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RESUMO

As abelhas Meliponinae, conhecidas como abelhas sem ferrdo,
ou do inglés stingless bee, produzem méis, que sdo, hd muitos anos
utilizados pela populacdo devido as suas caracteristicas peculiares,
relacionadas a propriedades nutricionais, sensoriais e medicinais. Apesar
0s conhecimentos culturais envolvendo os méis de abelhas sem ferrdo,
os estudos realizados para avaliar seu verdadeiro potencial ainda sao
escassos. Com o propdésito de buscar novos dados e auxiliar nas
pesquisas cientificas em relacdo aos méis de abelhas sem ferrdo, o
objetivo deste estudo foi: avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e a
capacidade antioxidante, investigar a bioacessibilidade in vitro dos
macro e micro elementos minerais, determinar a composicdo de
compostos fendlicos, glucosinolatos, sulforafano e aminoacidos livres
em amostras de méis de abelhas sem ferrdo (Meliponinae) produzidos
no estado de Santa Catarina, Brasil. Os resultados obtidos apontaram
méis de abelhas sem ferrdo com niveis de umidade que variam de 23,74
a 43,53% (m/m); solidos soltveis de 55,16 a 75,00 °Brix; acidez livre de
21,36 a 106,01 mEq kg*; pH de 3,33 a 4,56; atividade diastasica de < 3
a 13,40 um Gothe; condutividade elétrica de 0,16 a 0,84 mS cm;
acucares: frutose de 30,44 a 46,02% (m/m) e glicose de 20,41 a 31,31%
(m/m); ja para sacarose e 5-HMF, os teores foram abaixo dos limites de
quantificacdo (LOQ = 0,074 e 0,310 mg L1, respectivamente) para todas
as amostras estudadas. Foram observados valores considerdveis no
contelido de compostos fendlicos totais (10,39 a 45,56 mg EAG 100 g1)
e atividade antioxidante (DPPH 1,41 a 13,95 mg EAA 100 g e FRAP
67,49 a 474,61 umol Fe II 100 g1). Tais resultados evidenciam que os
meéis de abelhas sem ferro sdo distintos dos méis de abelhas Apis
Mellifera, portanto, ndo recebe respaldo da legislagdo vigente, indicando
assim, a necessidade de fixacdo de parametros especificos de identidade
e qualidade os quais poderiam permitir adequacdo dos méis de abelhas
sem ferrdo a comercializagdo. Os resultados evidenciaram a presenca
predominante de potassio (261,53- 4984,01 pg g!), seguido de célcio
(137,90 - 188,67 ug g1), magnésio (25,94- 231,02 ug g1), sédio (12,73-



260,78 ug g) e niveis tracos de Fe, Cu, Co, Zn, Mn, Se, Al, Cd, Ni, Pb
e Li) com valores inferiores a 12 pg g'. Na avaliacdo de
bioacessibilidade in vitro dos minerais, foram encontradas altas
percentagens (74 a 107,32%) de minerais bioacessiveis. Foram
detectados 28 compostos fendlicos nas amostras, dentre eles, 0s
principais foram acido salicilico (6,0 - 94,8 ug 100 g?), &cido p-
cumarico (4,0 - 110,1 pg 100 gt), aromadentrina (7,9 - 337,3 pug 100 g
1) e taxifolina (12,0 - 1910 pg 100 gt). Além disso, a presenca de acido
mandélico, é&cido cafeico, &cido clorogénico, é&cido rosmarinico,
aromadendrina, isoquercetrina, eriodictilol, vanilina, umbeliferona,
siringaldeido, sinapaldeido e carnosol foram relatados pela primeira vez
em méis de abelhas sem ferrdo. Na investigacdo de glucosinolatos e
sulforafano, os compostos ndo foram encontrados em nenhuma das
amostras estudadas. Os aminoacidos quantificados na maioria das
amostras de meis de abelhas sem ferrdo foram prolina, fenilalanina,
tirosina, alanina e valina, contudo, os aminoédcidos com maior
concentracdo foram prolina (12,1 -762 mg kg!), fenilalanina (0,421 -
592 mg kg?) e glutamina (< LOD - 605 mg kg?). Além disto, a
determinacdo de aminoacidos pode representar uma estratégia analitica
para autenticacdo com relacdo a discriminacéo geografica.

Palavras-chave: Mel, Abelhas sem ferrdo, Fendlicos, Glucosinolatos;
Bioacessibilidade de minerais, Aminoacidos.



ABSTRACT

Meliponinae bees, known as stingless bees, produce honeys, which for
many Yyears have been used by the population due to their peculiar
characteristics related to nutritional, sensorial and medicinal properties.
Despite this culture involving honeybees without sting, studies carried
out to assess their true potential are still scarce. With the purpose of
searching for new data and assisting in scientific research regarding
stingless bee honeys, the objective of this study was: to evaluate the
physicochemical characteristics and antioxidant capacity, to investigate
the in vitro bioaccessibility of macro and micro mineral elements, to
determine the composition of phenolic compounds, glucosinolates,
sulforaphane and free amino acids from samples of honeybees without
sting (Meliponinae) produced in the state of Santa Catarina, Brazil.
Stingless bee honeys had moisture content varying from 23.74 to
43.53% (m/m); soluble solids of 55.16 to 75.00 °Brix; free acidity from
21.36 to 106.01 mEq kg*; pH of 3.33 to 4.56; diastase activity <3 to
13.4 un Gothe; electrical conductivity of 0.16 to 0.84 mS cm?; sugars:
fructose from 30.44 to 46.02% (m/m) and glucose from 20.41 to 31.31%
(m/m); for sucrose and 5-HMF, the contents were below the limits of
quantification (LOQ = 0.074 and 0.310 mg L, respectively) for all
samples studied. The values of total phenolic compounds (10.39 to
45,56 mg EAG 100 g?) and antioxidant activity (DPPH 1.41 to 13.95
mg EAA 100 g and FRAP 67.49 to 474.61 umol Fe 1T 100 g*). These
results show that bee honeys without sting are distinct from Apis
Mellifera honeys, therefore, it does not receive support from current
legislation, thus pointing to the need to set specific parameters of
identity and quality which could enable the bee honeys to be adapted
without sting to the commercialization. The results showed a
predominance of potassium (4984.01- 261.53 pg g?), followed by
calcium (137.90 — 88.67 ug g*), magnesium (231.02 - 25.94 ug g%, Fe,
Cu, Co, Zn, Mn, Se, Al, Cd, Ni, Pb and Li) with values lower than 12 pg
g™ In the evaluation of in vitro bioaccessibility of minerals, high
percentages (74 to 107.32%) were found, indicating a high mineral
bioaccessibility. The study revealed the presence of 28 phenolic
compounds in samples of stingless bees, among them the salicylic acid
(6.0 - 94.8 pg 100 g), p-coumaric acid (4.0 - 110.1 pg 100 g?),
aromadentrine (7.9 - 337.3 pg 100 g?) and taxifoline (12.0 - 1910 pg
100 g?). In addition, the presence of mandelic acid, caffeic acid,
chlorogenic acid, rosmarinic acid, aromadendrin, isoquercetrine,
eriodictilol, vanillin, umbelliferone, syringaldehyde, sinapaldehyde and



carnosol were first reported in honeys without sting. In the investigation
of glucosinolates and sulforaphane, the compounds were not found in
any of the studied samples. The amino acids quantified in most samples
of stingless bees were proline, phenylalanine, tyrosine, alanine and
valine; however, the amino acids at highest concentration were proline
(12.1 - 762 mg kg), phenylalanine (0.421-592 mg kg?) and glutamine
(<LOD - 605 mg kg?). In addition, amino acid determination may
represent an analytical strategy for authentication with respect to
geographical discrimination.

Keywords: Honey, Stingless bees, Phenolic, Glucosinolates;
Bioaccessibility of minerals, Amino acids.
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INTRODUCAO

Meliponinae, popularmente conhecidas como abelhas sem
ferrdo, é o grupo mais diversificado de abelhas encontrado em paises
tropicais e subtropicais, sendo o subtipo mais abundante de abelhas na
Terra (MICHENER, 2000). S&o reconhecidas por oferecerem beneficios
ecologicos gracas a eficiéncia na polinizacdo e pela producdo de mel,
polen, propolis e geopropolis, que possuem caracteristicas especificas
reconhecidas na medicina popular tradicional e na alimentacdo humana
(mel e p6len) (RANNEH et al., 2018; YAACOB et al., 2018).

As abelhas sem ferrdo sdo divididas em trés tribos, Meliponini,
Trigonini e as Lestrimelittini, possuem diferencas das abelhas Apis
mellifera, quanto a habitos e morfologia, dentre as quais, destacam-se a
coleta de néctar de plantas rasteiras, revoadas curtas para buscar
alimento, colmeias em sentido horizontal e ndo formam favos para a
reserva de alimento (formam potes). Devido a auséncia do ferrdo ou por
possuirem ferrdo atrofiado, ndo sdo agressivas ao homem e, por isso, sua
criacdo pode ser localizada proximo & residéncia, podendo ser
manejadas por pessoas de vdrias idades, ndo exigindo roupas e
equipamentos especiais e, assim, resultando em baixos custos de
producdo (NOGUEIRA-NETO, 1997; GUERRINI et al., 2009;
VILLAS-BOAS, 2012).

Em razdo das diferencas na morfologia, estrutura de colmeia e
de manejo, os produtos elaborados pelas abelhas sem ferrdo apresentam
diferencas na composi¢do (VIT; PEDRO; ROUBIK, 2013) quando
comparados aos produtos produzidos por abelhas Apis mellifera. A
composicdo dos méis de abelhas sem ferrdo é distinta principalmente
por suas caracteristicas sensoriais, como cor e sabor, propriedades
fisicas, tais como viscosidade, e composi¢do quimica, uma vez que, em
sua maioria apresenta elevado teor de umidade e acidez e um baixo teor
de aglcares (CHUTTONG, 2016 a, b; De SOUSA et al., 2016).

Os méis de abelhas sem ferrdo também apresentam em sua
composi¢do, compostos em menores concentragdes tais como
compostos fendlicos (Da SILVA et al., 2013; PEREZ-PEREZ et al., 2013;
SILVA et al. 2013; SOUSA et al., 2016; RANNEH et al., 2018),
proteinas (RAMON-SIERA et al., 2016), minerais (De OLIVEIRA et
al., 2017) e demais elementos tracos com importantes funcfes
biologicas (RAO et al., 2016). Estes compostos podem atribuir ao mel
caracteristicas potenciais de propriedades funcionais, fornecendo
beneficios adicionais a saude, além de suas fungdes nutricionais basicas
(RAO et al., 2016; YAACOB et al., 2018). Alguns desses compostos
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também sdo comumente utilizados para discriminacdo botanica e
geogréfica entre tipos de méis (RAMON-SIERRA et al., 2016; Da
SILVA etal.,, 2017; Da COSTA et al., 2018).

No entanto, os estudos que caracterizam esses méis sdo
relativamente recentes e insuficientes para estabelecer sua identidade e
padrdes de qualidade. A falta de dados prejudica a competitividade
desses méis no mercado nacional e internacional, tornando-o um
produto com alto valor de comercializa¢do, mercado informal e propicio
as fraudes.

O objetivo do estudo foi avaliar as caracteristicas fisico-
guimicas, capacidade antioxidante, bioacessibilidade in vitro dos macro
e micros elementos minerais, perfil majoritario de compostos fendlicos,
glucosinolatos, sulforafano e aminoacidos livres de amostras de méis de
abelhas sem ferrdo (Meliponinae) produzidos no estado de Santa
Catarina, Brasil.

A fim de contemplar todos os aspectos supracitados, este
trabalho esta estruturado da seguinte forma:

Capitulo 1- Revisdo Bibliografica. Apresenta uma breve revisao
sobre as espécies de abelhas sem ferrdo (Meliponinae), estudos sobre a
composicdo e as recentes publicacBes sobre 0 mel produzido por esta
classe de abelhas.

Capitulo 2- Méis de abelhas sem ferrdo (Meliponinae):
caracterizacdo fisico-quimica, compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante. Nesse capitulo foram caracterizados 0s méis de abelhas
sem ferrdo quanto aos seus parametros fisicos- quimico (umidade,
acidez livre, pH, teor de 5-HMF, atividade diastasica, frutose, glicose,
sacarose, condutividade elétrica), bem como a presenca de compostos
fenolicos totais e capacidade antioxidante (DPPH e FRAP) de 20
amostras de méis de abelhas sem ferrdo (Meliponinae) provenientes do
estado de Santa Catarina.

Capitulo 3- Bioacessibilidade in vitro de minerais em méis de
abelhas sem ferrdo (Meliponinae). O capitulo apresenta a composicao de
elementos minerais e a fracdo bioacessivel dos mesmos (K, Ca, Na, Fe,
Cu, Co, Zn, Mn, Se, Al, Cd, Ni, Pb e Li) em treze amostras méis de
abelhas sem ferrdo de nove espécies distintas, provenientes de trés
municipios do estado de Santa Catarina.

Capitulo 4- Compostos bioativos em méis de abelhas sem ferrao
(Meliponinae): compostos fendlicos, glucosinolatos e sulforafano. Esse
capitulo reporta resultados sobre os compostos fendlicos, glucosinolatos
e sulforafano investigados em amostras de méis de abelhas sem ferréo
do estado de Santa Catarina.
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Capitulo 5- Determinagdo de aminodcidos livres em méis de
abelhas sem ferrdo (Meliponinae). Esse ultimo capitulo contempla a
identificacdo e quantificacdo de 17 aminoécidos livres investigados em
dez amostras de méis de abelhas sem ferrdo produzidos e trés cidades do
estado de Santa Catarina.

Por fim, apresentam-se as consideracGes finais a respeito do
projeto de pesquisa desenvolvido, como também as perspectivas de
estudos futuros para o tema abordado.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Abelhas sem ferrédo (Meliponinae)

Mais de 20 mil espécies de abelhas habitam os mais diversos
tipos de ecossistemas terrestre (OLIVEIRA et al., 2013). Dentre essa
diversidade de espécie esta a subfamilia de abelhas Meliponinae, que se
diferenciam das demais espécies principalmente por possuirem ferrdo
atrofiado os quais ndo podem ser utilizados como meio de defesa.
Devido a essas caracteristicas, as abelhas pertencentes a espécie
Meliponinae sdo denominadas popularmente como abelhas sem ferrdo
ou do inglés stingless bees (OLIVEIRA et al., 2013; RAMON-SIERRA
etal., 2015).

Essa espécie é encontrada tipicamente nas regifes de clima
tropical e em algumas regiGes de clima temperado subtropical (Figura
1.1), distribuindo-se, na maior parte do territério Latino-Americano,
além da Australia, Indonésia, Malasia, india, Africa e Tailandia (VIT;
PEDRO; ROUBIK, 2013; CHUTTONG et al., 2016a; ALVAREZ-
SUAREZ et al., 2018).

Figura 1.1 Mapa ilustrativo da distribuicdo geogréfica mundial das

Fonte: Oliveira et al. (2013).

Pesquisadores relatam a existéncia de mais de 500 espécies de
abelhas sem ferrdo no mundo, sendo que no Brasil ha pelo menos 192
espécies catalogadas (NOGUEIRA-NETO, 1997). Essas espécies
podem ser classificadas em: familia Apidae, subfamilia Meliponinae e
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divididas em trés tribos, Meliponini, Trigonini e Lestrimelittini
(NOGUEIRA-NETO, 1997; VIT; PEDRO; ROUBIK, 2013)

As Meliponini possuem um Unico género, descrito como
Meliponas, que se caracterizam por ndo construirem células reais de
cria, por apresentarem aparéncia robusta, tamanho variando entre 7 a 13
mm, térax com pilosidade abundante e longa, tibias posteriores
triangulares e com corbicula, asas curtas, as quais dificilmente
ultrapassam o comprimento do abdémen, geralmente mais de nove
hadmulos por asa e pterostigma pouco desenvolvido e estreito (Figura
1.2). As rainhas geralmente sdo semelhantes as operéarias e aos machos,
em especial na largura do torax (OLIVEIRA et al., 2013).

Figura 1.2 - Representacdo das principais caracteristicas morfoldgicas

das abelhas sem ferrdo, destacando géneros: Meliponini e Trigonini.
Meliponini

Vista dorsal

Asa posterior ¢ himulos em detalhe corbicula

Trigonini

Asa posterior ¢ hamulos em detalhe
Vista dorsal corbicula

Fonte: Laboratdrio de abelhas da USP (2015).
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As Trigonini, por usa vez, possuem mais de dez géneros e
constroem células de cria de dois tamanhos: as células das operarias e as
células reais. Na célula real, as larvas recebem mais alimento,
determinando a formag&o de uma nova rainha virgem (VILLAS-BOAS,
2012). As Trigoninis (Figura 1.2) sdo abelhas menores, variando de 2 a
11 mm, abdébmen mais alongado, térax com pouca pilosidade e mais
curtas, as tibias posteriores com formato varidvel, com corbicula,
fasciculo e pente cerdosos apicais, asas que sobrepassam 0 comprimento
do abdémen, pterostigma bem desenvolvido e menor ndmero de
hamulos por asa. As rainhas virgens possuem um térax mais largo e
tamanho corp6reo maior do que as operarias e 0os machos (OLIVEIRA
etal., 2013; VIT; PEDRO; ROUBIK, 2013).

Existe, ainda, a tribo Lestrimelittini, que compreende aos
meliponineos que vivem, exclusivamente, de furto de alimento de outras
espécies de abelhas, constituindo um grupo pequeno (NOGUEIRA-
NETO, 1997). Assim, como ndo existe uma producdo efetiva de
produtos nas colonias da tribo Lestrimelittin, essas abelhas ndo sdo
utilizadas por produtores na meliponicultura. Portanto nossos estudos
estdo voltados para as tribos Meliponini e Trigonini. Além disso, até o
momento ndo foram encontrados relatos detalhados da morfologia das
Lestrimelittini.

As abelhas sem ferrdo sdo eussociais, assim sendo, sdo
extremamente organizadas, formam col6nias permanentes, habitadas
pelas rainhas, zangdes e majoritariamente pelas operarias (VILLAS-
BOAS, 2012; RAMON-SIERRA et al., 2015). Além da presenca de
insetos e fungos que vivem em simbioses com as abelhas (MENEZES et
al., 2015).

As abelhas sem ferrdo possuem varia¢do nas cores, que podem
ser claras (amarelo) ou escuras (marrom, preto). Ndo sdo ofensivas,
porém, podem expelir liquidos acidos ou basicos para a sua defesa, que
irritam a pele de seus predadores. Ainda podem enrolar-se nos cabelos
ou pelos, ou até mesmo tentar entrar nas vias respiratdrias
(NOGUEIRA-NETO, 1997; VILLAS-BOAS, 2012).

Além das diferencas morfolégicas das abelhas sem ferrdo, a
arquitetura dos ninhos também recebe destaque por ser distinta das
demais espécies de abelhas. A estrutura do ninho pode ser variavel de
acordo com os materiais disponiveis para sua construgdo, assim como o
local de instalagdo das col6nias, que pode variar entre cavidades no solo,
cupinzeiros, formigueiros abandonados, troncos de Aarvores, postes,
muros, caixas, ou seja, nos mais diversos locais onde possam estar
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seguras para o desenvolvimento da col6nia (NOGUEIRA-NETO, 1997;
VIT; PEDRO; ROUBIK, 2013).

As colbnias das abelhas sdo formadas por discos de favos de
cria e potes para a reserva de alimentos, dispostos na horizontal,
envolvidos por uma grande quantidade de lamelas de cera que servem
principalmente como isolamento térmico (VIT, PEDRO, ROUBIK,
2013).

Além disso, cada espécie de abelha constrdéi uma estrutura
caracteristica de entrada para sua colbnia, essa estrutura é chamada de
batume. O batume das Trigoninis, por exemplo, costuma ser constituido
de cerume (mistura de cera e resina coletada nas plantas), enquanto as
Meliponinis contraem com geoprépolis (mistura de cera, terra e resina)
(NOGUEIRA-NETO, 1997; FRANCHIN et al., 2012; VIT, PEDRO,
ROUBIK, 2013). Tais caracteristicas podem ser observadas na Figura
1.3.
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Figura 1.3 - Representacdo da estrutura fisica da colmeia de abelhas sem ferrdo (Meliponinae) com favos de cria e

potes contendo mel e pélen, bem como imagens de batumes de algumas espécies (nomes populares) encontradas no
Brasil

orificios de ventilagdo superiores

potes de
alimento

base da
melgueira

favos
de cria

circulacao g
do ar Garaipo Urucu-nordestina

Iratim
Fonte: Venturieri (2007); Abreu (2012); Villas-bbas (2012); Oliveira et al. (2013).
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Ainda sobre as abelhas sem ferrdo, vale mencionar que a
exploracdo de suas colbnias para a utilizacdo e consumo dos seus
produtos (cera, prépolis, geopropolis, polen, cerume e mel), sempre
fizeram parte dos costumes socioculturais, alimentares, medicinais,
ritualisticos e comerciais de muitos povos, incluindo, os maias do
México e da Guatemala, os pigmeus Abayandas de Uganda, varias
tribos aborigenes australianas e os Kayapds da bacia amazbnica
brasileira (NOGUEIRA-NETO, 1997; RAMON-SIERRA et al., 2015).

