse procedimento foi repetido semanalmente, até
a observacédo de dois fenbmenos que caracterizam a estabilidade do mel: a
nao formagao do gas e a auséncia 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 legislacao estadual do Parana (2017).

3.2.2 Ensaio experimental da vida de prateleira do mel ASF Melipona

Mandacaia aquecido a 65 °C

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

ASF M. Mandacgaia (amostra C), as analises foram realizadas a cada noventa
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dias, subsequentemente, durante quatro periodos de estocagem até completar
365 dias, nos tempos: Cin (in natura); CO (Dia zero aquecido); C90 (90 dias
aquecido); C180 (180 dias aquecido); C270 (270 dias aquecido) e C365 (365
dias aquecido).

A amostra, em aliquota 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 termémetro
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

agua corrente, conforme mostra a Figura 5.

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

FONTE: Villas-Bbas (2012).

Apos o tratamento as amostras foram submetidas ao armazenamento
em temperatura ambiente de 25 + 2 °C. Inicialmente, as amostras Cin (in
natura) e CO (ponto zero aquecido) foram conduzidas as analises fisico-

quimicas e microbioldgicas.

3.3 ANALISE FiSICO-QUIMICA

Os ensaios dos tratamentos térmicos e nao térmicos e vida de
prateleira foram conduzidos mediante a determinacdo da umidade; sdlidos
insolUveis em agua; cinzas; pH; acidez; atividade de agua; hidroximetilfurfural;
atividade diastasica; cor; determinagdo de proteina e determinacao de

vitaminas hidrossoluveis, realizadas em triplicatas.
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3.3.1Umidade

A umidade seguiu o meétodo 925.09, AOAC (2005) mediante a
secagem direta de 5 g da amostra em estufa com circulagédo 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 diferenca entre a amostra
seca e o peso do pesa-filtro. A Equacado 1 foi utilizada para o calculo da

determinacao de umidade em porcentagem.

Umidade(%) : X222

Onde:
N = perda de massa em g;

P = massa da amostra em g.

3.3.2 Sdlidos insoluveis em agua

O teor de sélidos insoluveis realizado por gravimetria foi segundo o
método CAC (1990). Para a analise foi pesado 5 g de amostra, homogeneizada
em 10 mL de agua e a mistura aquecida a 80 °C. 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 solugdo de floroglucina e de acido sulfurico para verificar a
formagao de névoa esbranquigada, prosseguiu a lavagem com agua a 80°C até
cessar a névoa indicando que o filtrado ficou livre de agucares.

Apds o procedimento, a amostra foi mantida em estufa a 135 °C
durante uma hora, na sequéncia, foi acondicionada em dessecador para
reducdo da temperatura e pesada. Os resultados foram expressos em

porcentagem de solidos insoluveis, conforme a Equacgao 2.

Solidos Insoluveis (%) = (IO?N) X 100g (2)
Onde:

N = massa seca de sélidos insoluveis em g (diferengca de peso no
papel);

P = massa da amostragem em g.
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3.3.3 Cinzas

Para a analise 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. Apds o
resfriamento dos cadinhos em dessecador, foi determinado o percentual de

cinzas, como descrito na Equacao 3.

100xN

Cinzas (%) = (<) x 100 (3)
Onde:
N =n° de g de cinzas;

P =n° de g da amostra.
3.3.4 pH

Para o potencial hidrogenionico (pH) foi seguido o método 981.12
descrito na AOAC (2005). Foi diluido 2 g de mel em 50 mL agua deionizada em
béquer de 100 mL sob agitagdo magnética. Posteriormente, foi determinado o
pH da solugdo (mel + agua) em pHmetro (ANALYSER pH-300, BRASIL),
devidamente calibrado com solugao tampao pH 4 e 7. O resultado foi expresso

em média dos valores obtidos no pHmetro.
3.3.5 Acidez total

A determinacao da acidez total foi realizada segundo o método 942.15
descrito pela AOAC (2005), aliquotas de 2 g de mel foram diluidas em 50 mL
de agua deionizada. Foram adicionados trés gotas de fenolftaleina 1%, e
realizada titulacdo com solugdo padronizada de NaOH 0,1 mol/L. O
procedimento seguiu até ser observado o ponto de viragem, caracterizado pela
visualizacdo da coloragao rosea. Mediante a quantidade em volume NaOH
gasto para o ponto de viragem, determinou-se o indice de acidez conforme

Equacéo 4.
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Acidez total (M) = oVbxS0x

m ; @
Onde:

V =mL da solugdo de NaOH 0,1 mol/L gasto na titulagao;

Vp = mL da solugdo de NaOH 0,1 mol/L gasto na titulagdo do branco;

f =1,034 fator de correcao da solugdo de NaOH 0,1 mol/L;

P = massa da amostra em g.
3.3.6 Atividade de agua

A atividade de agua (Ay) foi avaliada por meio da leitura direta em um
higrémetro de ponto de orvalho (AQUALAB-DECAGON DEVICES, INC. SERIE
3 MODEL-TE, PULLMAN, WA). Pesou-se 5 g de mel um recipiente de plastico
proprio 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 padrao 980.23, AOAC
(2005). Foram preparadas as solugdes de Carrez | (15g de K4Fe(CN6)3H20) e
solubilizada em 100 mL de agua deionizada, em seguida, a solugao de Carrez
Il (30g de Zn(CH3CO00)2.2H20) foi dissolvida em 100 mL de agua deionizada,
por fim, foi preparada a solugéo de bissulfito de sodio a 0,2% (m/v).

Foram pesados 5 g de mel e diluidos em 50 mL de agua deionizada,
em seguida, adicionou-se 500 yL de cada solugdo (Carrez | e Carrez Il) o
volume foi ajustado para 100 mL em baldo volumétrico com agua deionizada.
Apos a clarificacdo da amostra com os reagentes, a solugao foi filtrada em
papel, descartando os primeiros 10 mL. Em seguida, foi pipetado 5 mL da
solucao e transferiu-se para 4 tubos de ensaio.

No primeiro tubo foi adicionado 5 mL da solugdo de bissulfito de sédio,
sendo este utilizado como tubo referéncia, nos outros trés tubos foram
adicionado 5 mL de agua deionizada e identificados como tubos testes.
Posteriormente, as solu¢gdes foram homogeneizadas e realizou-se a leitura em
espectrofotometro (UV-1800—SHIMADZU, KYOTO, JAPAN), nos comprimentos



39

de onda de 284 e 336 nm em cubeta de quartzo. O teor de HMF foi

determinado pela Equacéo 5.

m A —A X 149,7%5
HMF%Z' 284 33e;| (5)

Onde:
Azss = leitura da absorbancia a 284 nm,;
As36 = leitura da absorbancia a 336 nm;
P = massa da amostra em g;
5 = massa nominal da amostra;
149,7 = (126/16830)x(1000/10)x(1000/5).

3.3.8 Atividade Diastasica

A determinagado da atividade diastasica foi realizada de acordo com o
método oficial 958.09 descrito pela AOAC (2005). Para padronizar a solugao de
iodo (0,00035 mol.L™) foi realizada leitura em espectrofotdmetro (METASH UV
5100 UV/VIS, SHANGHAI) em 660 nm, e a amostra diluida em agua até o valor
atingir 0,760 £ 0,02, essa solucéo foi utilizada como referéncia.

Foi pesado 1 g de mel e diluido em 3 mL de agua deionizada,
tamponada com 0,5 mL de tampao acetato 1,59 mol.L” (pH 5,3), adicionado
0,3 mL de NaCl 0,5 mol L™ e ajustado com o volume para 5 mL com agua
deionizada, em seguida, foi conduzido juntamente com a solugcdo de amido a
1% em banho a 40 °C.

Apos a estabilidade da temperatura, aproximadamente 15 minutos, 2
mL de solugédo de mel foi misturada em 1 mL de solugdo de amido 1%, ambos
na mesma temperatura. A cada 5 minutos aliquotas de 0,1 mL da mistura
foram transferidas para 1 mL da solucéo de iodo, anteriormente padronizada e
realizadas leituras em absorbancia de 660 nm até que o valor atingisse 0,235.
Posteriormente, com os valores obtidos, foi plotado o grafico da absorbancia
versus o tempo. Os resultados foram expressos em unidades Goéthe e Shade

por grama de mel, determinados de acordo com a Equacéo 6.
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. . 300
Atividade diastasica = -~ (6)
@)

Onde:
Ty = tempo da reagdo em minutos.