Com o decorrer dos anos, a criacdo e 0 manejo racional das
abelhas sem ferro tornou-se uma atividade rentavel, conhecida como
meliponicultura. A meliponicultura tem possibilitado ao homem
explorar economicamente as abelhas e comercializar seus produtos,
servindo como uma importante fonte de renda para agricultura familiar
brasileira (JAFFE et al., 2015).

Além disso, a criagdo dessas abelhas e a sua exploragéo racional
também podem contribuir para a preservacdo das espécies, bem como,
auxiliar na manutencdo e conservacdo dos ecossistemas (RAMON-
SIERRA et al., 2015).

A fim de estabelecer uma atividade regular, o governo brasileiro
estabeleceu normas para a criacdo racional das abelhas sem ferrdo.
Dessa forma, a utilizagdo das colbnias para qualquer fim esta sujeita as
exigéncias do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA,
através da Resolucdo n°. 346, de 16 de agosto de 2004, na qual estdo
dispostos, adequadamente, os critérios para 0 manejo dessas abelhas
nativas do territdrio brasileiro (BRASIL, 2004).

A meliponicultura  tem alcancado um  importante
desenvolvimento, tanto em espaco, quanto em tecnologia e
investimentos para uma criacdo racional mais produtiva. No entanto,
apesar do crescimento dessa atividade, no Brasil, e em todos os paises
que desenvolvem a meliponicultura, a atividade permanece informal, o
conhecimento técnico é escasso, as praticas de gestdo necessitam de
padronizacdo. E para a comercializacdo de produtos se faz necessarias
legislacBes e fiscalizacGes efetivas para a seguranca dos méis
produzidos e, consequentemente, dos consumidores (JAFFE et al.,
2015).

1.2 Méis de abelhas sem ferré&o
Assim como na apicultura, a meliponicultura tem o mel como

principal produto apreciativo de exploracdo e o interesse por esse
produto tém apresentado uma demanda crescente nos Ultimos anos,
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decorrente de suas caracteristicas sensoriais peculiares bem aceitas na
gastronomia, aliadas a elevada procura por produtos naturais e organicos
com potencial benéfico a salde e a possivel aplicacdo em produtos da
indUstria alimenticia e farmacéutica (Da SILVA et al., 2013; SILVA et
al., 2013; VIT, PEDRO, ROUBIK, 2013).

Os méis de abelhas sem ferrdo séo vistos ndo somente como
alimento, mas também como um produto popularmente empregado no
combate a diversos processos patolégicos, doencas respiratorias,
infeccdes, inflamagdes, controle digestivo e para o uso tdpico
(MEDINA; ENRIQUEZ, 2004; RAMON-SIERRA et al., 2015; VIT;
RAO et al., 2016).

Assim como os méis produzidos por abelhas Apis mellifera, os
méis de abelhas sem ferrdo também sdo reconhecidos como um produto
natural, produzido a partir da coleta do néctar de flores ou de exsudatos
sacarinicos de partes vivas de plantas ou de excrecGes de insetos
sugadores de seiva que se encontram sobre as plantas (mel de melato)
(RAMON-SIERRA et al., 2015; Da SILVA et al., 2016; AZEVEDO,
2017). No entanto, méis de abelhas sem ferrdo apresentam
caracteristicas quimicas e sensoriais peculiares como, elevado teor de
umidade e acidez, menores teores de acUlcares redutores, atividade
diastasica e 5-HMF (BILUCA et al., 2014; CHUTTONG et al., 2016a).
Apresentam sabor &cido e doce, textura fluida, com aroma e cor varidvel
de acordo com as caracteristicas de sua origem (CHUTTONG et al.,
2016a; De SOUSA et al., 2016).

Fatores como estes, tornam os méis de abelhas sem ferrdo um
produto economicamente mais valorizado frente aos méis de abelha Apis
mellifera. No Brasil, méis de abelhas sem ferrdo podem alcancgar valores
de 20,00 a 240,00 reais o kg, variando de acordo com as espécies e
regido de origem.

A producdo de méis de abelhas sem ferrdo é distribuida em
cerca de 20 estados brasileiros, destacando as regiGes Nordeste e
Sudeste, com um crescente desenvolvimento na regido Sul (JAFFE et
al., 2015). Segundo informacBes de produtores, a extracdo de mel é
realizada apenas duas vezes ao ano, cuja quantidade obtida pode variar
de 0,4 a 15 kg de mel por colénia ao ano, dependendo da espécie
produtora (VILLAS-BOAS, 2012).

No Brasil, existe uma estimativa de producdo de quatro mil
toneladas de mel de abelhas sem ferrdo por ano (VIT; PEDRO;
ROUBIK, 2013). No entanto, os 6rgaos fiscalizadores ndo tém registros
sobre a totalidade dos meliponarios brasileiros e, consequentemente, ndo
existem valores regulamentados de producdo do mel até o momento.
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Associado a isso, sua comercializacdo ¢ realizada
majoritariamente em feiras livres ou propriedades rurais, muitas vezes
de dificil acesso (VIT; PEDRO; ROUBIK, 2013). A indisponibilidade
do mel no mercado também influencia no alto valor de comercializag&o.

Apesar de ser o principal produto da meliponicultura, ainda ndo
é possivel encontrar na literatura relatos do consumo, producédo e venda
deste mel. Ademais, os relatos dos beneficios proporcionados a salde
sdo culturalmente conhecidos, porém os estudos para comprovagdo
cientifica ainda sdo escassos ou inexistentes (RAO et al., 2016).

1.3 Mel: definigéo, classificacio e pardmetros de identidade e
qualidade

1.3.1 Definicéo e classificagdo

De acordo com o estabelecido pela legislacdo brasileira, através
da Instrugdo Normativa n° 11, de 20 de outubro de 2000, entende-se por
mel o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir do
néctar das flores ou das secrecBes procedentes de partes vivas das
plantas ou de excre¢des de insetos sugadores de plantas que as abelhas
recolhem, transformam, combinam com substancias especificas
préprias, armazenam e deixam madurar nos favos da colmeia (BRASIL,
2000).

Os méis podem ser classificados quanto a sua origem, em méis
florais ou méis de melato (BRASIL, 2000; Da SILVA et al., 2016). Os
méis florais obtidos dos néctares das flores, também podem ser
classificados em unifloral ou monofloral, quando o néctar coletado
origina-se de flores de uma mesma familia, género ou espécie, ou
multifloral, polifloral ou silvestres quando o néctar coletado €
decorrente de diferentes origens florais (BONTE; DESMOULIERE,
2013; BRASIL, 2000).

Méis de melato sdo obtidos principalmente a partir de secrecbes
das partes vivas das plantas ou de excre¢Bes de insetos sugadores de
plantas que se encontram sobre elas (BRASIL, 2000). Estes insetos
perfuram partes da planta, alimentam-se da seiva e excretam 0 excesso
em goticulas que sédo recolhidos pelas abelhas (AZEVEDO, 2017). No
Brasil, ha ainda outro produto denominado mel de cana, extrafloral,
elaborado pelas abelhas a partir da seiva de cana-de-aglicar apds a
colheita ou de cortes feitos na planta (AZEVEDO, 2017).
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1.3.2 Parametros de identidade e qualidade

De acordo com a literatura, a composi¢do do mel, de uma forma
geral, ¢ majoritariamente formada por agUcares, principalmente frutose e
glicose, e cerca de 20% de agua (Da SILVA et al.,, 2016). Possui
também outras substdncias como proteinas, enzimas, minerais,
aminoacidos, &cidos organicos, lipideos, vitaminas, acidos fendlicos,
flavondides, carotenoides, produtos da reacdo de Maillard e numerosos
compostos volateis, além de conter cera e gréos de p6len (ESCUREDO
etal, 2014; Da SILVA et al., 2016; SERAGLIO et al., 2017).

No entanto, a composi¢do do mel depende de alguns fatores,
como origem floral e geografica, condi¢bes climéticas, processamento,
armazenamento e espécie produtora (BONTE; DESMOULIERE, 2013;
CAN etal., 2015).

Sendo influenciado por varios fatores e com alta variabilidade
na sua composicdo, o mel deve ser fiscalizado para maior garantia de
seguranca ao consumidor. No Brasil, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é o o6rgdo responsavel pelo
regulamento técnico de identidade e qualidade de méis, fiscalizando os
parametros fisicos e quimicos relacionados a maturidade, pureza e
deterioragdo, através da Instrucdo Normativa n° 11, de 20 de outubro de
2000 (BRASIL, 2000). Tal regulamentacdo ndo especifica as diferentes
espécies de abelhas das quais provém 0s méis, no entanto, sabe-se que a
instrucdo foi baseada em normatizagBes internacionais (Codex
Alimentarius e Mercosul) especificas para o mel de Apis mellifera.

Deste modo, é possivel que os parametros definidos na
normativa ndo atendam, na sua totalidade, as caracteristicas especificas
dos méis de abelhas sem ferrdo e que esse produto ndo é regularizado e
fiscalizado por autoridades de controle alimentar, o que limita a sua
producdo e sua comercializacdo (VIT, PEDRO, ROUBIK, 2013;
CHUTTONG et al., 2016b).

Os parametros de identidade e qualidade definidos pela IN
nimero 11 de 2000 estdo ilustradas na Tabela 1.1, bem como, estudos
recentes publicados sobre a composi¢do dos méis de abelhas sem ferrdo,
gue apontam as expressivas diferencas entre a composi¢ao dos méis.
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Tabela 1.1- Estudos ja relatados dos parametros de identidade e qualidade do mel de abelhas sem ferrdo

(Meliponinae) comparado ao mel de abelha Apis Mellifera (legislacao).

REF Pais Umidade

AR AS 5-HMF AD CE AL pH
(% m/m) (% m/m) (Yom/m)  (mg kg?) (un.Géthe)  (mScm')  (meq kg?)
Legislago Brasil Méximo Minimo de Méximo Maximo Minimo de - Méaximo -
(BRASlL 2000) Apis M. 20,0 65,0 6,00 60.0 8,00 50,00
Sousa et al. Brasil 17,3-354 42,2-64,00 15-10,2 - - - 27,4 -86,2 3,5-5,1
(2013)
Vit, Pedro e Venezuela  22,1-32,0 69,9 - 78,6 05-5,1 5,04 - 24,6 2,6 -3,5 - 12,7-97,1 -
Roubik, (2013)
Ramon-Sierra et L.
al. (2015) México 22,0-25,0 53,1-63,7 8,3-6,9 - - - - -
Chuttong et al. Tailandia ~ 25,7-47,0  22,0-55,0 ND - nd - 46 ND-1,7 0,3-3,1 - 3,1-3,9
(20164) 0,05 -
De Sousa et al. Brasil 23,9-28,9 62,7 -71,2 0,7-3,0 nd - 34-6,7 17,8- 86,8 3,2-53
2016
Alvarez-Suarez et Cuba 28,62 - - 93 1,3 0,3-0,5 41,5 3,2
al., 2018 !

REF= referéncias, ASF=abelhas sem ferrdo, AR= agUcares redutores, AS= sacarose, AD= atividade diastasica, CE=

condutividade elétrica, AL= acidez livre, nd= ndo detectado.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643817306576#!
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Para uma melhor compreenséo entre as diferencas de cada um
dos pardmetros de identidade e qualidade estipulado pela IN nimero 11
de 2000, é possivel descrever um a um apontando as altercagdes
existentes entre 0s méis e 0s pardmetros.

Aclcares

Considerados os principais constituintes dos méis, os aclcares
sdo avaliados em relacdo aos parametros de maturidade e qualidade,
conferindo aos méis viscosidade, sabor e aroma (BONTE;
DESMOULIERE, 2013).

Os monossacarideos, por sua vez, sdo 0s principais agucares
presentes no mel, produzidos basicamente pelas abelhas a partir da
sacarose presente no néctar, transformada pela acdo de enzimas (o e -
glicosidase, a e B-amilase ¢ a B-fructosidase) (Da SILVA et al., 2016). A
frutose (cerca de 40%) e a glicose (cerca de 30%) sdo os agUcares
presentes em maior concentra¢do (ESCUREDO et al., 2014).

Entretanto, os méis de abelhas sem ferrdo podem apresentar
uma grande variagdo no conteldo de glicose e frutose, com
predominancia da frutose (Tabela 1.1), ou até mesmo apresentar altos
teores de outros agucares, como verifica-se nos estudos de Chuttong et
al. (2016a) a presenca de maltose em méis da Tailandia, e nos estudos
de De Sousa et al., (2016) a presenca de arabinose em méis do Brasil.

Dissacarideos, como sacarose, também sdo acucares presente
nos meéis, e segundo descrito na normativa brasileira, 0 maximo
permitido de 6% (m/m) em méis florais e 15% (m/m) em mel de melato
(BRASIL, 2000). O conteldo de sacarose em méis é analisado com o
intuito de identificar possivel manipula¢do inadequada do mel, sendo
que valores elevados podem indicar: a) colheita precoce indicando que a
sacarose ndo foi totalmente transformada em glicose e frutose; b) adicéo
fraudulenta de aglcar comercial com objetivo de elevar o rendimento; c)
alimentacdo artificial das abelhas com xaropes de sacarose também com
a finalidade de aumentar o rendimento, resultado em produtos
fraudulentos (ESCUREDO et al., 2013; TORNUK et al., 2013).

Levando em conta os estudos ja relatados sobre aglcares
presentes em méis de abelhas sem ferrdo (Tabela 1.1), os resultados
evidenciam que os valores encontrados ndo estdo em conformidade com
aIN n° 11, de 20 de outubro de 2000 (BRASIL, 2000).
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Umidade

A 4gua € o segundo maior constituinte encontrado nos méis e
pode estar relacionada com a florada, origem geografica, condicdes
climaticas, estacdo do ano em que é realizada a sua colheita e a espécie
de abelha produtora (BONTE; DESMOULIERE, 2013).

O teor de umidade é também um dos pardmetros mais
importantes a ser avaliado em méis, e capaz de influenciar diretamente
nas caracteristicas do produto, como na maturidade, viscosidade, peso
especifico, cristalizacdo, vida Util, caracteristicas sensoriais e valor
comercial (GUERRINI et al., 2009; ALVAREZ-SUAREZ et al., 2018).

Segundo a IN n° 11 de 2000, o contetido de umidade ndo deve
exceder 20% (m/m) (BRASIL, 2000). Entretanto, os méis de abelhas
sem ferrdo, considerados maduros, aptos para a colheita e com adequada
manipulacdo, apresentam em sua maioria, valores de umidade
superiores aos estabelecidos, como relatado no estudo por De Sousa et
al. (2013 e 2016) apontando valores de 17,3 a 35,4% (m/m) para méis
brasileiros (Tabela 1.1), ou até mesmo méis provenientes de outros
paises, como Tailandia (25,00 a 47,00% m/m) e Meéxico (22,00 a
25,00% m/m) (CHUTTONG et al., 2015, RAMON-SIERRA et al.,
2015).

Este perfil nos valores do pardmetro de umidade evidencia a
diferenca entre os méis de Apis mellifera e méis de abelhas sem ferréo.
Esse fato impacta na comercializagdo do produto (BRASIL, 2000; VIT,
PEDRO, ROUBIK, 2013). Na tentativa de comercializacdo, produtores
aplicam processos tecnolégicos como a desidratacdo, os quais podem
descaracterizar as amostras ja popularmente conhecidas e apreciadas
com seu elevado teor de umidade (VILLAS-BOAS, 2012; VIT,
PEDRO, ROUBIK, 2013).

5-Hidroximetilfurfural (5-HMF)

O 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) é um composto oriundo de
altas temperaturas e prolongado tempo de armazenagem, geralmente
utilizado como pardmetro de qualidade na fiscalizacdo de adulteragdo do
mel (Da SILVA et al., 2016; PASIAS et al., 2017).

Em paises tropicais como o Brasil, com temperaturas elevadas
em determinadas épocas do ano, 0 processamento e 0 armazenamento
inadequado do mel durante longos periodos podem influenciar nos
teores de 5-HMF, através da desidratacdo de hexoses em meio acido, via


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643817306576#!
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reacdo de Maillard ou por adicdo fraudulenta de aglcar invertido
(KOWALSKI, 2013).

Para controlar as fraudes e garantir a qualidade do mel, a
legislacéo estabelece um limite maximo de 60 mg kg de 5-HMF para o
mel de Apis mellifera (BRASIL, 2000). Para méis de abelhas sem
ferrdo, coletados no sul do Brasil, foi relatada uma resisténcia na
formacéo de 5- HMF e valores inferiores aos encontrados para abelha
Apis mellifera, no entanto, ndo existem limites regulamentados
(BILUCA et al., 2014; De SOUSA et al., 2016).

Atividade diastasica

Sabe-se que o mel contém enzimas provenientes das plantas e
das glandulas hipofaringeanas dos insetos (Da SILVA et al., 2016).
Sendo as principais enzimas presentes invertase, glicose-oxidase e as
diastases (a- ¢ B- amilases) (VIT; PEDRO; ROUBIK, 2013). A diastase
apresenta alto grau de instabilidade frente as temperaturas elevadas e
sua presenca se faz importante na tentativa de detectar possiveis
aquecimentos do mel comercial. No entanto, podem perder sua atividade
(desnaturacdo) em temperatura ambiente com armazenamento
prolongado e ainda sofrem influéncia do pH e acidez dos méis
(SAKAC; SAK-BOSNAR, 2012).

Sendo assim, a atual legislacdo preconiza que os méis devam
apresentar atividade diastasica acima de 8 unidades na escala Gothe.
Porém, méis com baixo conteldo enzimatico natural podem apresentar
no minimo 3 unidades Goéethe, desde que o contelido de 5-HMF néo
exceda a 15 mg kg* (BRASIL, 2000).

Estudos relatando a atividade diastasica dos méis de abelhas
sem ferrdo sdo limitados. Na Tabela 1.1, é possivel observar que os
estudos existentes apontam baixa atividade diastasica.

Condutividade elétrica

A condutividade elétrica é basicamente utilizada na
autenticidade dos méis, sendo possivel distinguir méis florais de melato
(LACHMAN et al., 2007. O valor de condutividade elétrica depende do
teor de minerais e da acidez do mel: quanto maior forem 0s seus
conteidos, maior serd a condutividade resultante (BOGDANOV;
MARTIN; LULLMANN, 2002). A medida da condutividade elétrica
ndo é uma exigéncia da legislacdo brasileira, porém o Codex
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Alimentarius preconiza que o mel floral apresente condutividade elétrica
menor do que 0,8 mS cm™ (CODEX, 2001).

Para méis de abelhas sem ferrdo, os relatos de estudos
analisando a condutividade elétrica sdo escassos e 0s estudos
encontrados relatam grande variacdo nos valores como: 0,3 a 6,7 mS
cm! descrito Chuttong et al. (2016a), De Sousa et al. (2016) e Alvarez-
Suarez et al. (2018).

Acidez livre

A acidez livre é considerada um indicativo de deterioracdo do
mel e pode ser influenciada pelas enzimas das glandulas mandibulares
das abelhas e pelas diferentes fontes de coleta de néctar (VIT; PEDRO;
ROUBIK, 2013). Valores elevados de acidez livre sdo indicadores da
ocorréncia de fermentacdo dos agUcares pela acdo de micro-organismos,
sendo 50 mEq kg o nivel maximo de acidez permitido pela IN n° 11 de
2000, que regulamenta méis de abelha Apis mellifera (BRASIL, 2000).
Entretanto, méis de abelhas sem ferrdo apresentam acidez extremamente
variavel com valores de 8,0 a 168 mEq kg (FONSECA et al., 2006;
VIT; PEDRO; ROUBIK, 2013; SOUSA et al., 2016).

pH

O mel geralmente apresenta baixo pH, em torno de 4,0, o que é
importante durante a extracdo e estocagem, por influenciar na
estabilidade e vida Util do produto (BERTONCEL et al., 2011a). Vit e
colaboradores (2013) descrevem a ocorréncia de diferentes pH entre os
méis de abelhas sem ferrdo, mesmo quando produzidos na mesma
localidade, fato que pode ser explicado pelas diferencas de pH do néctar
coletado das flores, a presenca ou ndo de poélen, a concentracdo de
diferentes ions como calcio, potassio, sédio, entre outros e as diferentes
substancias mandibulares dos insetos acrescentadas ao néctar no
decorrer da producédo do mel (VIT; PEDRO; ROUBIK, 2013).

Considerando o exposto, 0s estudos existentes ja evidenciam as
diferencas entres méis de abelhas sem ferrdo, méis de abelhas Apis
Mellifera e os parametros exigidos na IN n° 11 de 2000 e declaram que
as diferenca na composi¢do dos méis de abelhas sem ferrdo pode ser
associada a morfologia da abelha, estrutura de coldnia, preferéncia de
habitat e das floradas utilizadas pelas abelhas na produc¢do do mel (VIT;
PEDRO; ROUBIK, 2013), ou ainda devido a outros organismos que
vivem em suas colmeias. Estudos recentes explicam que as abelhas sem
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ferrdo vivem em simbiose com outros organismos, que podem ser
inquilinos de suas colmeias, tais como fungos, bactérias e &caros
(MENEZES et al., 2015; ITAGIBA et al., 2017). Estudos futuros ainda
sd80 necessarios para investigar a influéncia destes organismos nas
caracteristicas especificas dos méis.

A visibilidade das diferencas entre os méis, fez com que alguns
pesquisadores propusessem novos regulamentos e normativas para a
comercializacdo dos méis de abelhas sem ferrdo (SOUZA et al., 2016;
CAMARGO et al.,, 2017) e em alguns estados brasileiros ja se
estabeleceram instru¢do normativas para a producdo, comercializagéo e
0s registros dos méis (ADAB, 2014; ADAPAR, 2017; CIPOA, 2017).
No entanto, no estado de Santa Catarina a comercializacdo continua
informal e estudos para o conhecimento das caracteristicas especificam
dos méis produzidos no estado ainda sdo insuficientes.