3.3.9 Cor

Para a classificacdo da cor dos méis foi utilizado o método descrito por
Vidal e Fregosi (1984). Foram pesados 2,5 g de mel, adicionados em baldo
volumétrico e completado o volume para 5 mL com agua deionizada. A mistura
foi mantida em repouso por 15 min, na sequéncia, realizada a leitura em
espectrofotometro (METASH UV 5100 UV/VIS, SHANGHAI) a 635 nm, como
referéncia foi utilizada a glicerina. Os valores da cor foram obtidos de acordo

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

Cor(mm Pfund) = A E 38,70 (7)

Abs 635num

Onde:
Absesssnm = resultados obtidos das leituras no espectrofotdmetro a uma

absorbancia de 635 nm.

TABELA 4 - CLASSIFICACAO DA ESCALA PFUND

Coloragao do mel Pfund (mm) AbSg3s nm
Branco-agua 0=8 0,104 20,125
Extra branco >8a<16,5 >0,125a<0,148
Branco >16,5a<34 >0,148 a< 0,196
Ambar extra claro >34 a<50 >0,195a<0,238
Ambar claro >50a=<85 > 0,238 a< 0,333
Ambar >85a<114 >0,333a<0,411
Ambar escuro > 114 > 0,411

FONTE: Marchini et al. (2004).
3.3.10 Determinacao de proteina

O método 920.87 Micro-Kjeldahl descrito pela AOAC (2005), foi
realizado para determinar o conteudo proteico dos méis. Foi pesado

aproximadamente 0,2 g de amostra, acondicionando-se em tubos de digest&do
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identificados. Em seguida, foram adicionados 2 g da mistura catalitica (CuS04 e
K2S04) € 3 mL de H»S04 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 apdés um periodo de 4 horas em
temperatura ambiente e os sdlidos diluidos com aproximadamente 10 mL de
agua destilada. A mistura foi transferida para erlenmeyer de 125 mL, com 5 mL
de acido bdrico 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
alcalinizacdo, dando continuidade a destilacdo até a obtengdo de
aproximadamente 50mL de solugdo nos erlenmeyers. Posteriormente, realizou-
se a titulagcdo com a solugao de H,S04 0,02N até a viragem do indicador visual
verde para roseo. Por fim, foi anotado o valor do HCI gasto na titulagdo e

determinado o teor de nitrogénio por meio da Equacéo 8.

V'x.0,00028 X fc XFcx100

peso da amostra

Teor de proteina (%) =

Onde:
V = volume gasto na titulagdo da amostra - volume gasto na titulagédo
do branco;
fc = fator de corregao da solugéo de acido sulfurico (HCI);

Fc = fator de conversao da proteina animal = 6,25.

3.3.11 Vitaminas hidrossoluveis

As amostras de mel foram preparadas pesando 2 g de mel em balado
volumétrico de 10 mL e adicionando 250 uL de NaOH 2 M. Apds a dissolugao,
2,5 mL de tampéao fosfato 1 M pH 5,5 completou-se o baldo de 10 mL com
agua ultra purificada (CIULU, et al.,, 2011). Em seguida, as solu¢des das

amostras foram filtradas com filtros de seringa de PTFE (13 mm e 0,22 ym).
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A determinagao das vitaminas hidrossoluveis foi realizada utilizando o
sistema de HPLC (AGILENT SERIE 1100, CALIFORNIA, EUA) acoplado ao
detector de arranjo de diodos (DAD), sendo os cromatogramas registrados e
analisados através do software Agilent Chemstation versdo B.04.03. As
condigbes cromatograficas foram realizadas de acordo com a adaptagédo de
Klejdus et al. (2004). A separagao foi realizada em coluna com um Zorbax
Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 3,5 ym) com respectiva pré-coluna e
gradiente de eluicdo de 0,01% TFA pH 2,9 em agua e metanol eluido a um
fluxo de 0,7 mL.min-1 a 25 com 5 de volume de injecéao.

A eluicdo 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 inversdo da fase mével para 5 % B e
mantido por 5 minutos. O comprimento de onda de deteccéo foi de 256 nm
para as vitaminas C, B1 e B3; 270 nm para B2 e 280 nm para B6, B9 e B12. A

concentragdo padrédo das vitaminas variou de 0,6 ug.mL™" a 50 ug.mL™.
3.4 ANALISE MICROBIOLOGICA

As analises microbioldgicas para bactérias aerobio mesdfilo, bolores e
leveduras, bactérias acido lacticas (BAL), (UFC/g), coliformes termotolerantes,
Salmonella spp., foram realizadas de acordo com as orientagdes da American
Public Health Association (APHA), descritas na 4% Edigdo do Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods (DOWNES; ITO, 2001).

Para o preparo da amostra, uma aliquota de 10 g de mel foi diluida em
90 mL de enriquecimento de peptona a 0,1 %, e na sequéncia, 0,1 mL dessa
solucdo foi semeada em frascos contendo 9 mL solugdo salina peptonada
(SSP), para obterem-se as solucdes decimais subsequentes 10™', 102 e 107
Em seguida, foram plaqueadas em triplicata.

A contagem de bactérias mesofilas, 0,1 mL das diluigdes foram
plaqueadas em superficie utilizando o meio agar Plate Cont Agar (PCA).
Posteriormente, as placas de forma invertida foram incubadas a temperatura
ambiente (25 °C) por 24 horas.
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Para bolores e leveduras, 0,1 mL das diluicbes foram semeadas sobre
0 meio agar Sabouraud, e incubadas a temperatura de 36 °C por 48 horas.

A contagem dos microrganismos do grupo bactérias acido laticas
(BAL), as diluicbes foram inoculadas em placas contendo agar De Man
Rogosae Sharpe (MRS). Em seguida, as placas de forma invertidas foram
acondicionadas em uma jarra de anaerobiose, no qual com o auxilio de um
cultivo anaerébico da marca Anaero Pack® - Anaero foi utilizado para produzir
uma atmosfera adequada para o crescimento dos microrganismos. Apos o
procedimento, as placas foram incubadas a 36 °C, durante cinco dias, e
realizada a contagem das coldnias.

A analise de coliformes totais utilizou-se o0 método de fermentagcdo em
tubos multiplos seguindo a ordem em triplicata, onde 1 mL das diluicbes foram
acondicionados em tubos com 10 mL de Caldo Lauril Sulfato Tripose (LST), e
incubados a 36°C por 24 horas, para a demanda biolégica de oxigénio (BOD).
O resultado de coliformes foi expresso em niimeros mais provavel — (NMP.g™).

Para a pesquisa de Salmonella spp., foi diluido 25 g de mel em 225 mL
de agua peptonada a 1%, com pré-enriquecimento de caldo lactosado a 35 °C
por 24h. Posteriormente, 0,1 mL dessa suspensao foi transferida em 9 mL de
caldo seletivo Tetrationato e Rappaports Vassiliadis, e incubado em estufa a 35
°C/24 h. Posteriormente, foi semeado uma aliquota de 0,1 mL em &agar SS
(Salmonella Shiguella e incubado a 35°C/48h.

3.4.1 Atividade antimicrobiana

Para a analise antimicrobiana foi realizada a leitura em microplaca de
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), com a determinacdo da
concentragcao inibitéria minima (CIM), segundo a metodologia Clinical and
Standarts Institute (CLSI, 2012).

A avaliacao 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 Céandida albicans ATCC
10231 (E).
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Para a ativagcdo 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
agar BHI para as bactérias, e agar Sabouraud para a C. albicans, e incubadas
em estufa a 35 °C por 24 horas. Posteriormente, com o auxilio de algas de
inoculacédo descartaveis foram repicadas as col6nias das cepas em questao, e
suspensas em solugao salina 0,85%, obtendo-se uma turbidez equivalente ao
tubo 0.5 de McFarland. Entéo, diluiu-se o mesmo em solucédo salina 0,85%
resultando em uma concentracdo de 10° UFC/mL. As diluigdes foram
plaqueadas no dia das suspensdes.

Para a realizagao do teste foram utilizados microplacas de ELISA de 96
pocos fundo na forma de “U” com auxilio de pipetadora multicanal. Para o
controle de esterilidade foi adicionado 100 uL em pogos da placa (coluna 1 a
12, letras A H) de Caldo Miller Hinton (CMH) para analises com bactérias, e
Caldo Sabouraud para analise com fungos.

Nos primeiros pogos da linha A, foi acrescido 100 yL de mel puro e
homogeneizado com o caldo, em seguida, foi transferido 100 pyL para os
orificios subsequentes, obtendo-se a diluicdo seriada em concentragdes
decrescentes, descartando-se os ultimos 100 pL. As concentragdes estédo
descritas na Tabela 5.