1.4 Compostos de relevancia nutricional e bioativa em méis

Té&o importante quanto os parametros de identidade e qualidade,
a investigacdo dos compostos minoritarios (vitaminas, acidos organicos,
acidos fendlicos, flavondides, aminoacidos, enzimas, minerais e
produtos quimicos volateis) presentes no mel também deve ser
destacado e estudado (Da SILVA et al., 2016). Os multiplos compostos
que estabelecem a composicdo do mel funcionam em sinergia, sendo
responsaveis pelas possiveis propriedades nutricionais, sensoriais e
medicinais associadas a esses produto, assim, tais compostos podem
elucidar com mais detalhes a origem botanica e geografica dos méis,
bem como auxiliar na identificacdo de fraudes ou contaminacbes e
apontar os compostos com propriedades capazes de fornecer beneficios
ao organismo vivo (OSES et al, 2016; KHAN et al., 2017;
BADOLATO etal., 2017; SOBRINO-GREGORIO et al., 2017).

1.4.1 Compostos fendlicos e capacidade antioxidante

As plantas sdo organismos autotréficos que dependem
principalmente da luz, agua, ar e solo para viver, logo, um conjunto de
reacdes bioquimicas ocorre em sua estrutura, compondo o0 seu
metabolismo (ELMER; DATNOFF, 2014). O metabolismo das plantas
costuma ser dividido em dois: metabolismo primario e metabolismo
secundario. Entende-se por metabolismo primario o conjunto de reagdes
qgue desempenha fungbes essenciais para o vegetal, tais como a
respiracdo, a fotossintese, o transporte de solutos e compostos
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envolvidos (aminoacidos, nucleotideos, lipideos, carboidratos, clorofila
e outros) que possuem uma distribuicdo universal nas plantas (GRY et
al., 2007).

Em contrapartida, 0 metabolismo secundario origina compostos
gue ndo sdo necessarios para a sobrevivéncia das plantas, mas que sao
de extrema importancia para a interacdo das plantas com o meio
ambiente, agindo como protetores de estresse ambiental, na mudanca de
temperatura, nivel de luz, conteldo de agua, exposicdo ao UV e
deficiéncia de nutrientes minerais (GRY et al., 2007).

Entre 0os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas,
estdo presentes compostos bioativos, definidos como compostos que nao
sdo essenciais, mas podem promover efeitos benéficos ou toxicos em
um organismo vivo (GRY et al., 2007; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN,
2015).

Muitos desses compostos apresentam capacidade antioxidante e
atuam como inibidores de radicais livres (KUCUK et al., 2007;
BERTONCELJ et al., 2011b). Os radicais livres ou espécies reativas de
oxigénio (EROs) sdo moléculas orgénicas, inorgénicas e atomos que
contém um ou mais elétrons ndo pareados ou livres. Essa configuracdo
faz dos radicais livres moléculas altamente instaveis, capazes de reagir
com qualquer composto situado proximo a sua Orbita externa, passando
a ter uma funcdo oxidante ou redutora de elétrons (SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015).

A presenca de radicais livres em excesso no organismo pode
originar lesdes em componentes celulares, podendo levar & oxidagéo dos
lipideos, proteinas, aclcares e acidos desoxirribonucleico (ADN) e
ribonucleico (ARN), assim contribuindo para o desenvolvimento de
indmeras doengas, como Parkinson, Alzheimer, cancer, entre outras
(GRY et al., 2007; HALLIWELL, 2011; ALBUQUERQUE et al.,
2016).

A producdo inevitavel de radicais livres pelo organismo pode
ser inibida ou minimizada com o consumo dos compostos ativos que
possuem a capacidade de neutralizar os efeitos dos radicais livres,
comumente  conhecidos como compostos  antioxidantes. Os
antioxidantes podem estar presentes no organismo humano por
mecanismos enddgenos e por uma dieta equilibrada (MAGALHAES et
al., 2008; BAGHIANI et al.,, 2011; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN,
2015).

Dentre as diversas classes de substancias bioativas de
ocorréncia natural nos alimentos, 0os compostos fen6licos sdo os que se
destacam entre os atuais estudos, isso é decorrente da sua forte



42

associacdo com a influéncia na salde e bem estar humano
(MARSANASCO et al., 2015; Da SILVA; ROCHA-SANTOS;
DUARTE, 2016). S&o responsaveis também pelas caracteristicas
sensoriais dos alimentos tais como adstringéncia, amargor e aroma, €
outras sensacdes tateis que definem cada alimento (IGNAT; VOLF;
POPA, 2011; HAMINIUK et al., 2012; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN,
2015).

Essa classe de compostos forma um grupo quimicamente
heterogéneo, com cerca de 10.000 compostos e sdo quimicamente
definidos como substancias que possuem anel aroméatico com um ou
mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais que
podem variar desde uma molécula fendlica simples até um polimero
complexo de alta massa molecular (LEE et al., 2005, Da SILVA et al.,
2016).

De acordo com sua estrutura quimica bdasica, 0s compostos
fendlicos podem ser divididos em grandes grupos, classificados como
acidos fendlicos, ndo-flavonoides, flavonoides, estilbenos, lignanas e
taninos (HAMINIUK et al., 2012).

Os acidos fendlicos apresentam- se de forma livre, ligados entre
si e com outros compostos. Os é&cidos fendlicos apresentam dois
subgrupos, os acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos. O &cido
hidroxibenzoico apresenta sete atomos de carbono (Cs-C1) derivados do
acido benzoico, com variacdo nas hidroxilacGes e metilagdes do anel
aromatico, originando os &cidos: p-hidroxibenzdico, vanilico, siringico,
salicilico, galico e elagico (ROSA, 2012; Da SILVA et al., 2016).

Os é&cidos hidroxicinamicos, por sua vez, sd0 compostos
aromaticos com cadeia lateral de trés carbonos, apresentando nove
atomos de carbono (Ce-C3), sendo que os representantes mais comuns
sdo os acidos cafeico, ferdlico, p-cumarico e acido sindpico (Tabela
1.2). Esses compostos ocorrem normalmente na sua forma conjugada
como ésteres de hidroxiacidos, como o chiquimico e tartarico e também
na forma pura (ANGELO; JORGE, 2007; MCCARTHY et al., 2013;
RICE-EVANS; PACKER, 2003).

Os flavonodides sdo compostos de baixa massa molecular e
caracterizados quanto & estrutura quimica que contém 15 atomos de
carbono organizados na configuragdo Cs—C3—Cs, (FERREIRA; ABREU,
2007; PYRZYNSKA; BIESAGA, 2009). A estrutura base dos
flavonoides consiste em dois anéis aromaticos e um heterociclico,
conectados por ligacfes de trés atomos de carbono, resultando rotas
biossintéticas distintas: a do acido chiquimico e a do acetato via &cido
malbnico. As variacdes nas configuragdes de substituicdo do anel
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heterociclico resultam na maioria das subclasses dos flavonoides:
flavonas, flavondis, flavanonas, flavanondis, flavondis, antocianidinas,
isoflavonas e chalconas (ANDERSEN; MARKHAM, 2006; FRAGA,
2010).

Compostos fenolicos em mel de abelhas sem ferréo

As plantas polinizadas pelas abelhas produzem néctar, utilizado
na producdo de mel, assim, os compostos bioativos sintetizados pelas
plantas, sdo transferidos aos méis, tornando-o um alimento potencial
fornecedor de compostos biativos para a dieta humana (IURLINA et al.,
2009; ALVAREZ-SUAREZ et al., 2012; Da SILVA et al., 2016).

O perfil e a quantidade dos compostos fendlicos presentes nos
méis sdo dependentes de fatores como espécie da planta fornecedora do
néctar, espécie de abelha, condigdes climéticas e geograficas. Tornando
0 mel um produto muito peculiar com compostos especificos de acordo
com as variagGes dos fatores (IURLINA et al., 2009; ALVAREZ-
SUAREZ et al., 2012; Da SILVA et al., 2016).

Inimeros sdo os estudos que expdem o perfil de compostos
fendlicos dos méis oriundos das abelhas Apis Mellifera (DAS et al.,
2015; CAN et al., 2015; SERAGLIO et al., 2016; ZHAO et al., 2016;
BADOLATO et al., 2017; OROIAN; ROPCIUC; SORINA, 2017,
OROIAN; ROPCIUC, 2017). Porém, até o momento, ainda sdo
limitados os estudos de perfil de compostos fendlicos dos méis de
abelhas sem ferrdo (Tabela 1.2).

InvestigacOes focadas nos compostos fendlicos sdo importantes,
pois além dos beneficios a salde, esses compostos podem ser utilizados
como possiveis marcadores e auxiliar na identificacdo dos méis quanto a
origem floral ou geografica e na fiscalizacdo de fraudes e denominagéo
de origem (Da SILVA et al., 2016; ZHAO et al., 2016).



Tabela 1.2 - Compostos fendlicos presentes em méis de abelhas sem ferrdo (Meliponine).
Compostos encontrados

Luteolina-7-glucésido, luteclina
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Autor/ano Origem do mel Espécie de abelha Metodologia
Empregada
Guerrini et al. Equador Sem distingdo HPTLC
(2009)
Oliveira et al. Brasil M. fasciculata, HPLC/UV
(2012) M. flavolineata
Da Silva et al. Brasil M. s. merrillae HPLC/UV
(2013)
Silva et al. (2013) Brasil M. subnitida HPLC/UV
Ranneh et al. Malésia Trigona LC- MS/MS
(2018)

quercitrina, naringenina, isoramnetina

Acido galico, acido cafeico, acido vanilico, &cido p-
cumarico, mircetina, acido ferulico, acido m-
cumarico, acido o-cumarico, Quercetina, acido trans-
cinamico e &cido 0-metoxinamico.

Acido galico, acido3,4-di-hidroxibenzdico, acido
vanilico, &cido salicilico, acido siringico, cumarico,
acido cinamico, catecol, trans,trans- acido abscisico,

cis,trans- acido abscisico, taxifolina, naringenina,

luteolina.

Acido galico, 4cido 3,4-di-hidroxibenzdico,
acidovanilico, cinamico, isoramnetina, naringenina,
quercitrina, trans,trans- acido abscisico, cis,trans-
acido abscisico.

Acido galico, acidos cafeico, 4cido siringico,
catequina, apigenina, crisina, acido cinamico, 2-
hidroxicinamoco, kaempferol, 4cido cumarico,

quarcetina, rutina e acido 4-hidroxibenzdico.
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1.4.2 Glucosinolatos e sulfurafano

Os glucosinolatos sdo compostos do metabolismo secundario
encontrados em plantas do género Brassica (familia Brassicaceae ou
Cruciferae) que inclui um grande nimero de plantas cultivadas de
interesse agricola, entre elas a mais relevante é a espécie Brassica
oleracea (ARES et al., 2016; FERNANDEZ-LEON et al., 2107).
Couve-flor, brocolis, repolho, colza e mostarda sdo os vegetais mais
conhecidos desta familia (FERNANDEZ-LEON et al., 2107).

Estudos epidemioldgicos associam o consumo de vegetais
cruciferos a reducdo de riscos de vérios tipos de cancer, incluindo
mama, gastrico (BOSETTI et al., 2012), pulmdo (WU et al., 2015),
colorretal (AZEEM et al., 2015), bexiga (AL-ZALABANI et al., 2016) e
cancer de prostata (CHAN et al., 2009). As evidéncias acumuladas nas
Gltimas décadas sugerem que os efeitos preventivos de certos tipos de
cancer podem ser atribuidos aos glucosinolatos e seus produtos de
degradacdo (CLARKE, 2010; WU et al., 2017).

Quimicamente, os glucosinolatos sdo P-tioglicosideos-N-
hidroxisulfatos (também conhecidos como (Z) -N-hidroxissulfatos ou
tio-hidréxidos de S-glucopiranosil), conttm um grupamento ciano e
grupamento sulfato, com uma cadeia lateral derivada de aminoéacidos,
gue determina a classe de cada glucosinolato, sendo, alifatico,
aromatico, heterociclicos ou indélicos (ARES et a., 2016; WU et al.,
2017).

Para desempenhar fungdes biologicamente ativas sobre o
organismo Vvivo, o tecido vegetal deve ser rompido para que a enzima
mirosinase entre em contato com os glucosinolatos realizando a reagéo
de hidrélise (TRIPATHI; MISHRA, 2007). Assim, os produtos da
hidrélise, em sua maioria, isotiocianatos, tiocianatos, nitrilos ou ind6is
sdo ativos e amplamente estudados e conhecidos por suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias, antifingicas, anticarcinogénicas e
caracteristicas sensoriais especificas (ARES et al., 2016; FERNANDEZ-
LEON et al., 2107).

Dentre os compostos de degradacdo dos glucosinolatos, € dado
destaque para 0s isotiocianatos, pois, segundo estudos, sdo 0s principais
constituintes quimiopreventivos das Brassica (WICZK et al., 2012). Um
dos isotiocianatos mais estudados € o sulforafano (1-isotiocianato-4-
(metil-sulfinil)-butano), formado pela hidrolise da glicorafanina,
encontrado em abundancia nos brécolis (KOKOTOU et al., 2017).

Estudos com a determinacdo de glucosinolatos e sulforafano
tém sido amplamente realizados em matrizes vegetais, apontando
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inimeros beneficios para a saide humana (AMBRECHT et al., 2015;
OGUZ et al., 2015). Mas, recentemente novos estudos tém focado em
outros produtos que possam conter tais compostos, indicando a presenca
natural de glucosinolatos e sulforafano em produtos apicolas como
polen, geleia real e mel (TRUCHADO et al., 2010; ARES et al., 2015;
ARES et al., 2016). No entanto, para méis de abelhas sem ferrdo, nao
foram encontrados relatos de investigagdo até 0 momento.

1.4.3 Minerais

Os minerais sdo elementos inorganicos com papel fundamental
em diversas funcgdes bioldgicas no organismo humano e ndo podem ser
sintetizados pelo mesmo, dessa forma devem ser obtidos de fontes
exogenas (FRANCO, 2005).

A estrutura do corpo humano em condigdes saudaveis é
constituida principalmente por proteinas, glicidios, lipideos, agua e
elementos minerais. Os minerais constituem apenas 4% do corpo
humano, mas sdo de fundamental importancia para uma variedade de
funcgdes, tais como cofatores em diversos processos enzimaticos, na
regulamentacdo do balango acido-basico, no impulso nervoso, atividade
muscular e como elementos estruturais do corpo (CAMPBELL, 2014;
MIR-MARQUES et al., 2015). A deficiéncia dos mesmos pode acarretar
em distdrbios no organismo.

Os minerais tornam-se elementos essenciais no equilibrio do
corpo humano, sdo requeridos pelo organismo em quantidades
especificas, em uma faixa que pode variar de microgramas a gramas por
dia. Os minerais necessarios em quantidades de 100 mg ou mais por dia
sdo denominados macrominerais ou macroelementos, sdo eles o
potassio, o célcio, o fosforo, o sédio, o cloro, 0 magnésio e o enxofre.
Os microminerais ou microelementos sao aqueles necessarios apenas em
pequenas quantidades, poucos miligramas ou microgramas por dia, sdo
manganés, cobre, cobalto, ferro, zinco, iodo, molibdénio, selénio, fldor e
cromo (CAMPBELL, 2014; KOYYALAMUDIA et al., 2013).

Além dos minerais essenciais, outros elementos, denominados
metais, também podem estar presentes nos alimentos. Mesmo sem
funcdo essencial, os metais podem afetar o0 metabolismo de elementos
essenciais, ou ainda serem toxicos ainda que em concentracfes
extremamente baixas. Esses elementos ndo sdo encontrados de modo
uniforme nos alimentos, por isso devem ser investigados para garantir a
qualidade do produto (MIR-MARQUES et al., 2015).
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Minerais em méis de abelhas sem ferrdo

O crescimento e o desenvolvimento das plantas dependem de
fatores como luminosidade, agua, gas carbdnico e fluxo continuo de sais
minerais. Estes minerais, embora requeridos em pequenas quantidades,
sdo fundamentais no desempenho das principais fungfes metabélicas
das células das plantas (ELMER; DATNEFF, 2014).

Considerando a habilidade das plantas em absorver do solo ou
de solugdes nutritivas os elementos quimicos disponiveis sem grandes
restricdes, podem ser nutrientes benéficos ou compostos tdxicos
(ELMER; DATNOFF, 2014). Naturalmente, esses elementos minerais
sdo absorvidos pelas plantas e, consequentemente, presentes nos
néctares ou no exsudados colhidos pelas abelhas e carreados para 0s
méis (ESCUREDO et al., 2015).

Estudos vém relatando a influéncia da composi¢do de minerais
em méis, por fatores bidticos e abidticos criados em torno da coldnia de
abelhas, ou seja, origem botanica e geografica do néctar ou exsudado
utilizado, espécie de abelha, assim como o manejo beneficiamento,
colheita e o armazenamento dos méis (CZIPA; ANDRASI, KOVACS,
2015; DI BELLA et al., 2015; RIZELIO et al., 2012).

Os teores de minerais encontrados em méis séo relativamente
baixos, com concentracdes entre 0,1 a 0,2% em méis florais e de cerca
de 1,0% em méis de melato (ALQARNI et al., 2014; DI BELLA et al.,
2015).

Inimeros elementos quimicos ja foram identificados em méis
de abelha Apis mellifera, como o bario (Ba), berilio (Be), bismuto (Bi),
célcio (Ca), chumbo (Pb), cobalto (Co), cobre (Cu), estanho (Sn),
estréncio (Sr), ferro (Fe), galio (Ga), germanio (Ge), litio (Li), magnésio
(Mg), manganés (Mn), molibdénio (Mo), niquel (Ni), 6smio (Os), ouro
(Au), potassio (K), prata (Ag), sodio (Na), talio (Ti), vanadio (V) e
zinco (Zn), aluminio (Al), cadmio (Cd), talio (TI), rubidio (Rb), urénio
(U), platina (Pt), paladio (Pd), teltrio (Te), hafnio (Hf), molibdénio
(Mo), antimdnio (Sh), fésforo (P), lantanio (La), iodo (I), samario (Sm),
térbio (Th), disprésio (Dy), tério (Th), praseodimio (Pr), neodimio (Nd),
talio (Tm), itérbio (Yb), lutécio (Lu), gadolinio (Gd), hdlmio (Ho), érbio
(Er), cério (Ce) e cromo (Cr) (BATISTA et al., 2012; POHL et al.,
2012; RIZELIO et al., 2012; ALQARNI et al., 2014; DI BELLA et al.,
2015).

No entanto, o mineral mais abundante nos méis de abelha Apis
mellifera é o potéssio (K) (372 a 3000 mg kg), que corresponde a 45 a
85% da concentracdo mineral total. Outros elementos de relevancia séo
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sédio (Na) (6,76 a 531,77 mg kg™?), calcio (Ca) (30 a 450 mg kg™?),
magnésio (Mg) (80 a 237 mg kg?) e fosforo (P) (20 a 245 mg kg?)
(POHL et al., 2012; RIZELIO et al., 2012; ALQARNI et al., 2014;
HABIB et al., 2014; DI BELLA et al., 2015).

A presenca de elementos essenciais, em méis pode ser
considerado um importante complemento de minerais (POHL et al.,
2012) para individuos sem restricdes com relagdo a ingestdo de
carboidratos (DUARTE, 2006). Entretanto, estudos revelam que a
guantidade de nutrientes ingeridos na dieta, difere da quantidade
utilizada pelo organismo, fato que ocorre devido a complexidade dos
alimentos, das etapas de ingestdo e metabolismo (COZZOLINO, 2009;
POHL et al., 2012).

Assim sendo, o0s estudos de biodisponibilidade e
bioacessibilidade podem ser utilizados para indicar a por¢do de um
componente verdadeiramente disponivel para a absor¢cdo em relagéo ao
total consumido (RODRIGUEZ- ROQUE et al., 2013).

O termo biodisponibilidade refere-se a fracdo de nutrientes ou
contaminantes ingeridos através de matrizes alimentares, modificadas
no trato gastrointestinal, liberando compostos e tornando-os
bioacessiveis, para a utilizacdo em funcdes fisiolégicas normais, ou
podendo ser armazenado pelo organismo. Neste processo incluem a
digestdo gastrointestinal, absor¢do, metabolismo distribuicdo de tecidos
e bioatividade (CARDOSO et al., 2015; LEMMENS et al., 2014). No
entanto, a bioacessibilidade representa a fracdo de um nutriente que é
liberado da matriz alimentar no trato gastrointestinal durante o processo
digestivo que pode estar disponivel para a absorcdo intestinal
(RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2013; LEMMENS et al., 2014).

Os estudos de bioacessibilidade e biodisponibilidade podem ser
analisados de duas diferentes formas analiticas: teste in vivo ou in vitro.
Considerados mais simples, rapidos e de custos moderados, os estudos
in vitro sdo apresentados como alternativa a estudos em humanos ou
animais. Porém, para obtencdo de resultados semelhantes aos da
digestdo in vivo, as condicOes, tais como a composi¢do quimica dos
fluidos digestivos, o pH e tempo de residéncia tipico de cada
compartimento, devem ser iguais ou semelhantes as do sistema
digestivo vivo (HORNERO-MENDEZ; MINGUEZ-MOSQUERA,
2007).

Assim, um elevado nimero de investigagdes quanto aos valores
bioacessiveis de minerais e oligoelementos em matrizes, como vegetais
(HU et al., 2013), moluscos marinhos (LEUFRQY et al., 2012; HE; KE;
WANG, 2010), vegetais, algas comestiveis, ovo de galinha e leite de
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vaca (MOREDA-PINEIROA et al., 2011), suplementos medicinais
(TOKALIOGLU et al., 2014), queijo, pdo, frutas e vegetais
(KHOUZAM et al., 2011), cogumelos (BHATIA et al., 2013), gréo e
cereais (WANG; HE; CHEN, 2014), plantas comestiveis (ZHENG et al.,
2013; BERTIN et al., 2016), e frutos jucara (acai) (SCHULZ et al.,
2017) foram publicados nos Gltimos anos.

Essa tendéncia de investigacdo de minerais bioacessiveis
também levou Pohl et al. (2012) e Seriaglio et al. (2017) a estudar e
descrever as fracOGes bioacessiveis de elemenos minerais em méis de
abelha Apis mellifera provenientes da Pol6nia e do Brasil. No entanto,
estudos como esses ainda sdo escassos ou inexistes para alguns
elementos minerais e para méis produzidos por abelhas sem ferréo.

O monitoramento dos minerais em méis mostrou-se importante,
tanto para fins de orientag@es nutricionais e seguranca alimentar quanto
como indicador biolégico da contaminagdo ambiental na &rea forrageada
das abelhas (Da SILVA et al., 2016).

Com o avango da apicultura e da meliponicultura, muitos
produtores passaram a instalar os apiarios e os meliponarios em areas
urbanas, periurbanas ou industriais. Essas regides vém apresentando
contaminacdo e consequente degradacdo do meio natural causado por
agentes quimicos, detritos domésticos, industriais, escapamentos de
automaveis, depositos de lixo, entre outros fatores. Os méis produzidos
nesses locais estdo sujeitos a contaminacBes por metais provenientes de
emissdes de gases e particulados (CZIPA; ANDRASI; KOVACS, 2015;
DI BELLA et al, 2015), justificando assim, a importancia do
monitoramento,

Com o monitoramento de minerais em méis é possivel prever
também uma possivel fraude por alimentacdo indevida com xaropes,
uma vez que os xaropes fornecidos para a alimentacdo das abelhas
podem apresentar quantidades elevadas de Cd, Cu, Fe, K, Mn, Mg, Pb e
Na (RASHED; SOLTAN, 2004).

Realizando uma pesquisa nos bancos de dados
(http://pcs.webofknowledge.com;http://www.sciencedirect.com;http://w
ww.journals.elsevier.com) e uma revisdo na literatura, foi possivel
observar que, até 0 momento da publicacdo deste trabalho (BILUCA et
al., 2016; BILUCA et al., 2017), nenhum estudo havia sido relatado para
quantificar os elementos minerais de méis de abelhas sem ferrdo. Na
sequéncia das publicacdes, De Oliveira et al. (2017) também relataram a
presenca de minerais em méis de abelhas sem ferrdo nativas do territorio
brasileiro.
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1.4.4 Aminoécidos

Os aminodcidos sdo os constituintes basicos dos organismos
vivos e tém um papel dindmico estrutural e ativo na fisiologia dos
tecidos e das células (RUSCIANO et al., 2016). Sdo moléculas
organicas formadas por um grupo carboxila (COOH), um grupo amino
(NH>) e um atomo de hidrogénio ligado ao mesmo atomo de carbono,
chamado de carbono alfa (o), ainda ligado a esse carbono existe um
radical R diferenciado, o qual determina as suas propriedades quimicas
podendo variar a estrutura, funcdo, tamanho, carga elétrica,
influenciando a solubilidade do aminoacido em agua (CABALLERO;
FINGLAS; TOLDRA, 2016)

Nutricionalmente, os aminoacidos podem ser classificados em
nao-essenciais e essenciais. Assim, engquanto a maioria das bactérias e
plantas podem sintetizar todos os 21 amino4cidos, mamiferos s6 podem
sintetizar 10. Aqueles que podem ser sintetizados sdo chamados
aminoacidos ndo essenciais, enquanto aqueles para os quais uma via de
sintese ndo existe e devem ser obtidos a partir de alimentos, séo
chamados aminoacidos essenciais (CABALLERO; FINGLAS;
TOLDRA, 2016). Para o ser humano, é indispensavel a aquisicdo por
meio dos alimentos dos seguintes aminoacidos, denominados essenciais:
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano,
histidina e valina (CABALLERO; FINGLAS; TOLDRA, 2016).

Além de ser a base estrutural das proteinas e de grande
importancia para o corpo humano, estudos consideram que 0s
aminoacidos podem exercer outras funges no organismo, como fonte
de produtos fisioldgicos secundarios relevantes, por exemplo, em casos
de inflamacdo, a arginina ¢ degradada em citrulina e 6xido nitrico, que €
entdo utilizado para sustentar o processo de inflamagdo (RUSCIANO et
al., 2016). Kantorow et al. (2004) e Njie-Mbye et al. (2013) também
relacionaram os aminoacidos com propriedades antioxidantes: a
metionina e a cisteina funcionam como antioxidantes através da
oxidacdo reversivel das proteinas. Existem também dados pré-clinicos e
clinicos sugerindo que um suprimento adicional de aminocidos, seja
sisttmico ou tdpico, pode ser util para ajudar a melhorar o sistema
ocular (RUSCIANO et al., 2016).

Devido & importancia, sdo inimeros os estudos relatando a
presenca de aminoéacidos em diversas matrizes alimentares como: frutos,
bebidas, tubérculos, carnes, ovos, leite, produtos lacteos e mel (KELLY;
BLAISE; LARROQUE, 2010; PIMENTEL et al., 2014; ALl et al. 2016;
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BORDIGA et al, 2016; MOTA et al., 2016; PEREZ-MIGUEZ;
MARINA; CASTRO-PUYANA, 2016).

Aminoéacidos em méis de abelhas sem ferrdo

A presenca de aminoacidos em méis € atribuida tanto as abelhas
guanto aos vegetais visitados, incluindo néctar, polen, secrecdes das
glandulas salivares e da faringe (ESCUREDO et al.,, 2013; SAK-
BOSNAR; SAKAC, 2012), podendo representar cerda de 1% da massa
dos méis (CAMPO et al., 2016).

Estudos relatam a presenca dos aminoécidos em diferentes tipos
de méis produzidos por abelhas Apis Mellifera, sendo a prolina, o
principal aminoacido relatado, tanto em mel quanto em poélen
(IGLESIAS et al., 2006; PARAMAS et al., 2006). No mel, ela
representa de 50 a 85% do total de aminoacidos (IGLESIAS et al., 2006;
JANISZEWSKA; ANIOLOWSKA; NOWAKOWSKI, 2012;
PARAMAS et al., 2006; TRUZZI et al., 2014).  Considerando a
origem nos méis, a prolina tem sido utilizada como critério de avaliacdo
da maturacdo do mel e, em alguns casos, de adulteracfes com acUcares.
Um valor minimo de 180 mg kg é aceito como valor limite para o mel
puro (MANZANARES et al., 2014; HERMOSIN; CHICON;
CABEZUDO, 2003).

Além de prolina, outros aminoacidos sdo encontrados em méis,
sendo os mais comuns, acido glutamico, alanina, fenilalanina, tirosina,
leucina e isoleucina (GIROLAMO; D'AMATO; RIGHETTI, 2012),
variando sempre de acordo com a origem floral, geografica e abelha
produtora do mel (AZEVEDO et al., 2017).

Nos ultimos anos, as investigacOes e sucessivas publicacdes dos
perfis de aminodcidos em méis tém sido realizadas focando a
discriminacdo de origens botanica e geografica, para a possivel
discriminag&o entre tipos de mel, como por exemplo, méis florais e méis
de melato. O crescente interesse pela discriminacdo de méis se deve ao
valor comercial e as preferéncias dos consumidores (CAMPO et al.,
2016; AZEVEDO et al., 2017; SUN et al., 2017).

Para méis de abelhas sem ferrdo, até a data da presente reviséo
bibliogréafica ndo foram encontrados relatos analiticos de identificacdo e
guantificacdo de aminoacidos. A identificacdo dos aminoacidos faz
parte de uma caracterizacdo efetiva dos méis de abelhas sem ferrdo a
qual também poderia auxiliar na discriminacdo dos méis frente a méis
de abelhas Apis mellifera ou indicar as possiveis origens botanicas e
geogréficas.
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RESUMO

Neste estudo foram avaliados os padrGes de identidade e qualidade
(umidade, acidez livre, pH, teor de 5-HMF, atividade diastasica, frutose,
glicose, sacarose, condutividade elétrica), bem como a presenca de
compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante (DPPH e FRAP)
de 20 amostras de méis de abelhas sem ferrdo (Meliponinae)
provenientes do estado de Santa Catarina, Brasil. Com relacdo aos
pardmetros de identidade e qualidade, os méis demonstraram valores
gue variaram entre: umidade de 23,74 a 43,53% (m/m); solidos solUveis
de 55,16 a 75,00 em °Brix; acidez livre de 21,36 a 106,01 mEq kg*; pH
de 3,33 a 4,56; atividade diastésica < 3 a 13,40 un. Gothe; condutividade
elétrica de 0,16 a 0,84 mS cm?; aclcares: frutose de 30,44 a 46,02%
(m/m) e glicose de 20,41 a 31,31% (m/m); sacarose e 5-HMF,
apresentaram concentracOes abaixo dos limites de quantificagdo (LOQ =
0, 074 e 0,310 mg L, respectivamente) para todas as amostras. As
amostras analisadas apresentaram relevante conteldo de compostos
fenolicos totais e capacidade antioxidante, quando comparado aos méis
de abelhas Apis mellifera descritos na literatura. O estudo revelou
variacdes significativas nas caracteristicas das amostras, uma vez que
essas podem ser influenciadas pela origem botéanica, geogréafica e
espécie de abelha. Os resultados obtidos também confirmam que as
exigéncias da legislacdo brasileira (Apis mellifera), ndo atendem a
totalidade das caracteristicas dos méis de abelhas sem ferrdo,
especialmente para os pardmetros de umidade, agucares, atividade
diastasica e acidez, ressaltando a necessidade de uma normativa
especifica.

Palavras-chave: Mel. Propriedades fisico-quimicas. Umidade. Acidez
livre. Capacidade antioxidante,
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1 INTRODUCAO

Existem mais de 500 espécies de abelhas sem ferrdo
identificadas em todo o mundo, pertencentes a espécie Meliponinae
(MICHENER, 2013). As abelhas sem ferrdo possuem caracteristicas
distintas do género Apis e Bombus, especialmente em relacdo a
morfologia (auséncia de ferrdo), coleta de néctar de plantas rasteiras,
Vvoos curtos em busca de alimento, construcdo de colmeias em posicao
horizontal sem elaboracéo de favos para o armazenamento de néctar e
pélen (VIT; PEDRO; ROUBIK et al., 2013).

Além de serem excelentes polinizadores, essenciais em
ecossistemas tropicais e subtropicais (ROUBIK et al., 1997), as abelhas
sem ferrdo armazenam e modificam quimicamente néctares florais que
resultam na producdo de mel popularmente conhecido por seu sabor e
aroma distinto, com uma textura mais fluida e cristalizacéo lenta. Este
mel ¢é apreciado pelos consumidores em todo o mundo, 0 que o torna
comercialmente mais valioso (Da SILVA et al., 2013).

Devido ao conhecimento insuficiente da composi¢do dos méis
de abelhas sem ferrdo, existe uma escassez de padrfes de identidade e
qualidade, uma vez que esses méis diferem das normas estabelecidas
pelos padrdes nacionais (BRASIL, 2000) e internacionais (Codex
Alimentarius, 2001), especificos para o mel de Apis mellifera (SILVA et
al., 2013, RAMON-SIERRA et al., 2015; CHUTTONG et al., 2016a).

No Brasil, onde se concentra a maior diversidade dessas abelhas
(JAFFE et al., 2015), a caracterizacio do mel ja esta sendo realizada em
algumas regifes (De SOUSA et al., 2016), mas estudos que usam
diferentes espécies, grandes quantidades de amostras, com diferentes
regibes e floradas, ainda sdo escassos, limitando assim, a efetiva
elaboracdo de uma padronizagdo, regulamentacdo e conhecimento da
composi¢do do mel, o que dificulta a sua comercializag&o.

Apesar da composicdo majoritaria de acgucares (frutose e
glicose) e agua, o mel proveniente de abelhas sem ferrdo também
contém pequenas quantidades de outros compostos, tais como acidos
organicos, compostos fendlicos (&cidos fendlicos e flavondides),
proteinas, aminoacidos, enzimas, vitaminas e minerais (CHUTTONG et
al., 2016a).

Estudos tém relatado que o mel de abelhas sem ferrdo tem
capacidade antioxidante significativa, destacando a presenca de
compostos fendlicos (RAO et al., 2016; RANNEH et al., 2018). No
entanto, estudos da estimativa da capacidade antioxidante de méis de
abelhas sem ferrdo foram relatados apenas por Da Silva et al. (2013) em
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mel de Jandaira (Melipona subnitida) coletadas no Brasil, Guerrini et al.
(2009) em mel de trés espécies de abelhas sem ferrdo coletadas no
Equador e recentemente por Ranneh et al. (2018) em méis da Malasia.

O aumento da producdo dos méis dessas abelhas e a perspectiva
de um mercado mais amplo para os produtos naturais sugerem a
necessidade de investigacdo da composicdo do mel variabilidade de
espécies e outros fatores que podem influenciar as suas caracteristicas
tais como a florada predominante e origem geografica. E necessario
ainda o estabelecimento de parametros para proteger o consumidor
contra a fraude, garantindo a qualidade do produto. Sendo assim, este
estudo tem como objetivo investigar as propriedades fisico-quimicas,
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante de 20 amostras de
mel provenientes de oito espécies diferentes de abelhas sem ferrdo
produzidas no estado de Santa Catarina, Brasil.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Os
reagentes hidroxido de sddio, cloreto de sodio, acetato de sédio, amido
soluvel, iodo, &cido ascdrbico, cloreto férrico, sulfato ferroso, éacido
galico, carbonato de sddio, frutose, glicose, sacarose e metanol foram
obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

O dodecil-sulfato de sddio (SDS), tetraborato de sédio (TBS),
brometo de cetil-trimetil-aménio (CTBA), é&cido sorbico, cafeina,
reagente de Folin-Ciocalteu, 2,4,6-tris-(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ),
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e 5-hidroximetilfulfural (5-HMF)
foram obtidos da Sigma Aldrich (Santa Ana, EUA). A agua utilizada foi
filtrada por sistema de desionizacdo (desionizador Milli-Q, Millipore,
Bedford, EUA).

Os instrumentos empregados foram: eletroforese capilar
modelo 7100 (Agilent  Technologies, Palo Alto, EUA),
espectrofotdbmetro SB  1810-S (Spectro Vision, Beijing, China),
condutivimetro Tec-4MP (Tecnal, S&o Paulo, Brasil), pHmetro DM-20
(Digimed, Mato Grosso do Sul, Brasil), ultrassom (Cristéfoli, Parana,
Brasil), centrifuga MiniSpin plus® (Eppendorff™, Hambung,
Alemanha), balanca analitica AB204-S (Mettler Toledo, S&o Paulo,
Brasil), purificador de agua Simplicity UV (sistema Milli - Q, Millipore,
Bedford, Massachusetts, EUA), banho de 4gua Depron/DBM (Benfer do
Brasil, Sdo Paulo, Brasil) e vortex 772 (Fisatom, S&o Paulo, Brasil).
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2.2 Amostras

Foram analisadas 20 amostras de méis, as quais foram obtidas
através de parcerias com meliponicultores do estado de Santa Catarina.
Amostras provenientes dos municipios de Sdo Miguel do Oeste e Santa
Rosa de Lima (2 localidades: Rio do Meio e Nova Fatima) foram
coletadas nas safras de 2013/2014 e 2014/2015. A descricdo das
espécies, a origem botanica predominante e 0s municipios estdo
descritas na Tabela 2.1. As informacgdes referentes as amostras foram
descritas pelo médico wveterinario Luiz M. R. dos Santos, o
meliponicultor Cleumar Liebert e o extensionista da EPAGRI-SC,
Carlos A. Paganini. Todas as amostras foram coletadas e armazenadas
em frascos de polipropileno (tipo Falcon) e transportadas em caixas
isotérmicas ao Laboratério de Quimica de Alimentos do CCA - UFSC,
onde foram mantidas a -18 + 2 °C até 0 momento das analises.
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Tabela 2.1 — Identificacdo das espécies de abelhas sem ferrdo (Meliponinae), origem botanica e municipios de origem
das amostras.

Amostras  Nome Popular Nome cientifico Origem boténica - Nome cientifico Origem *
A Guaraipo Melipona Bicolor Eucalyptus spp. e Mimosa bimucronata NF
B Guaraipo Melipona Bicolor Eucalyptus spp. NF
Cc Tubuna Scaptotrigona Bipunctata Silvestre NF
D Tubuna Scaptotrigona Bipunctata Eucalyptus spp. N F
E Mandagcaia Melipona quadrifaciata anthidioides Citrussinensis N F
F Mandagcaia Melipona quadrifaciata anthidioides Hoveni adulcis N F
G Mandacaia Melipona quadrifaciata anthidioides Eucalyptus spp. N F
H Mandagcaia Melipona quadrifaciata anthidioides Mimosa bimucronata N F
I Mandagcaia Melipona quadrifaciata anthidioides Citrussinensis N F
J Mandacaia Melipona quadrifaciata anthidioides Hoveniadulcis e Vernonanthuradis color RM
K Mandagaia Melipona quadrifaciata anthidioides Silvestre RM
L Mandagcaia Melipona quadrifaciataanthidioides Silvestre N F
M Manduri Melipona Marginata Heliconiavellozianae watsoniameriana RM
N Manduri Melipona Marginata Eucalyptus spp. N F
0 Manduri Melipona Marginata Hoveniadulcis e Vernonanthuradis color RM
P Manduri Melipona Marginata Mimosa bimucronata N F
Q Jatai Tetragonisca angustula angustula Silvestre N F
R Mumbuca Trigona fuscipennis Silvestre SMO
S Mandagcaia Melipona quadrifaciata anthidioides Hoveniadulcis e Vernonanthuradis color N F
T Bugia Melipona mondury Eucalyptus spp. N F

*Municipio: SMO = Sdo Miguel do Oeste, NF = Nova Fatima, RM = Rio do Meio. Fonte: préprio auto
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2.3 Parametros de identidade e qualidade

2.3.1 Umidade

A umidade do mel foi determinada por um refratbmetro Abbé,
método 969.38 AOAC, 2005, utilizando a refratbmetria Abbé. Todas as
medidas foram realizadas a 20 ° C ou aplicado 0 método de correcéo de
+ ou - 0,00023 para cada grau de temperatura diferente.

2.3.2 Solidos sollveis totais

Os solidos sollveis totais (°Brix) foram determinados na
mesma condi¢do analitica descrita em 2.3.1, através de leitura no
refratbmetro de Abbé, em temperatura ambiente, segundo o método
932.12 AOAC, 2005.

2.3.3 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica foi determinada em solucéo de mel a
20% (m/v) em 4agua desionizada a 25 °C, com auxilio de
condutivimetro. Os resultados foram obtidos diretamente no
equipamento previamente calibrado e expressos em mS cm™ (AOAC,
2005).

2.3.4 Acidez livre e pH

A acidez livre e o pH foram medidos de acordo com o método
962.19 AOAC, 2005. O pH das amostras foi determinado em solucdo
10% (mel/agua), com auxilio de pHmetro, previamente calibrado com
solucdo padrao/tampéo.

A andlise de acidez livre foi realizada por neutralizacdo de uma
massa conhecida de mel com solugéo padronizada de NaOH 0,1 mol L
em volume suficiente para atingir o pH 8,5. O valor da acidez livre foi
calculado e os resultados expressos em meq kg™.

2.3.5 Aglcares

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

2.3.6 5- Hidroximetilfulfural

O teor de 5-HMF foi determinado segundo metodologia
descrita por Rizelio et al. (2012b), utilizando método de MEKC (do
inglés Miceller Eletrokinetic Capillary Chromatography). As condigdes
do método foram: eletrdlito de corrida, composto de TBS 5 mmol L e
SDS 120 mmol L, em pH 9,3; capilar de 32 cm de comprimento total,
8,5 cm de comprimento efetivo e 50 um de didmetro interno; injecéo por
modo hidrodindmico a -50 mbar durante 3 segundos; voltagem de -15
kV; temperatura de 25°C; e deteccdo direta a 284 nm. Os resultados
foram expressos em mg kg.

2.3.7 Atividade diastasica

A medida da atividade diastasica seguiu o protocolo 920.180
da AOAC (2005), onde uma solu¢do tamponada de amido e mel foi
mantida em banho de agua (40 °C) por tempo necessario para obtencédo
de absorbancia igual ou inferior a 0,235. Com os valores obtidos, foi
construido um gréafico da absorbancia versus o tempo, para o calculo de
tx. A atividade diastasica foi entdo obtida com o quociente 300/ty, € 0
nimero resultante expresso em atividade diastadsica como sendo o
volume em mL de solu¢ido de amido a 1% hidrolisada pelas enzimas
presentes em 1 g de mel, em 60 minutos e expresso em unidades Gothe.