TABELA 5 - CORRELAGAO COM A PROPORGCAO DE CALDO PARA MEL, E O INOCULO
BACTERIANO EXPRESSOS EM (uL/mL)

Linha da microplaca Caldo (pL/mL) Mel (uL/mL) Inéculo (uL/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 substituida por compostos antimicrobianos, tal



45

como Clorafenicol em solu¢ao hidroalcodlica de etanol a 5%, e o Cetaconazol
em solucdo metandlica a 2%, para inibicao de bactérias e leveduras,
respectivamente.

Para o controle negativo na coluna 11 da placa de ELISA, letra A até a
H, a amostra foi substituida pela solugéo salina, e por fim na coluna 12, letra A
até a H, para o branco o inoculo foi substituido pelo caldo utilizado, CMH para
bactérias e Sabouraud para o fungo. Foi adicionado 10,00 pL dos indculos
bacterianos.

Apos as microplacas serem incubadas por 22 horas a 35 °C foram
acrescentados 20 pL de Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazodlio (TTC) a 0,5 %,
utilizado como indicador para avaliar a atividade antibacteriana, e antifungica
do agente antimicrobiano. As microplacas foram reincubadas a 35 °C por 2
horas. Apds 24 horas de incubagao, realizou-se a leitura visual, e o resultado
foi interpretado determinacao do CMI, para a menor concentragao de mel, onde
a auséncia da atividade antimicrobiana houve a coloragéo vermelha, enquanto
a nao formacido da coloragdo vermelha foi considerada como presenca de
atividade. A CIM final foi expressa conforme a porcentagem de inibicdo do

antimicrobiano.

3.4.2 Analise estatistica

O software Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA) foi utilizado para
auxiliar o tratamento dos dados obtidos. Todas as analises foram realizadas em
triplicata para cada tratamento térmico e néo térmico aplicado nas amostras de
mel. Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e quando
houve diferenca significativa ao nivel de 95% (p<0,05), as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ENSAIO EXPERIMENTAL DOS TRATAMENTOS TERMICOS E NAO
TERMICOS

4.1.1 Caracteristica fisico-quimica

As caracteristicas fisico-quimicas das amostras A e B de mel de M.
Mandagaia como a umidade, A, pH, acidez total, conteudo de 5-HMF, cor,
diastase, sélidos insoluveis em agua, cinzas e proteinas antes e apds os
tratamentos aplicados, estdo apresentadas na Tabela 6.

O T1 das amostras A e B apresentaram diferenga significativa (p=0,00)
no teor de umidade quando comparado com os demais tratamentos. Fato que
pode ser decorrente a exposi¢cao do mel ao longo periodo de aquecimento, 12h
a 30 °C, que propiciou a maior evaporacao de agua.

No entanto, o TO 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. Mandacaia. Esse fato
pode ser justificado uma vez que o mel de ASF é influenciado pela espécie,
origem geografica e botanica, condigbes climaticas e estagcdo do ano de
colheita do mel (BIJLSMA et al., 2006). Além disso, o TO (amostra A e B) foi
superior aos 35% preconizados pelo estado da Bahia (2014); Amazonas
(2016); Parana (2017), e Malaysian Standarts (2017).

Entretanto, os parametros preconizados por S&o Paulo (2017) e
Espirito Santo (2019) com o limite de 40% de umidade, séo consistentes aos
resultados obtidos antes e apds os tratamentos térmicos e nao térmicos de
ambas as amostras. Assim, o parametro de 35% de umidade pode nao ser
ideal para o mel de M. Mandacaia em diferentes locais de producao,
considerando todos os fatores influenciaveis, os resultados sugerem tendéncia
de valor de umidade acima do recomendado para mel de M. Mandacaia.
Portanto, antes da definicdo do Ilimite de umidade €& recomendavel

mapeamento do perfil das espécies de ASF em diferentes cenarios.
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O teor de A, do mel depende de varios fatores, como, a época da
colheita, grau de maturagao atingido na colmeia, fatores climaticos, néctar de
flores, frutos ricos em agua, espécie de ASF (SILVANO et al., 2014; RAMON-
SIERRA et al., 2015) e aspecto do tratamento térmico que podem afetar o
parametro (SILVANO et al., 2014).

A A, mostrou diferencga significativa (p=0,00) entre os tratamentos para
as amostras A e B quando comparados com o TO. O T1 de ambas as
amostras, ocasionou a maior reducao da A,,. Fato que, assim como o ocorrido
com teor de umidade, pode ser decorrente a exposicdo do mel ao longo
periodo 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 A,, menor pH, portanto, maior
acidez, resultado semelhante ao obtido por Ribeiro et al. (2018), em mel
maturado de Melipona quadrifasciata. 1sso ocorre devido a fermentacao dos
agucares por meio da agdo de microrganismos endogenos, gerando producao
de acido com consequente reducdo no pH (FINOLA et al., 2007).

Os valores de pH apresentaram diferenga significativa (p=0,00) entre
os tratamentos para as amostras A e B quando comparados com o TO. Apos
T1, T2, T3 e T4 (amostra A e B) os valores do pH aumentaram em decorréncia
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 a volatilizacdo dos acidos orgéanicos presentes, em particular a
reacao dos acidos volateis 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 sdo consistentes com os
valores preconizados para o estado do Parana (2017), de no Max 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 sao consistentes com os valores preconizados nos
estados de Sao Paulo (2017) e Espirito Santo (2019), de 2,9 — 4,5 e no Parana
(2017) de no Max. 4,7 de pH. O baixo pH das amostras A e B indicam que

provavelmente ndo havera crescimento microbiano anaerdbico, incluindo o
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Clostridium Botulinum. O microrganismo nao 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 acidos organicos que pode variar
de acordo com a composic¢ao floral do mel, espécie da ASF, fermentagao por
microrganismos e posterior oxidagdo de acidos carboxilicos (RAMON-SIERRA
et al., 2015; AVILA et al., 2018). O teor de acidez total apresentou diferenca
significativa (p=0,00) no TS5 e T6 das amostras A e B, quando comparados aos
demais tratamentos.

O aumento da acidez apds o T5 nas amostras A e B, como mostrado
na Tabela 6, pode estar relacionado a possivel fermentacdo de agucares em
acidos organicos (SANCHO et al.,, 2013). O tratamento T6 obteve valores
maiores de acidez total de 80,97 e 62,93 meq.kg™”' quando comparado com TO,
nas amostras A e B, respectivamente. O resultado do T6 (amostra A e B) foi
inferior a 105,1 meq.kg™ no mel fresco, e 117,3 meq.kg™ apds a estocagem de
365 dias em mel de ASF da espécie T. laeviceps quando submetido a 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 periodo
de estocagem sob refrigeracéo, como o obtido no T6.

O teor de acidez encontrado nas amostras A e B n&do estdo em
conformidade com o preconizado pelos estados da Bahia (2017), Sao Paulo
(2017), e Espirito Santo (2017) com limite maximo de 50 meq.kg™' para mel de
ASF. O T1, T2, T3, T4 e T6 da amostra B, estdo de acordo com o limite
maximo de 60 meq.kg™” preconizado no estado do Parana (2017). Os valores
obtidos apds os tratamentos, exceto para T5 da amostra A, sao consistentes
aos 80 meq.kg™ sugerido pelo estado da Amazonas (2016), para ASF.

Biluca et al. (2016) registraram valores entre 16,2 e 139,0 meq.kg™,
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 trés espécies de
ASF da Tailandia (Homotrigona fimbriata,Tetrigona apicalis e Tetrigona
melanoleuca). Isso leva a crer que o mel de ASF produzido em diferentes

regides apresenta diferenga em relacdo a acidez, assim, € recomendavel o
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mapeamento dos meliponarios em fungédo da vegetacao, diferentes cenarios,
clima, florada e espécie de ASF para definicdo especifica do limite de acidez
total.

O conteudo de 5-HMF pode apresentar uma correlagao positiva frente
a capacidade antioxidante, por isso pode ser um indicador sensivel ao calor
elou tempo prolongado de estocagem (DE SOUSA et al., 2016; ZHAO et al.,
2018). Além disso, o alto teor desses compostos sugere adulteragdo, como a
adicdo de acucares simples de fonte externa, sendo assim, o teor de 5-HMF é
um parametro 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 nzo pode exceder 40 mg.kg™, ja
para mel produzido em regides tropicais o teor ndo deve ser superior a 80
mg.kg" (CODEX, 2001). Para o mel de ASF o teor de 5-HMF n3o pode
exceder 40 mg.kg' na Amazénia (2016) e no Parana (2017), Malaysian
Standarts (2017) preconizou o valor inferior a 30 mg.kg1, ja nos estados da
Sé&o Paulo (2017) e Espirito Santo (2019) foi estabelecido o valor de no maximo
20 mg.kg'1, e no estado da Bahia (2014) o valor maximo permitido € de 10
mg.kg™.