2.4 Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

As solugBes das amostras utilizadas nas determinacbes de
fendlicos totais, DPPH e FRAP foram preparadas com 2,5 g de mel
diluidos com &gua desionizada e avolumados para 5 mL.

O conteldo de fenolicos totais da solucdo de mel foi
determinado pelo método espectrofotométrico com reativo de Folin-
Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965), com leituras realizadas a 765
nm e os resultados expressos em miligrama equivalente ao acido galico
(mg EAG 100 g* de mel).
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A capacidade antioxidante foi avaliada através de diferentes
métodos, envolvendo principios e condigBes experimentais distintas: o
método de DPPH, descrito por o Brand-Williams, Cuverlier e Berset
(1995) e 0 método do poder redutor do ferro (FRAP), descrito por
Benzie e Strain (1996), modificado por Bertoncelj et al. (2007).

O radical DPPH foi preparado, na concentracéo de 0,1 mmol L-
!, em metanol. Essa solucéo foi diluida até atingir absorvancia inicial de
0,800 £ 2 em 515 nm. Em uma série de trés (células de 1 cm de caminho
otico), foram lidas as absorvancias de 2,9 mL da solucdo de DPPH
(tomim) €, €m seguida, adicionados 100 pL da solucdo de mel a cada
célula. A mistura foi homogeneizada e mantida ao abrigo da luz a 25 °C
por 30 minutos, e logo apds, as absorvancias foram novamente medidas
(tsomim). As percentagens de inibicdo dos radicais foram calculadas
através da Equagcdo 1:

Inibigdo % = (1 - Aszo/Ao) X 100 1)

Uma curva padrao foi preparada utilizando acido ascérbico (80
— 720 umol L1), e os resultados expressos em miligramas equivalentes a
acido ascorbico (mg EAA) por 100 g de mel (BRAND-WILLIAMS;
CUVERLIER; BERSET, 1995).

Para avaliacdo do poder redutor de ferro, foi aplicado o reagente
de FRAP, o qual consiste em uma solucdo contendo uma parte de TPTZ
(10 mmol L) em HCI (40 mmol L), uma parte de FeCls (20 mmol L
D, e dez partes de tampdo acetato de sédio 0,3 mol L?, pH 3,6,
preparado diariamente. Aliquotas de 200 pL da solucdo de mel foram
adicionadas em 1,8 mL do reagente de FRAP, mantidas ao abrigo da luz
por 10 minutos em banho de agua a 37 °C. A seguir as absorvancias
foram medidas a 594 nm e os resultados calculados frente ao padrdo de
FeS04.7H,0 (25 - 600 umol L?) aplicado na preparacdo da curva de
calibracdo. Os resultados obtidos foram expressos em pmols
equivalentes a Fe (1) por 100 g de mel (BENZIE; STRAIN, 1996;
BERTONCELJ et al., 2007).

2.5 Analise estatistica

Todas as andlises foram conduzidas em triplicata e os dados
expressos como média + desvio padrdo. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), ao nivel de 5% de significancia seguida
pelo teste de Tukey para comparagdo das médias. A correlagdo entre a
capacidade antioxidante e o contetdo de compostos fendlicos totais foi
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avaliada através da analise de regressdo linear simples. O software
Statistic 13.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK) foi utilizado para aquisi¢cdo e
tratamento de dados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Parametros de identidade e qualidade

Os resultados dos parametros de identidade e qualidade
(umidade, sélidos sollveis totais em °Brix, condutividade elétrica,

acidez livre e pH), das 20 amostras de méis de abelhas sem ferrdo
analisadas, estdo ilustrados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 — Caracteristicas de identidade e qualidade determinadas nas amostras de méis de abelhas sem ferrao

(Meliponinae).

Amostra Umidade % (m/m) °Brix (%) Condutividade Elétrica Acidez livre pH
(mS cm™) (mEq kgt

A 35,45 +0,75¢ 63,60 + 0,521 0,59 +0,01" 72,02 +2,39° 3,77+0,01f
B 37,32 £ 0,25 61,40 + 0,17 0,61 +0,01f 63,28 + 2,39¢ 3,67 £0,02¢
C 24,87 £0,25" 74,00 £0,17° 0,60 + 0,019 56,70 + 0,01 4,20 +0,01°¢
D 38,30 + 0,251 60,70 + 0,23 0,69 + 0,00° 44,17 £ 2,75 4,50 +0,02°
E 25,91 +0,24™ 72,90 £0,17¢ 0,22 £0,01™ 24,17 £0,61'm 3,64 £0,03¢
F 35,58 +0,43¢ 63,43 £ 0,50/ 0,21 £0,01" 38,83 £ 0,66' 3,33+£0,01™
G 41,99 +0,26° 56,90 + 0,01’ 0,83 £ 0,02* 106,01 + 1,372 3,73 £0,01f¢
H 43,53 £0,26% 55,16 +0,23' 0,70 +£0,01° 60,15 + 0,67¢ 3,77 £0,01f

| 32,52 £0,01" 66,50 +0,01" 0,16 +0,01P 21,36 + 0,20 3,450,010k
J 29,23 + 0,241 69,70 £ 0,17° 0,16 £ 0,01P 22,29 £0,02m" 3,53+0,02'
K 28,25 +0,42¢ 70,53 £ 0,42¢ 0,23 +0,01' 29,67 £ 0,12 3,56 +0,02"
L 33,65 + 0,259 65,17 + 0,58 0,17 £0,01° 26,09 + 0,31 3,37 £0,01'm
M 28,25 + 0,42 70,60 £ 0,45¢ 0,30 + 0,013 73,32 £ 1,53 3,50 + 0,014
N 38,20 + 0,25¢ 60,50 + 0,17 0,27 £ 0,01 42,44 +0,62" 3,90 +0,03¢
(0] 32,03 £ 0,00 66,90 + 0,01" 0,63 £0,01¢ 70,80 +0,72¢ 3,42 +0,06%!
P 30,35 + 0,42 68,53 + 0,459 0,30 + 0,013 56,39 + 0,01 3,37 +0,03"™m
Q 23,74 £0,01° 75,00 £ 0,01° 0,57 +0,01 31,43+ 0,85 4,24 +0,01°
R 34,44 + 0,25 64,47 +0,12! 0,31 +0,01i 46,71 £ 0,279 3,44 +0,04:K
S 27,15+ 0,23 71,76 +0,23¢ 0,16 +0,01P 22,33 £1,00™" 3,60 £0,019"
T 29,92 + 0,010 69,10 + 0,23f 0,84 £ 0,012 16,20 + 3,30° 6,56 +0,03%

Valores expressos como média + desvio padrdo. *' Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as médias de acordo com

teste de Tukey (p < 0,05). Letras de A-T: amostras de mel de abelhas sem ferrdo descritas na Tabela 2.1. Fonte: préprio autor.
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3.1.1 Umidade

O teor de umidade encontrado nas amostras analisadas variou
de 23,74 a 43,53% (m/m). Os resultados apresentados na Tabela 2.2,
indicam diferenca estatistica significativa para os teores de umidade,
onde os maiores valores foram encontrados nas amostras H e G
produzidas pela mesma espécie de abelha (Melipona quadrifaciata
anthidioides) e ambas de mesma origem geogréfica, porém,
provenientes de origem botanica distinta (predominancia de Mimosa
bimucronata e Eucalyptus spp., respectivamente). Os menores valores
foram encontrados nas amostras Q e C, procedentes de abelhas e origem
boténica distinta, mas ambas da mesma localidade.

Todas as amostras apresentaram valores superiores aos
preconizados pela legislacdo brasileira, que dispde valor maximo de
20% (m/m) de umidade para méis de abelha Apis mellifera (BRASIL,
2000). A diferenga no teor de umidade pode estar relacionada a baixa
taxa de desidratacdo do néctar durante o processamento de
transformacdo do mel, entre outros fatores, como coletas de néctar das
flores mais rasteiras e de frutos maduros, ricos em agua, ou pode ter
relacdo com as caracteristicas especificas das espécies de abelhas (VIT;
PEDRO; ROUBIK, 2013).

Os teores de umidade relatados por Silva et al. (2013) e Sousa
et al. (2013), para méis de abelhas sem ferrdo apontam valores elevados
de umidade (22,30 e 35,4% m/m respectivamente). Estudos
provenientes de outros paises, como México e Tailandia, também
apresentam valores elevados de umidade para mel de abelhas sem ferrdo
(CHUTTONG et al., 2016a; RAMON-SIERRA et al., 2015).

Além de ser uma das principais propriedades que o diferencia
de outros méis, o elevado teor de umidade torna os méis de abelhas sem
ferrdo suscetivel a fraudes por adicdo de agua. Assim sendo, 0s méis
devem ser avaliados com atengdo, pois este, afeta outras caracteristicas
como: viscosidade, fluidez, cristalizagdo e principalmente a
conservagdo, exigindo assim maiores cuidados no momento da colheita
e armazenamento (Da SILVA et al., 2013).

Por fim, as informagbes encontradas levam a confirmacdo de
gue os niveis elevados de &gua sdo uma caracteristica particular dos
méis provenientes de abelhas sem ferrdo, demonstrando a importancia
de uma legislacdo voltada para méis de abelhas sem ferrdo, com suas
préprias caracteristicas fisico-quimicas.
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3.1.2 Sélidos sollveis totais (°Brix)

Os valores de sélidos sollveis totais encontrados foram de
55,16 a 75,00 expressos em °Brix, variando significativamente entre a
maioria das amostras estudadas (Tabela 2.2).

O estudo de Souza et al. (2006) aponta valores de °Brix
semelhantes para amostras de méis de abelhas sem ferrdo de paises da
América do Sul (57,5 - 75,0 °Brix). J& os estudos de De Sousa et al.
(2016), Oliveira e Santos (2011) apontam valores superiores aos
encontrados no presente estudo (71,10 - 74,70 °Brix e 77,39 - 79,05
°Brix, respectivamente).

Porém, quando comparado aos méis produzidos por abelhas
Apis melifera, o valor de Brix é ligeiramente superior aos encontrados
para méis de abelhas sem ferrdo (65 a 80 °Brix) (Da SILVA et al.,
2016). Essa variagdo ja era esperada, uma vez que o teor de umidade dos
méis também é distinto, parametro que estd diretamente relacionada
com os sélidos sollveis. Valor distinto na determinacdo do Brix pode
estar associado as diferentes plantas visitadas pelas abelhas, fator
verificado por Silva (2000), que relata a auséncia de abelhas Apis
mellifera nas plantas polinizadas por abelhas sem ferrdo.

3.1.3 Condutividade elétrica

Os valores para condutividade elétrica encontrados nas
amostras de méis de abelhas sem ferrdo variaram entre 0,16 e 0,84 mS
cml, apresentando grande variacdo entre as espécies. As amostras I, J e
S (todas da espécie Melipona quadrifaciata anthidioides) apresentaram
0s menores valores, enquanto que a amostra T (Melipona mondury) foi a
gue mostrou maior valor. Tais amostras sdo provenientes de origem
botanica distinta, porém da mesma localidade geografica.

Estudos tém mostrado valores de condutividade elétrica
variavel entre amostras de mel de abelhas sem ferrdo: 0,15 - 1,34 mS
cm® foram valores encontrados em diferentes municipios de Santa
Catarina (BILUCA, 2014), 0,53 a 0,80 mS c¢cm™ para méis de abelha
Melipona scutellaris de diferentes municipios do Estado de Pernambuco
(CAMPQS; GOIS; CARNEIRO, 2010), 1,06 - 2,70 mS cm para méis
de Tetragonisca angustula latreille do municipio de Piracicaba Estado
de Sdo Paulo (ANACLETO et al., 2009), 0,33 a 0,90 mS cm™* para méis
de abelha Meliponas cutellaris do estado da Bahia (SOUZA et al.,
2009).
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Segundo Yicel e Sultanoglu (2013) a condutividade elétrica do
mel esta relacionada com o teor de cinzas (teor mineral), acidez, acidos
organicos e proteina. Assim, quanto maior for o contetdo destes
compostos no mel, maior a condutividade elétrica resultante.

Devido a forte relagdo entre teor de cinzas e condutividade
elétrica, recentemente foi incluida nas normas do Codex Alimentarius a
analise de condutividade elétrica em substituicdo a determinagdo de
cinzas em mel. As normas recomendam um valor maximo de 0,80 mS
cm 1 (Codex Alimentarius 2001; Da SILVA et al., 2016). No presente
estudo, duas amostras (G e T) ndo estavam em conformidade com o
presente regulamento, no entanto, como pode ser observado, valores
elevados de condutividade elétrica também foram encontrados por
outros autores ja citados anteriormente, apontando a diferenca dos méis
de abelhas sem ferrdo em relacdo ao mel proveniente de abelha Apis
mellifera.

3.1.4 Acidez livre e pH

Na Tabela 2.2 também é possivel observar o valor de acidez
livre determinada nas amostras de méis de abelhas sem ferréo, nas quais,
foram encontrados valores entre 16,20 a 106,01 mEq kg?. Os valores
apontaram uma grande variacdo nos niveis de acidez livre em uma
mesma espécie, visto que as amostras das espécies Melipona
guadrifaciata anthidioides (E, F, G, H, I, J, K, L e S) apresentaram o0s
menores e 0S maiores valores.

Essa diferenca de acidez livre entre as amostras deve-se,
provavelmente, a variagdo dos tipos de &cidos organicos presentes nas
diferentes fontes de néctar coletados de diferentes fontes florais, uma
vez que as amostras tém origens botanicas distintas (OLIVEIRA,;
SANTOS, 2011). Os estudos ja publicados e que descrevem valores de
acidez em méis de abelhas sem ferrdo apontam a acidez livre como um
parametro peculiar desses méis, relacionando ainda os valores elevados
com 4cidos provenientes das mandibulas das abelhas, que podem
influenciar de forma particular para cada espécie (VIT; PEDRO;
ROUBIK, 2013; Da SILVA et al., 2016).

Variacbes de valores no pardmeto acidez livre pode ser
observada no estudo descrito por Biluca (2014), o qual relata valores de
28,66 a 138,46 mEq kg* para méis de diferentes espécies de abelhas
sem ferrdo do estado de Santa Catarina. Silva et al. (2013) encontraram
valores de 24,5 a 93,5 mEq kg* para méis de abelha Melipona
subnitida, produzido no estado da Paraiba. Sousa e colaboradores (2013)
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encontraram valores de 27,46 a 86,23 mEq kg para méis de diferentes
espécies de abelhas sem ferrdo produzidos no estado de Rio Grande do
Norte e Ramdn-Sierra et al. (2015) relatam valores de 33,6 e 38,6 mEq
kg™ (Melipona beecheii e Trigona, respectivamente) para méis oriundos
do México.

Com influéncia nas caracteristicas sensoriais e conservagdo, a
acidez é um dos principais parametros na avaliacdo do mel, uma vez que
é fortemente alterada pela fermentacdo (DA SILVA et al.,, 2016).
Segundo os parametros de qualidade de mel vigentes na legislacdo
brasileira (BRASIL, 2000), o valor maximo para acidez livre é 50 mEq
kg™, o que coloca, 35% das amostras analisadas em desacordo com a
legislacdo. Entretanto, é necessario ressaltar que a legislacdo preconiza
méis de abelha Apis mellifera e que os méis de abelhas sem ferrdo se
apresentam como um produto diferenciado com necessidade de fixacéo
de parametros especificos e mais abrangentes, permitindo, assim, sua
adequacédo a comercializagdo com garantia de identidade e qualidade.

As amostras analisadas apresentaram carater acido, tipico do
mel, com valores de pH entre 3,33 a 4,24 (Tabela 2.2). Valores
semelhantes também foram encontrados nos méis de abelhas sem ferréo
produzidos no estado da Paraiba (2,9 a 3,83) (SILVA et al., 2013), Rio
Grande do Norte (3,5 a 5,1) (SOUSA et al., 2013) e Maranhéo (3,3 a
4,6) (COSTA, 2012).

O pH e a acidez dos méis, também sdo considerados
importantes fatores antimicrobianos e sdo importantes para definir a
forma de manejo e armazenamento do mel, considerando sua influéncia
na estabilidade e vida Gtil (GUERRINI et al., 2009; ALVES et al.,
2012).

3.1.5 5- Hidroximetilfulfural e atividade diastasica

O 5-HMF apresentou-se abaixo do LOQ (0,31 mg L) do
método para todas as amostras de méis analisadas (Tabela 2.3). Ja os
resultados de atividade diastasica apresentaram valores consideraveis
(maiores que 3 un. Gothe) em apenas trés amostras, com valores de
6,40, 5,15 e 13,41 un. Goéthe, na amostra D, H e T respectivamente
(Tabela 2.3).
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Tabela 2.3 — Contetdo de 5-HMF e atividade diastasica determinados
nas amostras de méis de abelhas sem ferrdo (Meliponinae).

Amostra HMF (mg kg?) Atividade Diastéasica

(un.Gothe)

A <LOQ <3

B <LOQ <3

C <LOQ <3

D <LOQ 6,40 = 0,60

E <LOQ <3

F <LOQ <3

G <LOQ <3

H <LOQ 5,15+0,71

I <LOQ <3

J <LOQ <3

K <LOQ <3

L <LOQ <3

M <LOQ <3

N <LOQ <3

o] <LOQ <3

P <LOQ <3

Q <LOQ <3

R <LOQ <3

S <LOQ <3

T <LOQ 13,41+ 0,53

Valores expressos como média + desvio padrdo. LOQ — Limite de quantificacéo
(0,31 mg kg™'). Letras de A-T: amostras de méis de abelhas sem ferrdo descritas
na Tabela 2.1. Fonte: préprio autor

Os resultados de 5-HMF e a atividade diastasica s&o
considerados como indicadores de frescor, indicando possivel
aquecimento ndo controlado, armazenamento prolongado ou
inadequado. E possivel destacar as amostras analisadas como de
excelente procedéncia, por atenderem as exigéncias da legislacdo
nacional para mel de Apis mellifera, a qual determina niveis de 5-HMF
inferiores a 15 mg kg* (BRASIL, 2000; BARONI et al., 2009).

No entanto, a maioria das amostras apresentou valores baixos
de atividade diastasica, o que leva a crer que méis de abelhas sem ferréo
possuam atividade diastasica menores quando comparados aos méis de
abelha Apis mellifera, considerando o total controle das amostras
analisadas quanto a condicédo de coleta e armazenamento, que garantem
0 ndo aquecimento e o armazenamento a frio. Levando em conta a
elevada acidez dos méis de abelhas sem ferrdo e a grande variagcdo do
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pH, é possivel que estes dois fatores influenciem na baixa atividade
diastadsica dos méis, estudos futuros devem ser realizados para
evidenciar estas influéncias.

De Sousa e colaboradores (2016) também analisam 5-HMF em
méis de abelhas sem ferrdo e relatam que ndo foi detectada a presenca
do mesmo. O estudo de Biluca et al. (2014) relata que méis de abelhas
sem ferrdo possuem uma potencial resisténcia quanto a formagéo do 5-
HMTF, isso pode ser justificado pelos tipos de aglcares que 0s compdem,
onde o conteudo de frutose predomina, bem como outros fatores:
atividade de agua, umidade, pH e acidez (BARRA et al., 2010; YUCEL,
SULTANOGLU, 2013; BILUCA et al., 2014; Da SILVA et al., 2016).

3.1.6 Aclcares

Glicose e frutose sdo os principais agucares encontrados no mel,
sendo importantes para 0 estabelecimento de uma série de
caracteristicas: cristalizacdo, viscosidade e outras. Ja a sacarose, é vista
como um agUcar proveniente de adulterac@es, principalmente por adi¢do
de xaropes para aumento de volume e lucros nas vendas (Da SILVA et
al., 2016). Os resultados de concentracdo dos acucares (frutose, glicose
e sacarose), analisados nas amostras de méis de abelhas sem ferrdo,
estdo expostos na Tabela 2.4.
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Tabela 2.4 — Contetdos em % (m/m) de frutose, glicose e sacarose encontradas nas amostras de méis de abelhas

sem ferrdo (Meliponinae).