O teor de 5-HMF apresentou diferenga significativa (p=0,00), para
ambas as amostras, apds a aplicacdo de todos os tratamentos, conforme a
Tabela 6. O T6 (amostra A e B) diminuiu o valor do 5-HMF quando comparados
com o TO, e o mel ndo apresentou granulagdo apdés a estocagem sob
refrigeragdo. Portanto, esse fato sugere que as condicbes de tempo e
temperatura no T6 sdo adequadas para aumentar a vida util do mel de ASF,
sem afetar o teor conteudo de 5-HMF.

Apo6s os tratamentos o teor de 5-HMF aumentou a medida que as
amostras A e B foram submetidas aos T1, T2, T3, T4, e durante o T5. Os
resultados estdo 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, apos os tratamentos térmicos. Por outro lado, Biluca et al. (2014),
mostraram a resisténcia na formagcao 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 a umidade elevada, acidez e predominancia de frutose em
sua composigao.

No TO 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 regides
subtropicais mesmo em temperaturas relativamente baixas, pode elevar o teor
de 5-HMF naturalmente durante a maturagéo e manutencdo 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 degradacao dos
agucares, como a frutose e principalmente a glicose em meio acido, formado
na reacao de Maillard (reagdo de escurecimento ndo enzimatico), além disso,
pode estar relacionado ao calor que ocorre durante o tratamento térmico
ocasionando o escurecimento na cor do mel, devido a concentragdo de agucar
e aminoacidos sob condigcdes térmicas (CAN et al., 2015; DE SOUSA et al.,
2016).

A conservagéao da cor do mel se relaciona diretamente com a aceitagao
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 diferenga significativa (p=0,00), decorrente do escurecimento em
ambas as amostras apdés os tratamentos. Os resultados estdo 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 coloragdo do mel no TO, amostra A e B, mostraram uma
variagdo de 32,93 mm e 55,26 mm, com cor branco e ambar claro na escala
Pfund, respectivamente. Apds os tratamentos (T1, T2, T3, T4, TS e T6), a
amostra A apresentou valores minimo de 56 e maximo 80,08 mm Pfund,
classificada como ambar claro, enquanto a amostra B variou de 58,85 e 113,30
mm Pfund, classificada como ambar claro e ambar, respectivamente. O T5 foi o
que mais teve influencia na variacdo da cor, gerando maior escurecimento no
mel quando comparado aos demais tratamentos, em ambas as amostras. Fato

que pode estar relacionado com a decomposi¢gao dos agucares em meio acido
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pela reacao de Maillard (DE SOUSA et al., 2016), conforme pode ser conferido
o valor da acidez na Tabela 6.

O tratamento ultrassénico e aquecido em temperatura baixa, pode
minimizar a mudanga de cor nas amostras, confirmando Chong et al. (2017)
quando realizaram analise de mel de ASF Kelulut, ap6s tratamento ultrassdnico
e aquecido sob 45, 55, 67, 80 e 90 °C. Em méis florais de Apis houve
escurecimento apds os tratamentos térmicos em alta temperatura (90 °C/5 min)
quando comparado com o tratamento ultrassénico a 40 kHz. Resultado
consistente com o T2 a 40 kHz em que teve a menor alteragéo 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
diferengca pode estar relacionada com a origem botanica, fonte de néctar,
conteudo de podlen e localizagdo geografica em que o mel foi produzido
(ESCUREDO et al., 2014; CAN et al., 2015).

As enzimas diastase (a e (B-amilases) sdo naturalmente encontradas
em mel, provenientes das glandulas hipofaringeanas das abelhas e das
plantas, por isso podem ser consideradas parametros indicativos de frescor do
mel. Além disso, essas enzimas apresentam alto grau de instabilidade frente a
temperatura elevada durante tratamentos térmicos, estocagem inadequada e
prolongada que resultam em diminui¢do da atividade diastasica (PASIAS et al.,
2017).

A atividade diastasica apresentou diferenga significativa (p=0,00) apds
os tratamentos em ambas as amostras. O T1 da amostra A obteve valor de
8,37 na escala Gothe, valor menor ao encontrado no TO (18,94 °Géthe). 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 ultrassénico (20 kHz
com 40% de amplitude) por 30 min, o tratamento diminuiu a atividade
diastasica de 13,87 - 15,12 para 9,69 — 13,5 °Goéthe.

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 °Gothe,
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respectivamente. Esses valores que revelaram significativa queda da diastase
quando comparados com TO0 (17,85 °Gothe), e sdo consistentes com o declinio
da atividade diastasica no mel da T. laeviceps (Chuttong et al. (2016a).

No entanto, ambas as amostras apresentaram valores superiores ao
maximo de 3 na escala de Gothe,sugerido para mel de ASF (BAHIA, 2014,
AMAZONAS, 2016). Em contraste, a atividade diastasica de todos os méis
apos os tratamentos térmicos e nao térmicos apresentaram valores na faixa
padrao de no maximo de 40 na escala de Goéthe, preconizado para mel de ASF
(PARANA, 2017) e minimo de 8 °Géthe (IHC, 2009), valor preconizado para o
mel de abelha Apis. Contudo, o T3, T4 e T5 (amostra A e B), apresentaram as
melhores condicdes de tempo e temperatura para evitar danos a qualidade da
atividade diastasica, conforme Tabela 6.

O teor de sdlidos insoluveis corresponde as impurezas no mel, como
residuos de cera, graos polen, fragmentos das abelhas, além de outros
elementos inerentes ao mel como o processamento que foi submetido
(BRASIL, 2000; SILVA, 2015). O teor de solidos insoluveis em agua n&o
apresentou diferenca 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
maximo de 0,1% de sélidos insoluveis em mel de ASF preconizados nos
estados da Bahia (2014), Amazonas (2016), Sdo Paulo (2017), Parana (2017)
e Espirito Santo (2019). Em contrapartida, a amostra A submetida aos
tratamentos térmicos e nao térmicos estdo em conformidade ao preconizado
para solidos insoluveis em mel de ASF de no maximo 0,1% de, conforme a
Tabela 1.

A quantidade de cinzas ou residuo mineral € um indicador de pureza
do mel. No entanto, quando o valor detectado € acima de 0,5% (IHC, 2009),
limite maximo recomendado para mel de Apis mellifera, € possivel determinar
irregularidades como a falta de higiene, decantagao e/ou filtragdo 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 n&o
interferiram no teor de cinzas, exceto na amostra A que apresentou diferencga

significativa (p=0,00) no T1.
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Os resultados estdo de acordo com o limite de 0,6% preconizado nos
estados da Bahia (2014) Amazonas (2016), Sao Paulo (2017), Espirito Santo
(2019), 0,8% para o estado do Parana (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 exposi¢cao e temperatura, produziu maior redugdo no teor de agua e
consequente aumento da concentragao de cinzas.

No estudo desenvolvido por Chuttong et al. (2016a) o mel de ASF T.
laeviceps foi submetido a refrigeracao (4 + 2 °C) por 365 dias de estocagem, e
obteve reducdo no valor de cinzas de 0,44% para 0,42%, resultado que
corrobora com a redugao de cinzas apés T6 nas amostras A e B, como
mostrado na Tabela 6. O teor de cinzas correlaciona-se com o conteudo
mineral e pode ser influenciado pela composi¢cao do néctar das plantas que
também absorvem do solo contaminantes inorganicos 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 sao de
procedéncia segura.

O teor de proteina no mel esta associado a presenga de pdlen, 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
parametro serve como indicador de frescor ja que o seu conteudo pode estar
reduzido ou ausente em mel adulterado, superaquecido ou armazenado por
longos periodos (NORDIN et al., 2018). As menores concentragcdes de proteina
encontradas no mel de ASF foram apds aplicagéo do T2, T3, T4 e T6 (amostra
A e B), exceto para T1 e T5 que aumentou os valores e mostrou diferenca
significativa (p=0,00), quando comparados com TO, respectivamente. A
diferenca dos valores do TO entre as amostras A e B, pode estar relacionada a
origem botanica distinta da coleta do mel. Nao existe regulamento ou legislagao
em termos de conteudo de proteinas do mel de ASF, pardmetro necessario

para a rotulagem desse produto.
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4.1.2 ldentificagdo e quantificagdo das vitaminas hidrossoluveis do mel de

Mandagaia antes e apds os tratamentos térmicos

Na Tabela 7 sdo descritos os resultados das vitaminas identificadas,
acido nicotinico (B3an) e nicotinamida (B3n), onde a soma dos valores
mensurados para cada um desses vitdmeros resultam no total de niacina, ou
seja, vitamina B3, e a quantificacdo da vitamina B9. Na Tabela 7, pode ser
visualizada a porcentagem da Ingestdo diaria 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 diferenga estatistica (p<0,05) nas amostras A e B. Foi
possivel 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™" e na B com 2,75 mg.100™".
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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 TO de ambas as amostras. Para a vitamina B9 apds
os tratamentos térmicos, o TS apresentou 91% do consumo diario necessario
de B9 em 20 g de mel. Sendo assim, a diferenca do aporte geral percentual da
RDA é necessaria uma alimentacao variada e saudavel para os complementos
dos vitdmeros B3 e B9.