Amostra Frutose Glicose F+G FIG G/U Sacarose
A 34,65 + 0,74%%9 26,55 + 0,59%¢f9 61,20 +1,27%9 1,30 £ 0,091 0,74 +0,01f <LOQ
B 33,17 + 0,35f9h 27,82 +0,77%¢f 60,99 + 1,01 19 1,19 +0,07¢ 0,74 +0,02f <LOQ
Cc 40,17 + 0,980 27,30 + 0,10%ef 67,77 £ 0,91° 1,47 +0,13%9 1,09 + 0,017 <LOQ
D 35,76 +0,84"9 23,03+ 1,14 58,79 + 0,32 1,56+ 0,12¢ 0,60+ 0,049 <LOQ
E 32,72 £1,1190i 27,85 + 0,92¢0:e 60,57 + 1,469 1,17 £ 0,08' 1,07 £ 0,07 20 <LOQ
F 35,10 £ 0,47 %9 31,31+ 0,632 62,16 + 0,60 f 1,12+ 0,05k 0,88 + 0,01f <LOQ
G 30,44 + 0,20 25,59 + 0,53f9hi 56,03 + 0,68 1,19 + 0,02' 0,60 + 0,019 <LOQ
H 30,72 + 0,17k 24,14 + 0,411 54,86 + 0,511 1,27 + 0,06 0,55 +0,01" <LOQ
I 37,29 + 0,27¢ 29,18 +0,16° 66,46 + 0,43¢ 1,27 + 0,02 0,89 +0,01¢ <LOQ
J 39,30 + 0,56° 30,20 + 0.24b 69,51 + 0,810 1,30 £ 0,021 1,03 £0,02 b <LOQ
K 35,20 + 0,689 24,56 +0,29h 59,76 + 0,969 1,43 + 0,099 0,86 + 0,02¢ <LOQ
L 37,14 +0,62¢ 25,43 + 0,249 h i 62,56 + 0,86 1,46 + 0,05 0,75 + 0,01 <LOQ
M 40,50 + 0.03° 29,90 + 0,33b¢ 70,30 +0,64° 1,35 +0,08" 1,05 + 0,042 <LOQ
N 33,54 + 0,33feh 27,11 £0,22¢.¢ 60,64 + 0,299 1,23 + 0,04k 0,70 + 0,01 <LOQ
0 34,97 + 0,70%9 26,99 +0,82¢.¢ .9 61,96 + 0,00 9 1,29 + 0,041 0,84 +0,10°¢ <LOQ
) 37,47 £0,10¢ 27,56 +0,364ef 65,03 + 0,30%¢ 1,36 +0,03" 0,90 +0,01¢ <LOQ
Q 46,02 + 0,142 24,14 + 0,371 70,16 +0,73% 1,90 + 0,012 1,01+ 0,022b <LOQ
R 36,22 +0,71¢e 20,41 +0,97X 56,63 + 1,611 1,77 £0,27° 0,59 + 0,03" <LOQ
S 33,15 + 0,59% 9. 25,82 + 0,89 9:h i 58,97 + 0,52h 1,28 + 0,12 0,95 + 0,03¢ <LOQ
T 38,96 + 0,30° 30,03 + 0,400 68,99 + 0,10b¢ 1,29 + 0,14 1,00 + 0,03° <LOQ

Valores expressos como média + desvio padrdo. *'Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as médias de acordo com
teste de Tukey (p < 0,05). F+G — soma dos contetidos de frutose e glicose; F/G — razédo entre os conteidos de frutose e glicose; G/U- razdo ente glicose e
umidade. LOQ — limite de quantificagdo (0, 074 mg kg ™' sacarose) na curva de calibragdo. Letras de A — T = amostras de méis de abelhas sem ferrdo

descritas na Tabela 2.1. Fonte: proprio autor.
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O conteldo dos acgucares frutose e glicose nas amostras
analisadas variaram de 30,44 e 46,02 e de 20,41 a 31,31% (m/m),
respectivamente. Com tais resultados é possivel observar que os teores
de frutose sdo predominantes. Uma das principais caracteristicas dos
méis de abelhas sem ferrdo sdo teores elevados de frutose, que podem
ser responsaveis pela intensidade do sabor doce e da alta
higroscopicidade, mantendo o mel liquido por um longo periodo sem
cristalizar (CRANE, 1985).

Outros autores que também estudaram méis de abelhas sem
ferrdo como De Sousa e colaboradores (2016), relatam valores de
59,20% m/m para frutose e 45,70% m/m para glicose. Chuttong et al.
(2016b) relatam valores expressivamente inferiores para méis de abelhas
sem ferrdo da Tailandia com 20,00% m/m para frutose e 17,00% m/m
para glicose, mencionando a presenca de outros agucares.

Os resultados apontam ainda, que as amostras E, F, G, H, I, J,
K, L e S provenientes da mesma espécie de abelhas sem ferrdo
(Melipona quadrifaciata anthidioides) apresentaram varia¢do no teor de
acUcares. E importante ressaltar que a origem botanica utilizada para a
coleta de néctar na producao destes méis € distinta. Entretanto, amostras
com a mesma origem botanica (A, B, J, O e S) e com espécies distintas,
também apontam variacdes nos teores de agucares. Assim, é possivel
observar gue tanto origem botanica quanto espécie e origem geografica
podem influenciar na variacdo das concentracdes de aguicares.

Os resultados mostraram também, que os valores da soma dos
conteldos variaram de 54,86 a 70,46% (m/m). Analisando os resultados,
60% das amostras apresentam teores inferiores a 65% (m/m), que é o
limite minimo estabelecido para o conteldo de agUcares redutores em
méis de abelha Apis mellifera (BRASIL, 2000). Essa diferenca pode ser
atribuida as caracteristicas diferenciadas dos méis, como elevados teores
de umidade, ou pela presenca de outros aglcares ainda ndo estudados.
Investigacbes como a de Sousa et al. (2013) e Ramon-Sierra et al.
(2015) também descrevem o baixo teor de acUcares redutores em méis
de abelhas sem ferréo.

Comercialmente, é de fundamental importancia considerar a
cristalizagdo do mel. Segundo estudos, a cristalizacdo depende
principalmente da razdo entre frutose e glicose (F/G), ou seja, méis com
alta razdo frutose/glicose podem permanecer fluidos por mais tempo.
Esse fato deve levar em consideracdo a quantidade de dgua presente no
mel, considerando ser a solubilidade da frutose maior do que da glicose
(AL et al., 2009; ESCUREDO et al., 2014). Estudos ainda apontam que
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amostras que permanecem fluidas por muito tempo ou ndo cristalizam,
apresentam razdo maior que 1,33 (ESCUREDO et al., 2014).

A taxa de frutose/glicose para as amostras de méis de abelhas
sem ferrdo analisadas apresentou valores > 1, indicando a fluidez das
amostras (AL et al., 2009). A amostra Q (Tetragonisca angustula
angustula) apresentou o maior valor entre todas as amostras analisadas,
com razao frutose/glicose de 1,90. Levando em consideragdo o contelido
de umidade das amostras e 0s aspectos visuais, a amostras G (F/G
=1,19) e H (F/G = 1,27) sdo mais fluidas, ou seja, possivelmente se faz
necessario considerar a umidade da amostra para um resultado mais
fiavel.

A relacdo glicose/umidade (G/U) também serve como indicador
na previsdo de cristalizacdo do mel, a qual pode ser lenta ou nula
quando a relacdo G/U é inferior a 1,7, e é completa e rapida quando a
relacdo é superior a 2. De acordo com os resultados obtidos, 100% das
amostras apresentaram indices inferiores a 1,7, comportando-se como
amostras fluidas, o que pbde ser observado visualmente. Além de F/G e
G/U, outros fatores como poeira, graos de pélen, agitacdo e bolhas de ar
podem também influenciar no processo de cristalizacdo (DOBRE et al.,
2012).

Quanto ao teor de sacarose (Tabela 2.4), todos os resultados
obtidos ficaram abaixo do limite de quantificacdo do método (0, 074 mg
L"), abaixo também do definido pela legislacdo vigente para mel de
Apis mellifera (menor que 6 g 100 g?') (BRASIL, 2000). Estes
resultados sugerem auséncia de adulteragdo e colheita do mel no
momento 6timo de maturacdo, pois elevados teores de sacarose podem
resultar da adi¢do de aclcar comercial ou ser atribuidos a colheita
precoce do produto (De SOUSA et al., 2016).

3.2 Compostos fenolicos totais e capacidade antioxidante
Os valores encontrados para o contetido de compostos fenélicos

totais e para a capacidade antioxidante (DPPH e FRAP), das amostras
de méis de abelhas sem ferrdo, podem ser observados na Tabela 2.5.
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Tabela 2.5 - Resultados obtidos para compostos fendlicos totais,
capacidades antioxidantes por captura de radical (DPPH) e reducéo
férrica  (FRAP) em amostras de mel de abelhas sem ferrdo
(Meliponinae).

Amostra Fenolicos totais DPPH FRAP
(mg EAG 100 g}) (mg EAA 100 g?) (umol Fe?*100 g
A 23,13 +0,15f 4,68 0,23 223,20 + 0,759
B 25,69 + 0,23¢ 4,06 + 0,131 250,80 + 2,71°
C 45,56 + 3,222 5,63 + 0,56° 275,90  0,39¢
D 29,90 +0,34¢ 544 +0,17 & 339,50 + 0,33
E 16,98 + 0,55/ 3,58+0,14¢ 196,40 +0,38"
F 17,65 + 0,941 4,38 +0,28°" 114,10 +0,17"
G 31,70 +£0,14° 11,48 +0,83° 116,70 +0,01™
H 17,90 + 0,38 4,27 0,28 177,80 0,17
' 10,70 £ 0,22" 2,46 + 0,250 " 69,90 + 0,01'
J 15,52 + 0,36K 3,17 +0,06"9" 109,90 +0,01°
K 17,93 £ 0,48 3,62+0,14"9" 136,70 + 0,29
L 10,39 +0,29™ 2,61+0,209 " 67,49 +0,11'
M 22,61 + 1,669 1,78 +0,131 87,77 + 0,119
N 35,06 + 0,90° 7,76 + 0,08° 293,7 +0,46°
o 19,76 + 1,29" 1,41+0,08] 96,33 +0,01°
P 19,33 +1,82" 2,57 40,1790 93,63 + 0,95
Q 30,39 +0,91° 6,65 + 0,09° 239,40 + 3,36"
R 15,32 + 0,36K 4,23 +0,12¢ 122,20+ 0,42'
S 14,79 + 0,49* 2,11+0,15" 163,10 +0,17
T 38,92 +1,28" 13,95 0,30 474,61+ 0,13

Valores expressos como média + desvio padrdo. *° Letras diferentes na mesma
coluna indicam diferencas significativas entre as médias de acordo com teste
de Tukey (p < 0,05). EAG — equivalentes a acido galico; EAA — equivalentes
de &cido ascorbico. Letras de A-T: amostras de mel de abelhas sem ferréo
descritas na Tabela 2.1. Fonte: préprio autor

A capacidade antioxidante in vitro dos méis de abelhas sem
ferrdo foi avaliada a partir dos mecanismos de captura de radicais livres
e de reducdo férrica, objetivando estimar o potencial da amostra de mel.
Em funcdo da possivel superestimacdo dos resultados na determinacio
de compostos fendlicos totais, devido & contribuicdo de agentes
redutores ndo fendlicos presentes no sistema do método de Folin-
Ciocalteu (SHAHIDI; ZHONG, 2015), esta determinacdo tem sido
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considerada um marcador de capacidade redutora antioxidante em méis,
utilizada como complemento na avaliacdo da capacidade antioxidante
total (CAN et al., 2015; EVERETTE et al., 2010).

Os testes de compostos fenolicos totais realizados nas amostras
apontaram valores varidveis entre 10,39 e 45,56 mg EAG 100 g* de
mel. As amostras L e | (ambas da espécie Melipona quadrifaciata
anthidioides) apresentaram 0s menores valores, enquanto a amostra C
(Scaptotrigona bipunctata) e T (Melipona mondury) apresentaram 0s
maiores valores. Além de espécies de abelhas distintas, as amostras
também pertencem a origem geografica e botanica distintas, o que pode
justificar a variacao de valores (CAN et al., 2015).

Os valores obtidos neste estudo sdo semelhantes aos
encontrados por Da Silva et al. (2013) em méis de abelhas sem ferrdo do
nordeste brasileiro (17 a 66 mg EAG 100 g*?), e com os estudos de
Ranneh et al. (2018) que estuda méis da Malasia (13,94 a 23,50 mg
EAG 100 g%).

Para as avaliagBes aplicando o método de captura de radicais
por DPPH, o valor minimo apresentado foi de 1,41 mg EAA 100 g¢*
para a amostra O (Melipona marginata) e 0 maximo de 13,95 mg EAA
100g* para a amostra T (Melipona mondury). Ambas as amostras
pertencem a espécies de abelha e origem botanica distinta 0 que pode
justificar a variagdo, porém, sdo da mesma origem geogréafica. Foi
observado também que de forma geral, amostras que apresentaram os
maiores valores pertencem a florada predominante de Eucalyptus spp.

Da Silva et al. (2013a) também analisaram a capacidade
antioxidante de méis de abelhas sem ferrdo do Brasil aplicando o
método de DPPH, e encontraram valores aproximados ao presente
estudo (3,23 a 25,90 mg EAA 100 g?).

Nas analises de FRAP para os méis de abelhas sem ferrdo, o0s
valore médios indicam diferencas estatisticas significativas para todas as
amostras, com valores que variam de 67,49 umol Fe 11 100 g para mel
de abelha Melipona quadrifaciata anthidioides (amostra L) a 474,61
pumol Fe II 100 g para mel Melipona mondury (amostra T). Até o
momento nem um relato foi descrito para analises de FRAP em méis de
abelhas sem ferrdo.

Assim como nos resultados obtidos do teste de DPPH, nos
resultados de FRAP amostras com maiores valores pertencem a florada
predominante de Eucalyptus spp., concordando com estudos anteriores
que descrevem a origem botanica como a principal influente na
composi¢do de compostos com capacidade antioxidante (DAS et al.,
2015; Da SILVA et al., 2016).
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Os valores encontrados nos estudos de méis de abelhas sem
ferrdo sdo consistentes com os valores encontrados em méis de abelha
mel Apis mellifera, que mostra grandes variagdes (DPPH-1.91-150 mg
EAA 100 g . FRAP- 4,01 e 498 pmol Fe II 100 g 1), sempre
dependendo da origem botanica do néctar coletado para a producdo de
mel, a origem geogréafica e as espécies de abelhas (GORJANOVIC et
al., 2013; BOUSSAID et al., 2014; HABIB et al., 2014; SHAFIEE et al.,
2014; CAN et al., 2015).

4 CONCLUSAO

Os parametros de identidade e qualidade avaliados nas 20
amostras de méis de abelhas sem ferrdo de diferentes espécies, florada
predominante e origem geogréafica apontam diferencas significativas se
comparadas aos valores estabelecidos pelas legisla¢cbes nacionais e
internacionais vigentes para méis de abelhas Apis mellifera,
principalmente para acUcares, acidez livre e 0s teores de agua,
demonstrando nitidamente a necessidade da elaboracdo de uma
regulamentacdo especifica para o produto estudado.

A presenca de compostos fendlicos totais e a capacidade
antioxidante das amostras, apresentam variacao, além de uma moderada
correlagdo entre o contetdo de compostos fendlicos totais e a
capacidade antioxidante determinada pelos métodos DPPH e FRAP,
podendo ser uma fonte facilmente acessivel de antioxidantes naturais.

O presente estudo pode servir como base de dados para auxiliar
no possivel desenvolvimento de uma nova normativa especifica para os
méis de abelhas sem ferrdo, e contribuir para divulgar o mel de abelhas
sem ferrdo produzido no estado de Santa Catarina e Brasil, como um
produto com potencial antioxidante, valorizando esse produto natural
frente a comunidade cientifica e a populacdo em geral.
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CAPITULO 3

BIOACESSIBILIDADE IN VITRO DE MINERAIS EM MEIS DE
ABELHAS SEM FERRAO (Meliponinae)

Os resultados do presente capitulo foram publicados em: Biluca, F. C.;
de Gois, J. S.; Schulz, M.; Braghini, F.; Gonzaga, L. V.; Maltez, H. F.;
Rodriguese, E.; Vitali, L.; Micke, G. A.; Borges, D. L.G; Costa, A. C.
0O.; Fett, R. Phenolic compounds, antioxidant capacity and
bioaccessibility ~ of  minerals  of  stingless  bee  honey
(Meliponinae). Journal of Food Composition and Analysis, v. 63, p. 89-
97, 2017. https://doi.org/10.1016/j.jfca.2017.07.039
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RESUMO

Este estudo foi realizado para investigar a composicdo de elementos
minerais e a fracdo bioacessivel em méis de abelhas sem ferrdo por meio
da simples diluicdo da amostra em acido nitrico. Para o estudo foram
coletadas treze amostras de mel de nove espécies distintas de abelhas
sem ferrdo, provenientes de trés municipios do estado de Santa Catarina:
Sdo Miguel do Oeste, Floriandpolis e Santo Amaro da Imperatriz. Os
elementos Na, Fe, Cu, Co, Zn, Mn, Se, Al, Cd, Ni, Pb e Li foram
determinados por espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS) e K e Ca por espectrometria de absorcdo atémica
com fonte continua de alta resolucdo (AAS HR-CS). Para a
determinacdo da bioacessibilidade foi utilizado método de simulacdo de
digestdo gastrointestinal in vitro. Os minerais mais abundantes nas
amostras analisadas foram K (4984,01- 261,53 ug g?), Ca (137,90 -
88,67 ug g1), Mg (231,02 - 25,94 ug g*) e Na (260,78 - 12,73 ug g?).
Os demais elementos (Fe, Cu, Co, Zn, Mn, Se, Al, Cd, Ni, Pb e Li)
apresentaram niveis tracos, inferiores a 12 pug g*. Apds a simulagdo da
digestdo gastrointestinal, os niveis de bioacessibilidade variaram entre
74 a 107,32%, apontando uma elevada bioacessibilidade mineral nos
méis estudados.

Palavras-chave: Mel. Meliponinae. Minerais. Potassio. Digestdo
gastrointestinal in vitro.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, além das abelhas Apis mellifera, existem outras
espécies de abelhas produtoras de mel, como as sem ferrdo
(Meliponinae) (SILVA et al., 2013; SOUSA et al., 2016), presentes
também em outros paises tropicais e subtropicais (RAMON-SIERRA et
al., 2015) e que recentemente vém passando por um aumento do nivel
de interesse no consumo dos seus produtos (GUERRINI et al., 2009;
SILVA etal., 2013; BILUCA et al., 2014).

O crescente interesse pelo mel produzido por abelhas sem
ferrdo é devido as suas caracteristicas sensoriais proprias, como sabor e
aroma, textura mais fluida e cristalizacdo lenta quando comparado ao
mel de Apis mellifera (OLIVEIRA et al., 2012; RAMON-SIERRA et
al., 2015; CHUTTONG et al., 2016b). Além disso, recebe atencdo
especial porque mostra resisténcia na formacdo de 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF) quando submetido a temperaturas
elevadas (BILUCA et al., 2014). Essa caracteristica aumenta o interesse
das empresas farmacéuticas e alimentares, uma vez que o mel pode ser
adicionado como complemento a outros produtos sem riscos para a
saude devido ao excesso de 5-HMF.

Os méis de abelhas sem ferrdo sdo compostos majoritariamente
por aclcares e dgua (GUERRINI et al., 2009; SILVA et al., 2013). No
entanto, estudos recentes relatam a presenca de polifendis (GUERRINI
etal., 2009; Da SILVA et al., 2013, SILVA et al., 2013) e se comparado
aos estudos realizados com méis de uma forma geral, é possivel que
também contenha acidos organicos, proteinas, aminoacidos, vitaminas,
enzimas e minerais.

Dentre 0os compostos possivelmente presentes nos méis de
abelhas sem ferrdo, os minerais recebem destaque, uma vez que podem
fornecer informacgdes de identidade e qualidade dos méis, bem como
indicar poluicdo do local de origem, apontar a possivel localizacdo
geogréfica da producdo e principalmente por sua importancia nutricional
(LACHMAN et al., 2007).

Os efeitos benéficos da ingestdo de alimentos que apresentam
elementos de importancia nutricional, como minerais, sdo essenciais
para a salde humana. Entretanto, ha uma complexidade de fatores
envolvidos com os alimentos e com os Vvarios estagios de digestdo e
absorcdo para o organismo. Sabe-se que a quantidade de nutrientes
ingeridos na dieta, difere da quantidade dos mesmos que séo utilizados
pelo organismo (COZZOLINO, 2009; POHL et al., 2012).
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Desse modo, os estudos de bioacessibilidade podem ser
realizados, in vivo e/ou in vitro, principalmente no campo da nutricdo e
da ciéncia dos alimentos, para indicar a porcdo de um nutriente
verdadeiramente disponivel para a absor¢do do organismo, em relagéo
ao total consumido (RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2013).

Atualmente, para a determinagdo dos minerais em alimentos séo
utilizados varios métodos, como a espectrometria de reflexdo total de
raios-X (KROPF et al., 2010), cromatografia idnica, voltametria pulsada
(BULDINI et al., 2001), espectrometria de absorcéo atbmica em chama
(AAS) (BARONI et al., 2009), eletroforese capilar (EC) (RIZELIO et
al., 2012), espectrometria de emissdo 6tica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES) (TERRARB et al., 2005) e espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (LECH, 2014; OLIEIRA
etal., 2014; TOALDO et al., 2014).

As técnicas espectrométricas atdbmicas, como a AAS, ICP-OES
e ICP-MS, tém grandes vantagens para a determinacdo dos elementos
minerais, como a alta frequéncia analitica, capacidade de atingir limites
de deteccdo em niveis tragos, alta sensibilidade e a possivel
determinacdo elementar em amostras liquidas apds diluicdo simples
(LECH, 2014; OLIEIRA et al., 2014; TOALDO et al., 2014).

Considerando esses aspectos, o objetivo deste trabalho foi
guantificar os elementos minerais presentes em amostras de méis de
abelhas sem ferrdo coletadas em diferentes municipios do estado de
Santa Catarina, Brasil, e paralelamente monitorar a fracdo bioacessivel
desses elementos ap6s simulacdo de digestdo gastrointestinal in vitro,
utilizando ICP-MS e AAS como ferramentas de quantificacéo.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. O &cido
cloridrico (HCI-37%) e o peroxido de hidrogénio (H202-30% m/m),
foram obtidos da Sigma-Aldrich Chemical SA (Madrid, Espanha). O
acido nitrico (65% m/m) foi adquirido da Merck (Darmstadt, Alemanha)
e purificado por destilagdo abaixo do ponto de ebulicdio em um
destilador de quartzo (Kurnern Analys entechnik, Rosenheim,
Alemanha). Uma solucéo padrdo multielementar ICP Il foi obtida da
Perkin Elmer (Shelton CT, EUA), e uma solucdo estoque de Rh
fornecido pela Sigma-Aldrich (Buchs, Suiga), utilizados ap6s diluicao
adequada. O géas argdnio com uma pureza de 99,99% foi adquirido da
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White Martins (S30 Paulo, Brasil). Agua deionizada com uma
resistividade de 18,2 MQ/cm foi obtida a partir de um Milli-Q Plus
sistema (Millipore, Bedford, EUA).