Além disso, a determinagao de vitaminas em alimentos € muitas vezes
uma tarefa desafiadora devido a sua instabilidade. As condigdes em que o mel
pode ser submetido como o envelhecimento, armazenamento, exposi¢ao a luz,
umidade, pH e temperatura de processamento causam perda de vitamina
(LESKOVA et al., 2006). Um fato que parece contraditério, que ocorreu no T4
(amostra A e B) que causou a concentragao da vitamina B3 quando comparado
ao TO, isso leva a crer que o tratamento foi eficiente e ndo causou perdas da
vitamina B3.

Verificando a concentragdo da vitamina B9, a analise de determinagao
revelou que na amostra A ndo continha acido félico suficiente para ser
quantificado. Ja a amostra B, apresentou diferentes concentra¢des de B9 apds
os tratamentos, mostrando maior concentragdo no T5 com 1,09 mg.100g™", e a
reducao significativa no T6 com 0,30 mg.100g™". Ciulu et al. (2011), sugerem
que a origem botanica influencia significativamente no conteudo de vitaminas
disponiveis no mel, fato que possa justificar a divergéncia na composicao 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 apds a coleta, tal como a filtragdo para comercializacdo do produto, que
pode reduzir o conteudo vitaminico devido a remogao quase completa do polen
(CIULO et al.,2011).

A ingestao diaria recomendada (RDA) (BRASIL, 2005 para niacina (B3)
e acido folico (B9), € de 16 mg/dia e 240 ug/dia, respectivamente. Ao analisar
as amostras A e B, percebe-se uma alta porcentagem desses compostos, que
ultrapassam o estabelecido. Para o calculo do percentual da RDA foi

considerada uma porg¢ao de 20 mg/dia de mel.
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4.1.3 Contagem microbioldgica

A analise microbiolégica avaliou a eficiéncia dos tratamentos térmicos
na redugdo da carga microbiana e o efeito na manutencao da bactéria acido
lactica (BAL) do mel de M. Mandacaia, conforme pode ser visualizado na
Tabela 8.
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A faixa de A, para o desenvolvimento de microrganismo depende da
classe. Para fungos € 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 nao térmicos
que registram A,, 0,80, sugerem ser seguras em relagdo ao crescimento de
leveduras e bactérias. Os T2, T3, T4, T5, e T6 apresentaram valores de A,
>0,70 e sao suscetiveis ao desenvolvimento de fungos, no entanto, os
resultados das analises microbioldgicas apresentados na Tabela 8 demonstram
que os méis das amostras A e B sao seguros para o consumo humano.

As bactérias do acido lactico (BAL) encontradas no mel provenientes
do intestino das abelhas tém efeito benéfico ao individuo devido ao alto
potencial probidtico e antimicrobiano (QUINONES-VARQUEZ et al., 2017).
Com isso, é importante que a BAL seja mantida apos o tratamento aplicado no
mel, uma vez que, sua presenca preserva as qualidades nutricionais e inibe a
deterioragdo do produto mediante agcdo sobre das bactérias patogénicas
(HASALI et al., (2015).

As amostras A e B apresentaram meédias 5,68 e 5,49 Log10 CFU/qg,
respectivamente, de BAL no TO, que sugere procedéncia segura dos méis. Os
tratamentos com o menor impacto sobre a BAL foram os T2, T3 e T4, com
divergéncia no T2, que registrou 5,60 Log'® UFC/g (amostra A) e 0,00 Log™
UFC/g (amostra B). As BAL sao pertencentes ao grupo de bactérias gram-
positivas que sdao mais resistentes que as gram-negativas, em razdo da parede
celular mais espessa, 0 que proporciona uma melhor protegao contra os efeitos
do tratamento ultrassénico (SUHARTATIK et al., 2014).

Vale ressaltar que a resisténcia de diferentes microrganismos depende
de fatores como as propriedades do meio, parametros do processo
(ZINOVIADOU et al., 2015), e/ou a possivel diferenga da procedéncia do mel, o
que pode justificar a reducdo total da BAL na amostra B. No entanto, os
tratamentos T1, T5 e T6, eliminaram as BALs, em ambas as amostras.

A presenca de bactérias mesdfilas, dos bolores e das leveduras esta
relacionada com a deterioragdo dos alimentos (OLIVEIRA et al., 2013). Na
contagem de aerdbios mesdfilos, disposto na Tabela 8, foi possivel notar

diferenca significativa (p=0,00) entre os tratamentos na amostra B.
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Embora, o T1, TS e T6, das amostras A e B, tenham resultado na
reducdo da contagem bacteriana de aerdbio mesdfilo, +1,77, £3,39 e 13,02
Log', respectivamente, eliminaram as BALs.

Apos a aplicagdo de T2 nas amostras A e B, houve a reducédo dos
mesofilos com menores valores que o T3 e T4. Janghu et al. (2017),
identificaram menores contagens de bactérias mesdfilas apdés 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 presencga de bolores e leveduras esta associada com
a alta umidade e devido a sua microbiota que é rica em fungos. No entanto,
nao ha relatos que pela ingestdo de mel ocorra doengas causadas por esses
microrganismos. Porém, um dos fatores negativos que pode causar a presenga
desses microrganismos € a fermentagdo do mel que reduz sua vida util
(GRABOWSKI; KLEIN, 2017). Ap6és o T1 e T5, amostras A e B, foi verificada a
reducdo desses microrganismos no mel, dessa forma, os resultados obtidos
estdo de acordo com os parametros microbiolégicos recomendados para o mel
de ASF (BAHIA, 2014; AMAZONAS, 2016; SAO PAULO, 2017; PARANA,
2017; ESPIRITO SANTO, 2019) e para o mel de Apis mellifera (BRASIL, 2001).

Em contrapartida, o T1 e TS (amostra A e B) eliminaram as BALs que
sdo consideradas bactérias benéficas a saude humana, e, portanto,
desfavoravel apds os tratamentos. No entanto, pode-se notar que os
parametros microbiologicos preconizados pela legislacdo para mel de Apis sao
incompativeis aos parametros obtidos no mel de ASF, tornando as
comparagoes inadequadas (VIT et al, 1994, ODDO et al, 2008;
MONIRUZZAMAN et al., 2014; BILUCA et al., 2016; CHUTTONG et al., 2016b).

As analises de coliformes totais, Escherichia coli e Salmonella spp.,
indicaram auséncia desses microrganismos na composi¢cao das amostras A e
B. Os tratamentos térmicos e néo térmicos aplicados no mel de M. Mandacaia
indicaram que os melhores resultados obtidos foram T1 e T5 sendo eficazes na
reducdo da contagem total de bactérias aerébio mesdfilo, bolores e leveduras.
No T1, devido a reducéo da atividade agua que cria um ambiente indspito para
a proliferagao desses microrganismos e no T5 pode ter sido pela influencia do

pH baixo, que contribuiu para as propriedades inibitérias sob o crescimento
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microbiano no mel (ADADI; OBENG, 2017). Em contrapartida, houve a
destruicdo das bactérias lacticas nos respectivos tratamentos em ambas as
amostras.

Os valores das bactérias aerobios mesofilos apds os tratamentos estéo
de acordo com o padrdao preconizado pela legislagdo Cddigo Alimentar
Argentino (CAA, 1998), que tem nivel maximo permitido de 106 UFC g’ para
subprodutos de origem animal, o que confere seguranga alimentar no consumo
dos méis. Assim, pode se notar que os tratamentos térmicos e nio térmicos
foram eficazes na reducgao de aerdbio mesofilo nas amostras A e B.

Os resultados sugerem que os tratamentos T2, T3 e T4 apresentaram
eficacia sobre a redugéo dos microrganismos deteriorantes e ndo ocasionaram
danos as BALs. O método de T4 resultou em menor sobrevivéncia de aerdbio
mesdfilo, bolores e leveduras devido a temperatura elevada.