Para o procedimento de digestdo gastrointestinal foram
utilizados o0s seguintes reagentes: acido cloridrico (37% m/m),
bicarbonato de sddio, pepsina, glicodeoxicolato de sddio,
taurodeoxicolato de sodio, taurocolato de sédio e pancreatina, obtidos da
Sigma-Aldrich (St.Louis, EUA).

2.2 Instrumentagdo

As andlises elementares foram realizadas utilizando um
espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS), modelo ELAN 6000 (Perkin-Elmer SCIEX, Thornhill, Canada). A
digestdo foi realizada em micro-ondas MLS-1200 Mega (Milestone,
Sorisole, Italia). Foi aplicado um nebulizador microconcentralizado
MCN-100 (Tecnologias CETAC), acoplado com uma camara de
pulverizacéo ciclonica (Perkin-Elmer SCIEX) e conectado a uma bomba
peristiltica, modelo 7331-15 (Ismatec, Suica). As condigdes
instrumentais foram 15 L min -* de fluxo de gas principal de argonio, 1,2
L min ! de fluxo de géas auxiliar, 1,0 L min 1 de fluxo de gas
nebulizador e 800 W de frequéncia de radio. Os is6topos monitorados
foram,?’Al, 138Ba, 12Cd, %°Co, ®3Cu, ¢Fe, "Li, Mg, *Mn, °Na, 6N,
208ppy 82Gp 103RN g 667,

Devido as interferéncias espectrais em relagdo massa/carga
(m/z) de Ca e K, a determinacdo desses elementos foi efetuada
utilizando espectrometro de absor¢do atdmica com fonte continua de
alta-resolugdo (AASHR-CS) ContrAA 700 (Analytik Jena AG, Jena,
Alemanha). As condi¢cBes operacionais e analiticas usadas na
quantificacdo dos minerais por AAS HR-CR.

Para Ca utilizou-se uma chama de acetileno/6xido nitroso e as
medicOes foram realizadas na linha de ressonéncia principal a 422,67
nm, enquanto que para K utilizou-se uma chama de ar-acetileno e as
medicdes foram realizadas a 766,49 nm.

2.3 Amostras de méis de abelhas sem ferr&o

As treze amostras de méis de abelhas sem ferrdo foram obtidas
diretamente de produtores de trés municipios do estado de Santa
Catarina, Brasil: Floriandpolis, Santo Amaro da Imperatriz e So Miguel
do Oeste (Tabela 3.1). As amostras foram colhidas entre marco e maio
de 2012/2013 e armazenadas a -18 + 2 °C, até a realizacdo do
experimento.


http://www.geminibv.nl/labware/milestonemls1200mega-en?set_language=en
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Tabela 3.1 - Identificacdo das espécies de abelhas sem ferrdo (Meliponinae) e descri¢do geografica dos municipios de
origem das amostras.

Amostra Nome popular Nome cientifico Origem
A Mandacaia Melipona quadrifasciata FLN
B Tujuba Melipona mondury FLN
C Guaraipo Melipona bicolor FLN
D Manduri Melipona marginata FLN
E Mandacaia Melipona quadrifasciata SAI
F Manduri Melipona marginata SMO
G Voréa ou Bora Tetragonisca clavipes SMO
H Jatai Tetragonisca angustula angustula SMO
| Guaraipo Melipona bicolor SMO
J Urucu Nordestina Meliponascutellaris SMO
K Tubuna Scaptotrigona bipunctata SMO
L Urugu Amarela Melipona rufivestris mondoy SMO
M Mandacaia Melipona quadrifaciata anthidioides SMO

*Municipio: FLN= Florianépolis, SAl= Santo Amaro da Imperatriz, SMO = S&o Miguel do Oeste.
Fonte: proprio autor.
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2.4 Preparo da amostra para anélise de minerais

Amostras foram preparadas em frascos conicos de polipropileno
(tipo Falcon), onde massas de 1500 mg de amostras foram diluidas em
10 mL (0,7 mol L) de HNO3 e analisadas utilizando sistemas de micro
nebulizagdo (MCN-100).

Devido a auséncia de um material certificado para estudos sobre
amostras de mel, buscando a precisdo e a confiabilidade do método
proposto (usando diluicdo simples) as amostras simplesmente diluidas
foram comparadas com a digestdo com microondas, um método padrao
para analises de mel (etapa de microondas, Milestone, 1995). Para
corrigir os desvios instrumentais todas as medi¢fes foram realizadas
utilizando 10 mg L de Rh como padréo interno. Os resultados foram
expressos em ug gt

2.5 Bioacessibilidade de minerais

A simulag&o gastrointestinal in vitro foi realizada com base no
método descrito por Nascimento (2011), Pohl et al. (2012) e Bertin et al.
(2016), com modificagfes. O método consistiu em duas etapas: digestdo
gastrica e digestdo intestinal. Massas individuais de 1,5 g das amostras
foram incubadas sob agitacéo, adicionadas de 3 mL da solug&o de fluido
gastrico (320 mg de pepsina, 0,7 mL de HCI 12 mol L e pH 1,2)
durante 2 h a 37 °C. Em seguida, as solugdes de amostra resultantes
foram adicionadas de 4 mL de solucéo de fluido intestinal (500 mg de
pancreatina e 210 mg de sais biliares) e neutralizadas (pH= 6,8), através
da adicdo de solucdo de NaHCO3 (3% m/v). A mistura resultante foi
incubada sob agitacdo durante 2 h a 37 °C.

No final do periodo de incubacdo, as misturas foram
centrifugadas durante 20 min (1710 g) utilizando centrifuga modelo
280R (Fanem, Sao Paulo, Brasil), a mistura foi dividida em duas fragdes
(sobrenadantes e residuos). Os residuos foram diluidos em 10 mL (0,7
mol L) de HNOj; e analisados utilizando ICP-MS e AAS.

Esses procedimentos foram efetuados em duplicata para cada
amostra. Simultaneamente ao procedimento, brancos foram executados
utilizando 1500 mg de agua deionizada em substituicdo as amostras, e
os resultados considerados nos célculos finais. O procedimento pode ser
observado na Figura 3.1.
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Figura 3.1- Representacdo esquematica do método in vitro empregado
para determinacdo de bioacessibilidade dos minerais em amostras de
méis de abelhas sem ferrdo (Meliponinae).

Fluido gastrico Fluido intestinal
Pepsina (0,7%) Pancreatina (0,5%)
pH12 Sais biliares (0.2%)

\ 37C2h Agitagio

1500 mg mel Agiehe

Z
Anailises Bioacessivel 5
ICP-MS 5 4
HR-CS AAS Excretado < @ Centrifugaciio 23C
P Banho de gelo

Fonte: adaptado Nascimento (2011); Bertin et al. (2016).

2.6 Calculo da bioacessibilidade (%6)

A fracdo (%) bioacessivel foi definida como a concentragdo dos
elementos liberados no processo de digestdo gastrointestinal aplicado,
em comparagdo com as concentracfes totais para 0 mesmo elemento,
analisadas conforme ja descrito (2.4.3) e calculadas de acordo com a
Equagdo (1) (LEUFROY et al., 2012):

% Bioacessibilidade = (Y-Z)*100 Q)
Y

Onde,
Y = Concentrac¢do total do elemento determinado na amostra in natura;
Z= Fracdo individual do elemento encontrado no residuo apés a digestdo
gastrointestinal in vitro.

As concentragdes de minerais foram expressas em percentagem
(% m/m).
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2.7 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média * desvio
padrdo (DP). Para identificar diferencas significativas entre as médias
foram utilizados analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey. Para
comparar 0os métodos de preparagdo de amostras, foi realizado teste t,
considerando a média (por n =3) de cada um dos treze minerais
estudados: Na, Mg, Mn, Al, Fe, Co, Cu, Zn, Cd, Pb, Ba, Ni e Li, com
um nivel de confianca de 95%. Todas as analises foram testadas
utilizando o software STATISTICA 13.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK,
EUA), admitindo nivel de significancia de 5% (p<0,5).

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composigdo elementar total das amostras de méis de abelhas
sem ferrdo

3.1.1 Macrominerais

Até o momento da publicacdo dos trabalhos realizados por
nosso grupo de investigagdo ndo havia dados na literatura sobre
minerais em mel de abelhas sem ferrdo, assim sendo, as concentragdes
de minerais dos méis analisados foram comparadas com estudos ja
publicados com méis de abelhas Apis mellifera, juntamente com
regulamentos existentes (Agéncia de Substancias Toxicas e Registro de
Doencas, Comissdo das Comunidades Europeias, Codex Alimentarius e
do Instituto de Medicina dos EUA (OIM) especificos para cada
elemento.

Os resultados da concentragdo total de cada um dos
macrominerais estudados (média e desvio padrdo) estdo ilustrados na
Tabela 3.2. Os resultados apresentam diferencas estatisticamente
significativas para os macrominerais analisados.
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Tabela 3.2- Concentracdo total (ug g) de K, Ca, Na e Mg para mel de
abelhas sem ferrdo (Meliponinae).

Amostra K Ca Na Mg
A 1730,01 + 4,67° 122,80 +0,17¢ 23,98 0,01 54,99 + 0,43f
B 2501,00 £5,83¢ 102,30 0,16’ 54,12 +2,48" 32,50 +2,15"
C 1627,00 £ 3,439 137,90 +0,092 69,63 +1,03¢ 43,07 + 1,179
D 2600,01 £ 22,2° 133,92 + 0,751 64,88 + 0,48° 57,73 +0,71°
E 1087,00 + 3,42" 112,24 +0,01° 18,09 + 0,23 62,44 + 1,50¢
F 1089,01+ 0,22" 116,08 + 0,14¢ 12,73 £2,17% 29,56 + 1,531
G 2987,00 £ 6,61° 136,37 £ 0,62° 85,53 + 0,24°¢ 88,06 +0,17°¢
H 4984,02 + 6,61° 123,29 £0,19° 260,78 +10,00° 95,82 +3,52°
| 802,90 + 17,9' 107,82 + 0,49’ 11,90 + 0,11 29,47 + 0,41
J 261,59 + 0,26' 89,85 + 0,25 32,16 £ 1,539 231,02 + 4,382
K 2412,98 £ 7,40¢ 134,91+ 0,34° 106,87 +0,90° 63,94 + 1,08¢
L 603,99 + 0,18/ 88,67 +0,05' 25,33 +0,67" 33,24 £0,42"
M 538,76 + 2,06 110,90 +0,48" 13,14 + 3,38k 25,94 + 2,38

Valores expressos como média + desvio padrdo. *"Letras diferentes na mesma
coluna indicam diferencas significativas entre as médias de acordo com teste de
Tukey (p < 0,05). Fonte: proprio autor

Alguns dos principais constituintes da matriz, como Ca, K, C,
Cl, P, S e seus ions poliatdmicos sdo fontes de interferéncias espectrais
em andlise ICP-MS. Carbono, oxigénio e nitrogénio podem induzir a
producdo de ions poliatdmicos e isso faz com que a determinacdo com
base em alguns isdtopos dificulte as analises (BATISTA et al., 2012).
Assim, as concentracdes totais e as fragfes bioacessiveis de Ca e K
foram analisadas por AAS.

Verificou-se entdo, que K é o elemento mais abundante em
todas as amostras analisadas, com valores variando de 262 a 4980 g g
! 1sso é compativel com os achados relatados por outros autores para o
mel produzido por Apis mellifera (390,00- 6000,0 pug 100 g 1), que
consideram esse mineral quantitativamente mais importante nos méis,
representando cerca de 50% do teor mineral total (POHL, 2009;
RIZELIO, et al., 2012; CHUA, et al.,, 2012; ALVES, et al.,, 2013;
ALQARNI, et al., 2014; CZIPA; ANDRASI; KOVACS, 2015).

O segundo mineral mais abundante em todas as amostras foi
Ca, variando de 88,67 a 137,9 ug g*. Valores mais baixos sdo descritos
por Czipa, Andrasi e Kovacs (2015) para mel de Apis mellifera
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provenientes da Hungria (47,90 ug g?). No entanto, Escuredo et al.
(2015) apresentaram valores semelhantes (112,01 pg g*) aos relatados
para méis de Apis mellifera provenientes da Espanha.

As concentraces de Mg e Na foram varidveis entre as
amostras, de acordo com cada espécie de abelhas sem ferrdo. Os valores
encontrados nas amostras foram de 25,94 ¢ 231,02 pg g para Mg e
entre 12,73 e 260,78 pg g para Na. Na maioria dos méis analisados
(amostras A, E, F, G, I, J, L e M) o conteido de Mg foi o terceiro maior,
enquanto nas amostras B, C, D, H e K o terceiro elemento mais
abundante foi o Na.

Os valores de Mg encontrados foram superiores aos
encontrados por Czipa, Andrasi e Kovacs (2015) e Jevti¢ et al. (2012)
(1,91 a 35ug g), porém valores semelhantes (2,28 a 360 pg g1) foram
descritos por Batista et al. (2012), Habib et al. (2014) e Pohl et al.
(2012), em estudos realizados com méis de Apis mellifera. Para Na os
valores encontrados neste estudo foram superiores aos de Rizelio et al.

(2012) para mel de Apis mellifera (5,91 ¢ 64,17 pg g).

3.1.2 Microminerais

Cinco

importantes microminerais foram estudados e 0s
resultados das concentragfes totais estdo dispostos na Tabela 3.3.

Tabela 3.3-Concentracdo total (ug g*) de Fe, Co, Cu, Zn e Mn para
méis de abelhas sem ferrdo (Meliponinae).

Amostras Fe Co Cu Zn Mn

A 0,60 +0,01KJ <LOQ 0,07 £ 0,018 0,09 + 0,09¢ 0,52 £ 0,04™
B 0,33 +£0,03% <LOQ 0,40 +0,01° 0,55 +0,01° 3,05 +0,19¢
C 0,79 +0,01" <LOQ 0,15 +0,01f 0,66 + 0,092° 1,47 0,03’
D 0,82 +0,01" <LOQ 0,24 +0,01¢ 0,65+0,06°° 3,28 +0,06°
E 0,41 + 0,021 <LOQ 0,08 + 0,018 0,14 +0,01%¢ 0,86 +0,02'
F 5,78 +£0,48° 0,05 + 0,012 0,08 £ 0,019 0,17 £0,019¢ 2,06 +0,10f
G 2,56 + 0,044 0,06 +0,012 0,45 +0,01° 0,79 £ 0,032 1,54 +0,02"
H 4,14 +0,23¢ <LOQ 0,67 £ 0,032 0,61+0,042° 298 +0,11¢
| 1,24 +£0,02¢ <LOQ 0,08 £ 0,029 0,33+0,01¢¢ 1,75 +0,03¢
J 6,22 + 0,822 <LOQ 0,41 +0,01°¢ <LOQ 5,69 + 0,192
K 2,04 +0,05° <LOQ 0,24 + 0,044 0,48 £0,01°¢ 4,13 +0,08°
L 1,79 +0,02f <LOQ 0,07 £ 0,079 0,57 +£0,18° 1,24 +0,02k
M 0,66 + 0,09 <LOQ <LOQ 0,08 +0,06° 1,38 + 0,10

<LOQ = Menor que o limites de quantificagdo. Valores expressos como média +
a-m | etras diferentes na mesma coluna indicam diferencas
significativas entre as médias de acordo com teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: proprio

desvio padrédo.

autor.
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Os microminerais estudados mostraram grande variagdo entre
as amostras de mel de abelhas sem ferrdo. Os teores de Fe variaram de
0,33 a 6,22 ug g*, apresentando resultados semelhantes as amostras de
mel de Apis mellifera estudadas nos Emirados Arabes Unidos (HABIB
et al., 2014), Turquia (YUCEL; SULTANOGLU, 2013) e no Brasil
(BATISTA et al., 2012). Estudos como os de Jevti¢ et al. (2012) e
Czipa, Andrasi e Kovacs (2015), realizados também com méis de abelha
Apis mellifera, apontam concentragdes menores (0,108 - 2,36 ug g*?)
guando comparadas aos méis de abelhas sem ferrdo analisados neste
estudo.

O Zn ndo foi detectado em apenas uma das amostras, as demais
apresentaram valores de 0,08 a 0,79 pg g Czipa e colaboradores
(2015) apresentam valores superiores para méis Hlngaros produzidos
por Apis mellifera.

Os teores de Mn variaram de 0,52 a 5,69 ug g, apresentando
concentracdes semelhantes aos valores descritos na literatura para méis
de abelha Apis Mellifera (POHL et al., 2012; BATISTA et al., 2012;
CZIPA; ANDRASI; KOVACS, 2015; HABIB et al., 2014).

Os valores encontrados para Cu foram de 0,07 a 0,67 ug g*. O
Cu ndo foi detectado na amostra M (LOD = 0,001 pg g?). O Co foi
guantificavel apenas em duas amostras (F e G) com valores de 0,05 e
0,06 ug g, respectivamente. Esses resultados foram semelhantes aos
méis de abelha Apis mellifera brasileiros, neozelandeses e turcos
analisadas por Vanhanen et al. (2011), Batista et al. (2012) e Yiicel e
Sultanoglu (2013).
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3.1.3 Metais

As concentragdes dos metais estudados nas amostras de mel de
abelhas sem ferrdo estdo ilustradas na Tabela 3.4. A ordem de
concentracdo na maioria das amostras foi Al>Ba> Ni>Li.

Tabela 3.4 - Concentracdo total (ug g*) de Al, Ba, Ni e Li para mel de
abelhas sem ferrdo (Meliponinae).

Amostra Al Ba Ni Li
A 0,60 + 0,03 0,14 + 0,09 <LOQ <LOQ
B 2,75+0,15° <LOQ <LOQ <LOQ
c 2,66 + 0,20f 0,11 +0,01* <LOQ <LOQ
D 2,92 +0,20¢ 0,19 + 0,01 <LOQ <LOQ
E 1,83+0,12 0,18 + 0,01 <LOQ 5,07 £ 0,03
E 5,96 +0,30° 0,41+0,01° <LOQ <LOQ
G 1,79 £ 0,23 2,56 £ 0,06° 0,03+0,01° <LOQ
H 3,52+0,27° 0,70 £ 0,03° 0,20 £0,01* <LOQ
I 1,43 +0,04 0,34 +0,01f <LOQ <LOQ
J 11,32 £ 0,272 1,35 +0,05° <LOQ <LOQ
K 2,01+£0,02¢ 0,57 +0,01¢ 0,02+ 0,01° <LOQ
L 1,93 +£0,03" 0,28 + 0,019 <LOQ <LOQ
M 1,08 +0,02¢ 0,23 +0,02" <LOQ <LOQ

<LOQ = Menor que o limites de quantificacdo. Valores expressos como média
+ desvio padrdo. @' Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas
significativas entre as médias de acordo com teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Prdprio autor

O Al apresentou valores de 0,60 a 11,32 pg g*. Para o Ba 0s
valores encontrados foram da ordem de 0,11 a 2,53 ug g, porém para a
amostra B ndo foi possivel quantificar (LOQ = 0,03ug g*) (Apéndice
A). O Ni foi quantificavel apenas nas amostras G, H e K com valores de
0,003, 0,20 € 0,02 ug g respectivamente, e o Li foi quantificavel apenas
na amostra E (5,07 pg g*). Os resultados encontrados séo inferiores aos
relatados por Di Bella et al. (2015) para mel de abelha Apis mellifera.

Os teores de metal pesado (Pb e Cd) foram determinados para
todas as amostras e apresentaram valores abaixo do limite de
quantificacdo (LOQ =0,03ug g*) (Apéndice A). Nenhuma das amostras
excede os valores considerados tdxicos, conforme tabulado pela
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Agéncia para Substancias Tdxicas e Registro de Doengas (ATSDR,
2015).

Estudos realizados com o mel de abelha Apis mellifera, relatam
gue a concentracdo de minerais no mel esta relacionada com origem
geografica, floral, composi¢cdo geoquimica e poluicdo ambiental local
(POHL, 2009; BATISTA et al, 2012; RIZELIO et al., 2012). A presenca
de elementos, Ca, K, Mg, Li e Na, estdo associadas com origem floral e
as caracteristicas do solo. Por outro lado, Fe, Zn, Cu, Ni, Al, Cd e Pb
sdo basicamente associados a contaminacao no processo de pos colheita
ou poluicdo ambiental (POHL, 2009). Ao procurar por exsudado, néctar,
polen e plantas dentro de um territério, as abelhas entram em contato
com as plantas, ar, agua e solo, onde pode haver contaminagdo
ambiental, possibilitando o transporte dos poluentes provenientes dos
arredores para as matérias primas coletadas (POHL, 2009).