Assim, pode-se dizer que os tratamentos T2, T3 e T4, aplicados ao mel
reduziram as bactérias mesofilas e mantiveram as BALs, microbiota benéfica

do mel.

4.1.4 Atividade antimicrobiana do mel de Mandagaia apds os tratamentos

térmicos

Para avaliar a atividade antimicrobiana foram considerados os valores
de CIM concentragéo (uL/mL) de mel de M. Mandagaia, necessarios para inibir
os microrganismos S. aureus, C.albicans, Salmonella typhimurium, E. coli,

respectivamente (Figura 6).
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Na avaliacdo de inibicdo do S. aureus, para a amostra A, foram
encontrados minimos e maximos de CIM de 0,78 e 12,5 uL/mL, TO e T6,
respectivamente. Para a amostra B, os valores obtidos foram de 1,56 para TO,
T2 e T3 e 25 yL/mL para T6, conforme mostra a Figura 6A. Em ambas as
amostras o mel in natura foi o que mostrou maior eficiéncia para inibicado da
cepa, uma vez que, foram necessarias menores concentragcdes de mel quando
comparado aos demais tratamentos. Os testes realizados por Nishio et al.
(2014), mostraram que as cepas de S. aureus foram sensiveis quando
submetido ao mel de M. Mandacgaia, com CIM de 2,5 yL/mL.

O S. aureus é o microrganismo mais resistente a agao antimicrobiana
do mel de meliponineos (DARDON; ENRIQUEZ, 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
inibicdo do S. aureus dentre os tratamentos aplicados ao mel para a amostra A,
provavelmente esse fato pode estar relacionado a acidez que aumentou apods a
submissao do T5. Na amostra B os tratamentos que ocasionaram o aumento
da acidez, T2 e T3, também foram mais eficientes na inibicdo deste
microrganismo com CIM de 1,56uL/mL. De acordo com Santos et al. (2007), o
pH 6timo de crescimento do S. aureus é de 7, fato que justifica a maior inibicao
devido os tratamentos que ocasionaram redugéao no pH do mel.

Para Salmonella typhimurium os tratamentos TO, T5 e T6, aplicados na
amostra A, mostraram maior potencial antimicrobiano com CIM 3,13, 3,13 e
1,56 pL/mL, respectivamente. Na amostra B, todos os tratamentos
apresentaram a CIM de 6,25 pL/mL, exceto para T1 que foi preciso 12,5 yL/mL
de mel para inibir a cepa. Contudo, para garantir a seguranga na inibigdo da
Salmonella typhimurium, sugere-se e seja utilizado 12,5 uL/mL de mel de M.
Mandacaia, de ambas as amostras, A e B.

Para C. albicans o TO, T5 e T6 (amostra A), exerceram maior potencial
de inibicdo, no qual foram encontrados os menores valores de CIM 0,39 pL/mL,
enquanto para a amostra B o T6 obteve a menor CIM, também de 0,39 pyL/mL.
Em ambas as amostras, foi possivel perceber que a refrigeracdo, T6, se
mostrou um processo eficaz para inibicdo do microrganismo. Segundo Silva

Neves et al. (2006), a temperatura 6tima de crescimento da C. albicans é de 30
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°C, assim, percebe-se que a refrigeracdo reduz consideravelmente o
crescimento desse microrganismo, justificando os melhores valores para T6.

A analise de E. coli mostrou o CIM do TO com 1,56 e 0,78 uL/mL, das
amostras A e B, respectivamente, sugere maior inibicdo do crescimento da
cepa, seguido do T2, T3, TS5 e T6 (amostra A), e T2, T3 e TS5 (amostra B).
Assim, os ensaios de diluicdo 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 concentragdo e tratamento térmico
aplicado ao mel de ASF. Esses resultados sao compativeis com Nishio et al.
(2014), que avaliaram a atividade antibacteriana do mel de abelha M.
Mandacaia em cepas de S. aureus, Salmonella entérica, E. coli e P.
aeruginosa. Apos os tratamentos aplicados nas amostras Ae B o T2, T3 e T5
apresentaram os melhores valores de CIM, conforme Figura 6.

E possivel observar que os microrganismos testados foram sensiveis
as amostras A e B nas concentragdes testadas, antes e apds os tratamentos
térmicos. Para TO (amostra A e B) foi necessario a menor concentragcao de mel
de M. quadrifasciata para inibir as cepas testadas. Esse fato pode estar
relacionado a possibilidade do mel possuir diferentes microrganismos, e pode
estar ocorrendo a competicao entre eles. Assim, esse mecanismo pode evitar a
propagacado de patogenos, tipicamente com os benéficos (RAMOS et al.,
2013).

De modo geral, em ambas as amostras A e B, para garantir a
segurancga na utilizagdo do mel de M. Mandacgaia como agente antimicrobiano,
foi necessario utilizar a CIM de 25,00uL/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 maximo de 6,25 pL/mL, pode ser considerado uma alternativa
viavel, de baixo custo e ecologicamente sustentavel para ser utilizado como

antibiodticos.
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4.2 ENSAIO EXPERIMENTAL DE VIDA DE PRATELEIRA

4.2.1 Caracteristica fisico-quimica

Na Tabela 9 estdo dispostos os parametros fisico-quimicos de
umidade, atividade de agua, pH, acidez total, 5-HMF, cor, atividade diastasica,
sélidos insoluveis em agua, cinzas e proteinas, antes e apos o aquecimento em
temperatura de 65 °C sob o mel de ASF da espécie Melipona quadrifasciata

avaliados em 5 periodos até totalizar 365 dias.
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O teor relativamente alto de umidade do mel de ASF é um fenémeno
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 diferenga significativa (p=0,00) da amostra em Cin
com relagdo a analise de C365. Pois, a umidade apresentou redugéo ao longo
do tempo. No entanto, a amostra Cin apresentou umidade em conformidade
com o limite de 40% preconizados nos estados de Sao Paulo (2017), e Espirito
Santo (2019) os demais tratamentos exceto C180 e C270 estdo de acordo com
35% de umidade, valor estabelecido pelos estados da Bahia (2014), Amazonas
(2016), Parana (2017) e no Malaysian Standarts (2017).

A Ay néo apresentou diferenga significativa (p=0,34) com o passar do
tempo. Porém, na Tabela 9 pode ser visualizado que o valor da A, da amostra
no Cin de 0,80 baixou para 0,78 no CO e C90. No decorrer da estocagem em
C180, C270 e C365 houve aumento para 0,79 sugerindo que o parametro se
manteve estavel. Esses resultados sdo compativeis 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 A, de 0,795 em comparagao com
sua forma nao tratada de A,, 0,767, no tratamento ultrassdénico realizado sob
as mesmas condi¢des de tempo e temperatura, e em temperaturas moderadas
de 45 °C e 55 °C a Ay e o teor de umidade aumentaram. Os resultados
encontrados no presente estudo, conforme Tabela 9, estdo em conformidade
com o parametro de A, estipulado para mel de ASF, com limite de 0,52 a 0,80
definidos por Sdo Paulo (2017) e Espirito Santo (2019).

O pH do mel de M. quadrifasciata submetido ao aquecimento a 65°C
apresentou diferenga significativa (p=0,00), nos seis pontos de analise no
decorrer da vida de prateleira. O pH de 3,74 na amostra Cin apresentou
diminuigéo gradativa a partir do CO na faixa de 3,64 até o minimo encontrado
de 2,80 no C365, e consequente aumento da acidez total.

Os resultados encontrados por Chuttong et al. (2016a) mostraram
semelhancga na reacao do pH do mel de ASF T. laeviceps, no qual a tendéncia
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 caracteristicas fisico-quimicas em temperatura
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controlada de 20 e 30 °C, no mel Tiuba (ASF), e observaram que esse
tratamento térmico também levou a reducédo do pH no produto. A reducido dos
valores do pH dos méis tratados pode ser decorrente da aceleragao térmica da
concentragdo do ion hidrogénio via processo de decomposi¢cdo de alimentos,
como a hidrdlise (CHAIKHAM et al., 2016).

O valor de pH sugerido (SAO PAULO, 2017; ESPIRITO SANTO, 2019)
tem como limite entre 2,9 a 4,5, no Parana (2017) o valor maximo é de 4,7 e
para Malaysian Standarts (2017) o valor permitido esta entre 2,5 a 3,8. Assim,
o pH encontrado na amostra C esta em conformidade com os parametros
preconizados. A estabilidade do mel pode ser prevista avaliando o pH e a
acidez titulavel, que sdo parametros importantes na extragao e estocagem, pois
influenciam a textura, estabilidade e prazo de validade (TERRAB; HEREDIA,
2002).

O resultado da acidez total apresentou diferenca significativa (p=0,00),
quando submetido a estocagem de 365 dias. O mel in natura (Cin) com 60,43
meq.kg™’, 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” no C365, que sdo compativeis ao mel Titba (ASF), submetido ao
aquecimento a 65 °C com valor de 23,87 meq.kg” para 21,36 meq.kg™”
(RIBEIRO et al., 2018). Altos niveis de acidez no mel podem indicar que
ocorreu fermentacdo de acucares por microrganismos enddgenos, em
condicbes favoraveis de umidade e Ay, resultando em aumento da acidez
titulavel e redugao 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
relacdo ao tempo de estocagem e temperaturade 4 ° C,30°C e 45° C por6 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
maximo de 80 meg.kg' (AMAZONAS, 2016). Contudo, o mel de M.
quadrifasciata da amostra C in natura (Cin), apresentou o valor de 60,43
meq.kg™’, e estd em conformidade com o parametro vigente de 60 meqg.kg™' no
estado do Parana (2017), exceto para os estados da Bahia (2014), Sdo Paulo

(2017) e do Espirito Santo (2019) com o limite maximo de 50 meq.kg'1.
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Entretanto, apdés a amostra C ser submetida ao aquecimento a 65 °C os
valores de acidez ultrapassam ao recomendado de 50 meq.kg” (PARANA,
2017) e 60 meq.kg™ (BAHIA, 2014; SAO PAULO, 2017; ESPIRITO 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 variagao de acidos
organicos de diferentes floradas e consequentemente néctar, sugere-se
reavaliar o valor maximo de acidez permitido para o mel de ASF, de acordo
com a variabilidade de espécie, condicdo geografica e composigcao fisico-
quimica.

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 parametro usado para controlar o tratamento
térmico o aquecimento do mel. O conteudo de 5-HMF altera o valor nutricional
do mel e pode indicar que houve perda de enzimas, principalmente diastase
(ARAUJO et al., 2006).

O teor de 5-HMF apresentou diferenga significativa (p=0,00). O valor
inicial de 0,90 mg.kg™”, 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™' no CO, 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 reacgdes
semelhantes em mel de ASF T. laeviceps, em que o parametro 5-HMF obteve
aumento estatistico significativo no mel fresco apés os a estocagem de 12
meses sob 30 ° C e 45 ° C, no qual apresentou a variagao de 2,2 a 68,8, no
mel fresco e apds 12 meses subiu para valores extremamente altos de 744,52
e 7551,02 mg.kg™, respectivamente. Fato que pode ser atribuido ao tratamento
térmico e periodo de estocagem, nesse periodo, sacarideos e aminoacidos
abundantes no mel pode contribuir para aceleragdo na reacao de Maillard,
resultando na geragéo de produtos ndo saudaveis, como o 5-HM5 (TURHAN et
al., 2008), composto constituido por furosina, furano, e acrilamina, que
posteriormente afetariam a qualidade do mel (LEE et al., 2016). Além disso, o

aquecimento causa mudanga na cor (FRAUSTO-REYES et al., 2017), e os
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aminoacidos livres que sdo importantes componentes ativos e podem ser
potenciais indicadores sensiveis ao calor no mel (ALVAREZ-SUAREZ, et al.,
2010).

O contetido permitido de 5-HMF varia de no maximo 10 mg.kg™ para o
Estado da Bahia (2014), 20 mg.kg™ para Sao Paulo (2017), Espirito Santo
(2019) de 30 mg.kg'e no Malaysian Standarts (2019) de até 40 mg.kg™,
mesmo valor estipulado pelos Estados do Amazonas (2016) e Parana (2017).
Assim, como o Codex (2001), estabelece que o teor de 5-HMF do mel de Apis
apos processamento e/ou mistura ndo deve ser superior a 40 mg.kg™”. No
entanto, no caso de mel de origem declarada de paises ou regides com
temperaturas ambientes tropicais, bem como misturas desse mel, o teor de 5-
HMF n3o deve ser superior a 80 mg.kg™.

Os resultados obtidos na Tabela 9, para o conteudo de 5-HMF, estao
em conformidade com os parametros anteriormente descritos. Estes resultados
sugerem o conteudo de 5-HMF aumenta a 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 a medida que o mel é aquecido ou armazenado
por longos periodos em temperaturas mais altas (AVILA et al., 2018).

Além disso, o 5-HMF pode interferir na coloragao 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 apos ser
aquecido a 65 °C e apresentou diferenca 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 ambar extra claro. Apds 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 apos o aquecimento a 65 °C com 51,42 e
62,32 nm Pfund (classificados com ambar claro), no ponto CO 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 apés o método que levou mais tempo e maior
temperatura, como resultado do escurecimento ndo-enzimatico pela reacédo de
Maillard (CAN et al., 2015).

Apods 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 varios fatores,
como o conteudo 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 a medida que o mel é armazenado em temperatura ambiente (25
°C), sendo assim, no ultimo tempo avaliado, 365 dias, como resultado teve-se o
mel mais escuro.

Fatores como exposicao a luz, calor e tempo de estocagem, com como
as reagoes nao-enzimaticas podem afetar esse parametro (DE SOUSA et al.,
2016). Os resultados da atividade diastasica obtidos revelam diferenca
significativa (p=0,00) e mostram tendéncia de queda da diastase do mel de M.
quadrifasciata aquecido a 65 °C. No decorrer da estocagem, os seis pontos de
analise apresentaram valores menores da atividade enzimatica, com valor de
12,41 no Cin para 9,87 no CO, respectivamente. Assim, a atividade da enzima
no mel foi ligeiramente diminuida ao ser aquecido, e no C365 néo foi possivel
detectar a atividade diastasica. Fato esperado, pois a estocagem e o
aquecimento sao condicbes que afetam a atividade diastasica no mel
(BOGDANOV et al., 2004).

Em estudo realizado por Chuttong et al. (2016a) com mel de ASF T.
laeviceps-pagdeni a atividade diastasica do mel armazenado a 30 °C por 6 e
12 meses diminuiu progressivamente. A maior mudanca na diastase foi do mel
armazenado a 45 °C por 12 meses (0,4 £ 0,5 unidades Schade). Aos 30 e 45
°C de estocagem, a diastase aos 6 e 12 meses diminuiu em 45 e 78% e 80 e

82%, respectivamente.
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Os valores de atividade diastasica encontrados estdo em conformidade
com o maximo de 40 °Gothe permitido no Estado do Parana (2017) e fora dos
parametros de 0,3 °Goéthe estipulados nos estados da Bahia (2014) e no
Amazonas (2016).

A enzima diastasica, incluindo a e B-amilases, aparecem naturalmente
nos méis florais e seu conteudo depende das fontes florais e da origem
ecologica do mel (DA SILVA et al., 2016). Além disso, a diastase origina-se das
secrecdes de saliva das abelhas, e relevante para o perfil enzimatica especifica
da espécie de abelha (FUENMAYOR et al., 2013). As enzimas sao adicionadas
pela abelha durante a coleta e o amadurecimento do néctar em mel. Alguns
néctares sdo mais espessos que 0s outros, entdo os menores polens precisam
de menos modificagbes pelas abelhas (WHITE, 1994). Os niveis de diastase no
mel de ASF variam com um intervalo de 2,4-21,3 e 9-23,0 °Go6the nos estudos
de Vit et al. (2013) e Souza et al. (2006), respectivamente.

Os solidos insoluveis em agua apresentado na Tabela 9, apresentaram
diferenca significativa (p=0,00) nos pontos avaliados. A amostra Cin passou de
0,15% para 0,17% apos ser submetido ao aquecimento a 65 °C (C0), e se
manteve estavel no C90, C180, C270 e C365, além disso, ndo atenderam o
limite maximo de 0,1% de sdlidos insoltveis (BAHIA, 2014; SAO PAULO, 2017;
PARANA, 2017; MALAYSIAN STANDARTS, 2017; ESPIRITO SANTO, 2019)
para o mel de ASF.

O resultado do teor de cinzas ndo apresentou diferenga significativa
(p=0,99), mas o valor variou de 0,10% no Cin, e se manteve estavel com
0,13% de cinzas, no mel aquecido nos demais pontos de analises. 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 € 12 meses, € 0s
niveis de cinza aumentaram sob todas as condi¢cbes testadas, mas, foram tao
leves que nao apresentaram diferenca significativa para o tempo e temperatura
estudados.

O teor de cinzas tem valor diferenciado do limite padrdo em alguns
estados do Brasil, como na Bahia (2014), Amazonas (2016) Sao Paulo (2017) e
no Espirito Santo (2019), maximo de 0,6%, € no estado do Parana (2017) é de

0,8%, para Malaysian Standarts (2017) o limite maximo 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 parametros estipulados para mel de ASF,
conforme Tabela 9.

O resultado do teor de proteina ndo apresentou diferenga significativa
(p=0,99) com o valor de 0,57%, no C365 quando comparado com o Cin e CO,
de 0,84 e 0,78%, respectivamente, apds o tempo de estocagem, como descrito
na Tabela 9. O teor proteina ndo é estendido como parametro determinado
para o mel de ASF.

Em relagcdo a vitamina do complexo B e o respectivo vitdmeros B3
identificado e quantificado na amostra C, foi possivel perceber que o mel de M.
quadrifasciata ao ser submetido ao aquecimento, concentrou a vitamina B3
apresentando diferenga significativa (p=0,01), quando comparado com TO (1,34
mg.100g~") e 1,84 mg.100g™" no CO. Com o tempo de estocagem a vitamina
demonstrou-se como limitante para a vida de prateleira deste produto ja que
ocorreram perdas significativas no C180, n&o sendo possivel detectar o

micronutriente apos 270 dias do tratamento térmico no mel.
4.2.2 Contagem microbioldgica

A eficiéncia do aquecimento a 65 °C na redugdo da carga
microbiolégica do mel de ASF da espécie M. quadrifasciata foi avaliada
mediante contagem de bactérias acido laticas (BAL), bactérias aerdbio
mesdfilo, 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 AEROBIO MESOFILO, BACTERIA ACIDO
LATICA, BOLORES E LEVEDURAS, COLIFORMES TOTAIS, E. COLI, E SALMONELLA SPP.
NO MEL DE MELIPONA MANDACAIA APOS O AQUECIMENTO A 65 °C

Amostra Microrganismo
Aerébio Bactéria Bolores e Coliformes Escherichia Salmonella
mesofilo  acido lactica Leveduras totais coli spp. (25g)
(Log"  (Log™UFC.g- (Log" (NMP/g) (NMP/g)
UFC.g-1) 1) UFC.g-1)
Cin 2,96+0,30°  2,94+0,08°  3,02+0,20° ND ND Ausente
Co 1,57+0,30° 0,26+0,452 1,2740,01° ND ND Ausente
C90 0,92+0,02° 0,00+0,00° 1,06+0,76° ND ND Ausente
C180 0,39+0,35®  0,00+0,00? 0,58+0,51° ND ND Ausente
C270 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,36+0,10%° ND ND Ausente
C365 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° ND ND Ausente
p 0,00 0,00 0,00 - - -

Tempo de analise: Cin (in natura); CO (ponto zero); C90 (90 dias); C180 (180 dias); C240 (240
dias) e C365 (365 dias);

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

Na contagem da BAL do mel ASF in natura (Cin), foi possivel verificar
valor de 294 Log™ (Cin), sugerindo concentracdo significativa de
microrganismos benéficos. Porém, ao ser submetido ao tratamento térmico a
contagem apresentou reducdo significativa com valor de 0,26 Log'®, no ponto
zero do aquecimento (CO). A partir do C90 com valor de 0,00 Log'®, nao foi
detectado a BAL até completar 365 dias de estocagem. Foi possivel perceber
que o aquecimento eliminou o microrganismo benéfico do produto.

Na contagem de aerobio mesodfilo, foi relatada a reducdo desse
microrganismo ao passar do tempo, sendo que, a contagem no Cin foi de 2,96
Log10 UFC/g valor em conformidade com o padrao preconizado pela legislagao
Caodigo Alimentar Argentino (CAA, 1998), no qual tem o nivel maximo permitido
de 106 UFC g', CO obteve a média de +1,39 Log' na redugdo do
microrganismo. A partir do C270 nao foi possivel detectar o microrganismo.

Para bolores e leveduras as contagens apresentaram redugéo
significativa (p=0,00) na amostra C apds ser submetida ao aquecimento a 65
°C. O Cin registrou valor inicial de 3,02 LogmUFC/g, assim, encontra-se em
conformidade com legislagdo vigente (BRASIL, 2000). Ap6és o impacto da
pasteurizacdo a carga microbiana foi ligeiramente diminuida, e obteve uma

média de +1,94 Log' UFC/g na reducgdo do microrganismo, sendo assim, a
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reducao foi subsequente até completar 365 dias de estocagem, com valor de
0,00 Log'® UFC/g no C365.

Foi observada a auséncia de coliformes totais, E. coli e Salmonella, em
conformidade quanto ao padréo de identidade e qualidade do mel (BRASIL,
2000), estando de acordo com os padrdes exigidos para mel de ASF, conforme
descrito na Tabela 10.

A amostra C apresentou baixa contagem microbiana indicando boa
qualidade higiénico-sanitaria, assim como, a eficiéncia da pasteurizagdo a 65
°C na reducao dos microrganismos. Em contrapartida, a contagem da BAL foi
reduzida completamente na composicdo do mel aquecido apos 90 dias de
estocagem, indicando-se assim que o mel de ASF da espécie M. quadrifasciata
perde a propriedade terapéutica proporcionada pela BAL ao ser submetido a

essas condigoes.

4.2.3 Atividade antimicrobiana do mel de Melipona Mandacgaia aquecido a 65
°C

Para avaliar a atividade antimicrobiana, foram considerados valores de
CIM em concentragdo de (ML/mL) de mel de M. Mandagaia, utilizado para inibir
0s 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 reducdo no potencial antimicrobiano do mel com o passar do tempo,
sendo que, no C365 foi necessaria uma concentragcéo de mel (25 yL/mL), maior
quando comparada aos demais tempos, no Cin a concentragao utilizada foi de
0,78 uL/mL.

Para a Salmonella typhimurium, Figura 7B, foi observado que houve
pouca variacdo na concentracao inibitéria minima. O Cin e o CO tiveram-se as
mesmas concentracdes de 3,13 uL/mL e, a partir do C90 até o C365 os valores
permaneceram constantes (6,25 yL/mL).

Na analise de CIM para C. albicans o Cin, CO e C90 exerceram maior
potencial antimicrobiano, no qual foram encontrados os menores valores de
CIM 0,39 uL/mL de mel, se mostrando eficaz para inibicdo do microrganismo.
Posteriormente, foi possivel perceber que no C180 houve variagdo no CIM,
com maior concentragdo de mel de 3,13 uL/mL. Embora no C270 aumentou
potencial antimicrobiano, sendo necessaria menor quantidade de mel com 1,56
pML/mL, apds 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 inibitoria desse microrganismo, sendo assim,
no C365 foi necessaria maior concentracdo de mel para inibigdo quando
comparados os tempos anteriores.

De modo geral, a amostra C demonstrou possivel seguranga na
utilizacdo do mel de M. Mandagaia como agente antimicrobiano, no qual foi
necessario utilizar a CIM de 25,00 yL/mL de mel para inibir S. aureus, 6,25
pML/mL para Salmonella, 1,56 pL/mL para C. albicans e 1,56 uL/mL para E. coli.
Para garantir segurangca na utilizacdo do mel de Mandagaia apds a
pasteurizacdo a 65 °C e armazenamento sao necessarios a quantidade de 25
pML/mL de mel, e pode ser considerada uma alternativa viavel de baixo custo e

ecologicamente sustentavel para ser utilizado como agente antimicrobiano.
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5 CONCLUSAO

A anadlise da das amostras mostra que o tratamento ultrassénico (T2),
aquecido a 55 °C (T3), aquecido a 65 °C (T4) e refrigerado (4 + 2 °C) (T6)
apresentam alteragdes significativas nas caracteristicas fisico-quimicas,
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
vitimeros B3 (amostra A e B) e B9 na amostra B. Apds a realizagado das
analises microbioldgicas, é possivel perceber que os T2, T3 e T4 reduziram os
microrganismos indicadores de qualidade como, aerébios mesdfilos, bolores e
leveduras, além de proporcionar a manutencdo da microbiota benéfica
(bactéria acido latica) e atividade antimicrobiana. Com isso, os T2, T3 e T4 séo
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 alteragbes nos
parametros fisico-quimicos e microbiolégicos. 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
infformacdées do padrdo de identidade e qualidade, pode auxiliar os
meliponicultores na escolha do tratamento, como também, subsidiar
informacdes para politicas publicas quanto ao processamento adequado para o
mel de ASF.
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