Esse estudo mostrou que méis de diferentes espécies de abelhas
sem ferrdo (A, B, C e D) produzidos na mesma localidade apresentaram
diferentes concentracbes de minerais. Isso pode ser atribuido as
caracteristicas especificas de cada espécie de abelha, por exemplo, a
construcdo do ninho e a preferéncia da floracdo. O material escolhido
por cada espécie na construcdo da colmeia, também é um fator
relevante, uma vez que a colmeia é construida com geopropolis, uma
substancia composta de resina, cera e terra, que pode variar de acordo
com a espécie de abelha e regido geografica (FRANCHIN et al., 2012).
Assim, elementos minerais e outras substancias podem ser transferidos
para o mel através da colmeia, devido ao contato durante o
armazenamento. As caracteristicas especificas do mel como pH e
acidez, que ajudam na transferéncia de compostos, devem ser levadas
em consideragéo.

Por outro lado, é possivel observar que abelhas da mesma
espécie (A, E e M), criadas em diferentes localidades geograficas
também apresentam diferengas na composicdo dos minerais,
possivelmente devido a variacdo na florada predominante, o que esta de
acordo com os estudos ja realizados com méis de abelha Apis mellifera
(Da SILVA et al., 2016).

3.3 Bioacessibilidade em méis de abelhas sem ferrédo

Os resultados encontrados neste estudo (itens 3.1.1, 3.1.2 e
3.1.3) demonstraram que méis de abelhas sem ferrdo apresentam
quantidades consideraveis de minerais. A determinacéo da concentracéo
total de elementos minerais nos méis é importante para garantir a
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qualidade do produto, mas a avaliacdo da bioacessibilidade também
pode prever os possiveis efeitos nutricionais relacionados a ingestdo
desse produto alimentar (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009; POHL et
al., 2012). Infelizmente, 0 nimero de relatérios sobre a analise de
especiacdo dos elementos minerais no mel e a avaliagdo da sua
bioacessibilidade in vitro tem sido limitado para Apis mellifera ou
inexistente para abelhas sem ferrdo até a presente data.

Considerando a funcéo fisiolégica normal de um organismo
humano, foram estudadas as fracdes bioacessiveis dos macrominerais
(K, Ca, Mg) dos microminerais (Fe, Zn, Mn, Co, Cu) e dos metais (Al,
Ni, Pd, Cd, Li, Ba) em amostras de méis de abelhas sem ferréo.

3.2.1 Bioacessibilidade de macrominerais

Com a bioacessibilidade dos macromimerais Ca, K ¢ Mg
avaliada nas amostras de méis de abelhas sem ferrdo foi possivel
verificar que K (90,92 a 105,03%), Ca (84,97 a 106%) e Mg (95,82 a
99,92%) apresentam niveis elevados de bioacessibilidade. Na Figura
3.2, é perceptivel a pequena diferenca entre valores da fracdo
bioacessivel em relacdo a concentracdo total dos macrominerais
estudados. O estudo com méis de abelhas Apis mellifera realizados por
de Pohl et al. (2012), relata elevada percentagem bioacessivel para Ca e
Mg. Entretanto, para o K ndo foram encontrados estudos de
bioacessibilidade em amostras de mel.

Figura 3.2- Comparacdo da fracdo bioacessivel em relacdo a
concentracdo total de a- K, b - Ca e ¢ -Mg dos méis de abelhas sem
ferrdo (Meliponinae).
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Legenda:As siglas superiores sdo 0s compostos; Leras de A- M sdo as

amotras estudadas expostas na Tabela 3.3 ; FB- Fracdo bioacessivel.

Néo foi possivel quantificar o soédio nas fragdes bioacessiveis,
considerando a elevada concentracdo de sais biliares adicionada ao
processo de bioacessibilidade in vitro, os quais apresentam elevadas
concentracdes de sodio, podendo assim, interferir no resultado real das
andlises. Além disso, solugBes com uma elevada concentracdo de sdédio
podem depositar-se na superficie do cone (discos de metal com um
pequeno orificio (~1mm) central, com finalidade de conduzir a amostra
para a posicdo central do feixe de ions proveniente do plasma) e
promover interferéncias espectrais e ndo-espectrais resultando em
valores ndo confiaveis (De GOIS, 2012).

3.2.2 Bioacessibilidade de microminerais

Todos os elementos pesquisados e detectados em niveis
inferiores ao LOQ no estudo das concentragdes totais (itens 3.2.1, 3.2.2
e 3.2.3) foram desconsiderados na quantificacdo das fragdes
bioacessiveis e ndo foram apresentados nas figuras.

Os microminerais com valores mais elevados de
bioacessibilidade foram: Co, Cu, Zn, Mn e Fe. A bioacessibilidade dos
cincos microminerais estudados variou de 73,62 a 107,69% (Figura 3.3).
No estudo de Pohl et al. (2012), realizado com amostras de méis de
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abelha Apis mellifera oriundos da Pol6nia, apresenta valores
semelhantes para 0s microminerais, com valores médios de 96% (Cu),
83% (Fe), 92% (Mn) e 90% (Zn).

Figura 3.3- Comparacdo da fragdo bioacessivel em relacdo a
concentracdo total de a- Fe, b- Mn, ¢- Cu, d- Zn e - Co dos méis de
abelhas sem ferrdo (Meliponinae).
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Legenda:As siglas superiores sdo 0s compostos; Leras de A- M sdo as
amotras estudadas expostas na Tabela 3.3 ; FB- Fracdo bioacessivel.
Fonte: préprio autor

3.2.3 Bioacessibilidade de metais

Em relacdo aos metais, as percentagens das fracOes
bioacessiveis para Al, Ba, Ni e Li variaram de 84,56 a 100%. N&do ha
dados na literatura sobre bioacessibilidade de metais em méis, entretanto
outras matrizes alimentares ja foram estudadas e relataram niveis de
bioacessibilidade inferiores aos encontrados neste estudo (ARPADJAN
et al., 2013; HU et al., 2013; SCHULZ, 2015), essa variacdo pode ser
decorrente da complexidade quimica de cada alimento. Essa elevada
bioacessibilidade encontrada nas amostras de méis estudadas também
pode ser vista na Figura 3.4.

Figura 3.4- Comparacdo da fragdo bioacessivel em relagdo a
concentracdo total de a- Al, b- Ba, c- Ni e d- Li dos méis de abelhas sem
ferrdo (Meliponinae).
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Legenda:As siglas superiores sdo 0os compostos; Leras de A- M sdo as
amotras estudadas espostas na Tabela 3.3; FB- Fracdo bioacessivel.
Fonte: prdprio autor

O presente estudo mostrou que as percentagens das fracdes
bioacessiveis dos elementos minerais sdo elevadas, apontando um valor
médio de 90%, muito semelhantes ao estudo realizado com mel de
abelha Apis mellifera executado por Pohl et al., (2012), o qual relata
valores entre 83 a 92% para mel de cores escuras produzidos na Polonia.
Bioacessibilidade de minerais elevada também foi relatada por Seraglio
et al. (2017) em méis de Apis mellifera do Brasil.

Os altos valores de bioacessibilidade de minerais nos méis
podem ser atribuidos ao fato de que os elementos estudados
provavelmente permanecem livres, sendo facilmente solubilizados e
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disponiveis para absorcdo pelo organismo (sistema simulado in vitro)
(POHL et al., 2012; POHL, 2009; SERAGLIO et al., 2017). Além disso,
outros autores relataram que a presenca de compostos fenélicos e &cido
ascorbico em alimentos aumentam a bioacessibilidade de minerais
(VITALI et al., 2008; RAMOSA et al., 2012; LIMA et al., 2014). Esse
achado pode ser relevante para estudos sobre mel, uma vez que este
produto contém compostos fendlicos e &cido ascorbico (GUERRINI et
al., 2009; SILVA et al., 2013; Da SILVA et al., 2013).

Considerando que uma ingestdo adequada de minerais e
oligoelementos é um aspecto importante para uma dieta saudavel,
também é possivel ressaltar que o0s elementos micro e macro-minerais
sdo apresentados pelo Subsidio Dietético Recomendado (RDA) devido a
sua essencialidade (ANEXO A) (IOM, 2001). Considerando a elevada
bioacessibilidade de elementos, as contribui¢Bes da ingestdo de mel para
RDAs também foram avaliadas, levando em consideragdo o consumo
diario de 100 g de mel (a média diaria maxima de mel para consumo
adulto) (MOLAN, 2001). De acordo com os resultados, o mel pode
contribuir para a RDA, principalmente com os elementos Mn, K, Fe e
Mg em 31,61%, 10,44%, 7,84% e 5,50%, respectivamente. Os outros
elementos estudados contribuem com menos de 2% da RDA.

4. CONCLUSAO

Nesse estudo foi possivel identificar e quantificar elementos
minerais em méis de abelhas sem ferrdo. As amostras analisadas
contém, minerais como potassio, predominante em todos 0s méis
analisados, seguido por célcio, sédio, magnésio, manganés e niveis
tracos de litio, ferro, aluminio, cobalto, niquel, cobre, zinco e bério.
Valores de chumbo e cadmio ndo foram detectados e as concentracdes
dos demais metais foram suficientemente baixas, ndo representando
risco & saude humana. A avaliagdo da bioacessibilidade sob condigdes
simuladas de digestdo gastrointestinais in vitro mostrou que 0s
compostos minerais podem ser considerados bioacessiveis e
potencialmente biodisponiveis.
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CAPITULO 4

COMPOSTOS BIOATIVOS EM MEIS DE ABELHAS SEM
FERRAO (Meliponinae): COMPOSTOS FENOLICOS,
GLUCOSINOLATOS E SULFORAFANO
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RESUMO

Nos Ultimos anos, 0s méis de abelhas sem ferrdo (Meliponinae) tém
apresentado crescente valorizagdo, por suas propriedades sensoriais e
fisico-quimicas peculiares e, principalmente, por sua alegacdo de
beneficios a salde humana, apresentando assim, relevancia econdmica e
potencial produtivo no mercado nacional de méis da regido do sul do
Brasil, especialmente do estado de Santa Catarina. Neste contexto, o
objetivo deste estudo foi investigar compostos bioativos possivelmente
presentes em amostras de méis de abelhas sem ferrdo (Meliponinae)
como: compostos fendlicos, glucosinolatos e sulforafano. Vinte e oito
compostos fendlicos foram encontrados, dentre eles, os principais
compostos fendlicos foram é&cido salicilico (6,0 - 94,8 ug 100 g), 4cido
p-cumarico (4,0 - 110,1 pg 100 g '), aromadentrina (7,9 - 337,3 ug 100
g 1) e taxifolina (12,0 - 1910 pg 100 g ). A identificacdo e
guantificacdo de &cido mandélico, acido cafeico, acido clorogénico,
acido rosmarinico, aromadendrina, isoquercetrina, eriodictilol, vanilina,
umbeliferona, siringaldeido, sinapaldeido e carnosol em méis de abelhas
sem ferrdo se trata de um relato inédito. Os compostos glucosinolatos e
sulforafano néo foram detectados nas amostras de méis estudadas.

Palavras-chave: Mel, Compostos fenolicos, Glucosinolatos,
Sulforafano.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma das maiores diversidades de espécies de
abelhas sem ferrdo (Meliponinae) do mundo. Atualmente cerca de 190
espécies ja foram relatadas nos diferentes estados brasileiros (VIT;
PEDRO; ROUBIK, 2013).

As abelhas sem ferrdo além de oferecerem beneficios
ecologicos, incluindo a conservacdo de plantas nativas através da
polinizacdo, também produzem méis com excelentes qualidades
sensoriais, apreciados pelo seu sabor peculiar (Da COSTA et al., 2018)
e popularmente valorizados e reconhecidos como um produto natural,
contido de compostos quimicos com atividade bioldgica que podem
atuar na diminuigdo dos riscos de desenvolvimento de algumas doencas
(VIT; PEDRO; ROUBIK, 2013; JAFFE et al., 2015).

Os efeitos benéficos a salide associados ao consumo de mel, séo
atribuidos a diferentes classes de compostos bioativos, tais como
vitaminas, minerais, aminodcidos, 4&cidos organicos, compostos
fendlicos, entre outros (RAO et al., 2016; MIGUEL; ANTUNES;
FALEIRO, 2017).

Os fendlicos estdo entre os principais grupos de compostos
bioativos estudados, possuem estrutura quimica derivada do benzeno
ligada a grupos hidroxila, incluindo principalmente os &cidos fendlicos e
os flavondides, os quais sdo reconhecidos pelas suas contribuicfes na
prevencdo de doengas associadas ao estresse oxidativo, tais como
cancer, inflamacgdes e doencas cardiovasculares (GRUZ et al., 2011;
SILVA et al., 2016; CONG-CONG et al., 2017; MARTIN; RAMOS,
2017).

Dispor do conhecimento da composi¢cdo fendlica dos méis
produzidos por abelhas sem ferrdo, pode auxiliar nas descobertas sobre
0 seu real potencial benéfico para a salide humana e quais os compostos
fenolicos envolvidos neste processo, elucidando também, o historico de
coletas de néctares selecionados pelas abelhas, podendo, assim, apontar
sua origem floral e possivelmente origem geografica.

No entanto, na literatura, sdo poucos o0s estudos que
determinaram compostos fendlicos em méis de abelhas sem ferrdo
(acido galico, acido cafeico, éacido vanilico, acido p-cumarico,
mericetina, acido ferdlico, &cido m-cumarico, &cido o-cumaérico,
quercetina, &cido trans-cindmico e &cido o-metoxindmico, acido 3,4-di-
hidroxibenzoico, cindmico, isoramnetina, naringenina, trans- &cido
abscisico, cis, trans- cido abscisico, luteolina-7-glucdsido, luteolina,
aringenina, isoramnetina) (GUERRINI et al., 2009; OLIVEIRA et al.,
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2012; DA SILVA et al., 2013; SILVA et al., 2013). Este fato aponta
para uma necessidade de investigacdo, para um maior conhecimento da
composicdo desses méis e subsequente, maior exploracdo de seus
possiveis beneficios para a saude.

Neste mesmo contexto, recentemente, outros dois compostos
bioativos foram citados em méis, o glucosinolatos e o sulforafano
(ARES et al., 20153, ARES et al., 2016).

Glucosinolatos sdo metabolitos secundarios das plantas que
estdo presentes nas brassicas, como repolho, couve-flor ou brécolis. Por
sua vez, o sulforafano é um isotiocianato derivado da degradacéo
enzimatica de um glucosinolato (ARES et al., 2014). Os glucosinolatos
e seus correspondentes produtos de degradagdo sdo bem conhecidos por
suas propriedades fungicidas, bactericidas, alelopaticas, atividade
anticancerigena e seu potencial na diminuicdo de risco de doencas
cronicas e degenerativas (ARES et al., 2014; KOKOTOU et al., 2017).

A quantificacdo de glucosinolatos e sulforafano é uma pesquisa
interessante, até agora ndo relatada para méis de abelhas sem ferrdo, o
gue poderia servir como marcador botanico e apontar uma possivel
busca das abelhas por alimentos nas flores rasteiras como as
brassicaseae.

Considerando o crescente interesse nos méis de abelhas sem
ferrdo no Brasil, a associagdo entre o consumo de mel com a reducdo da
incidéncia de doencas, a busca de potenciais marcadores de origem
floral e geografica e a caréncia de estudos sobre o tema em questao,
assim, o proposito do trabalho foi identificar e quantificar os compostos
fendlicos, glucosinolatos e o sulforafano em amostras de méis de
abelhas sem ferrdo, produzidos e coletados em diferentes municipios do
estado de Santa Catarina.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes e solucdes

Todos 0s reagentes utilizados possuiam pureza analitica e todas
as solucbes foram preparadas utilizado agua desionizada de alta pureza
(18.2 MQ cm) obtida pelo sistema de ultra purificagdo de dgua Milli Q
(Millipore, Bedford, EUA). Cloreto de sédio foi obtido da Biotec (S&o
Paulo, Brasil). Sulfato de sd6dio anidro, hexano, acetato de etila, éter
etilico e hidréxido de sodio foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil). O metanol, &cido cloridrico e &cido férmico, foram obtidos da
Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Os padrdes de
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compostos fendlicos (acido 4-aminobenzoico, acido salicilico, &cido
cindmico, acido p-anisico, acido mandélico, vanilina, &cido 4-
hidroximetilbenzdico, acido 3,4-dihidroxibenzoico, umbeliferona, &cido
4-hidroxicindmico, acido metoxifenilacético, acido vanilico, acido 4-
metilumbeliferona, coniferaldeido, &cido cafeico, siringaldeido,
escopoletina, 4&cido galico, protocatecuico, vanilico, p-cumarico,
resveratrol, kaempferol, aromadendrina, hispidulina, quercetina,
taxifolina, miricetina, rutina, 4&cido fertlico, &cido siringico,
sinapaldeido, é&cido sinapico, crisina, pinocenbrina, apigenina,
galangina, naringenina, eriodictiol, fustina, catequina, epicatequina,
acido elagico, carnosol, éacido clorogénico, é&cido rosmarinico,
isoquercetina, naringina) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical
Co. (St. Louis, MO, EUA) e Fluka Chemie AG (Buchs, Suica). Os
padrdes de glucosinolatos, a glucoiberin, a glucorapanina, a
glucoerucina, a gluconapina, a glucotropaeolina, a glucobrassicina, a
gluconasturtiina e a sinigrina foram adquiridas da Phytoplan Diehm &
und Neuberger GmbH (Heidelberg, Alemanha). Padrdo de sulforafano
(massa molecular: 177,3 g), formiato de aménio, hidréxido de sddio,
acidos formico e cloridrico foram obtidos da Sigma Aldrich Chemie
Gbmh (Steinheim, Alemanha). O etanol, metanol, DCM e a acetonitrila
utilizada para glucosinolatos e sulforafano foram fornecidos pela Lab-
Scan Ltd. (Dublin, Irlanda).

2.2 Amostras

Para o estudo dos compostos fenolicos foram analisadas 34
amostras de méis de abelhas sem ferrdo, obtidas através de parcerias
com meliponicultores do estado de Santa Catarina. Amostras
provenientes dos municipios de Sdo Miguel do Oeste, Floriandpolis,
Santo Amaro da Imperatriz e Santa Rosa de Lima, foram coletadas em
trés diferentes safras, safras 2012/2013, 2013/2014 e 2014/2015. A
descricdo das espécies, a origem botanica predominante e 0s municipios
estdo descritas na Tabela 4.1. As informacGes referentes as amostras
foram descritas pelos meliponicultores Cleumar Liebert e Agrénomo
Pedro Faria Gongalves/Sitio Flor de Ouro, 0 médico veterinario Luiz
Miguel Rech dos Santos, e 0 extensionista de EPAGRI-SC, Carlos A.
Paganini. Todas as amostras foram coletadas e armazenadas em frascos
de polipropileno (tipo falcon) e transportadas em caixas isotérmicas ao
Laboratério de Quimica de Alimentos do CCA — UFSC, onde foram
mantidas a -18 + 2 °C até o momento das andlises.
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Destas amostras, cinco foram selecionadas para as analises de
glucosinolatos e sulforafano (destacadas na Tabela 4.1), levando em
conta 0 maior volume de amostras disponiveis para o transporte até o
Laboratério de Técnicas de Separacion y Analisis Aplicado (TESEA),
junto ao grupo de Quimica Analitica Aplicada da Universidade de
Valladolid, Valladolid, Espanha, onde foram executadas as analises.
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Tabela 4.1- Identificacdo das espécies de abelhas sem ferrdo (Meliponinae), origem botanica e municipios de origem

das amostras estudadas.

Nome cientifico/ popular Amostra Origem botanica — Nome cientifico Origem

Al Silvestre Florianépolis
A2 Silvestre S&o Miguel do Oeste
Melipona bicolor/Guaraipo A3 Eucalyptus spp e Mimosa bimucronata Santa Rosa de Lima
Ad Eucalyptus spp Santa Rosa de Lima
Ab* Silvestre Santa Rosa de Lima
. . B1 Silvestre S&o Miguel do Oeste
Scaptotrigona bicunctata/Tubuna B2 Silvestre Santa Rosa de Lima

C1 Silvestre Florianopolis

Silvestre Santo Amaro da
C2 .
Imperatriz

C3 Silvestre S&o Miguel do Oeste
C4 Citrussinensis Santa Rosa de Lima
Melipona quadriasciata/ C5 Hovenadulcis Santa Rosa de L?ma
Mandagaia C6 .Eucalyptus spp. Santa Rosa de L!ma
C7 Mimosa bimucronata Santa Rosa de Lima
Cc8* Citrussinensis Santa Rosa de Lima
C9 Hovenadulcis e Vernonanthura discolor Santa Rosa de Lima
C10 Silvestre Santa Rosa de Lima
Ci11 Silvestre Santa Rosa de Lima
Ci12 Hovenadulcis and Vernonanthura discolor Santa Rosa de Lima

Continuagéo
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D1 Silvestre Floriandpolis

D2 Silvestre Sdo Miguel do Oeste
Melipona marginata D3 Heliconiavelloziana e Watsoniameriana Santa Rosa de Lima
Manduri D4 Eucalyptus spp. Santa Rosa de Lima

D5 Hovenadulcis e Vernonanthura discolor Santa Rosa de Lima

D6 Mimosa bimucronata Santa Rosa de Lima
Tetragonisca angustula El Silvestre S&o Miguel do Oeste
Jatai E2 Silvestre Santa Rosa de Lima
Melipona mondury F1 Silvestre Floriandpolis
Bugia F2 Eucalyptus spp. Santa Rosa de Lima
Melipona rufivestris mondory
Urucu Amarela G Silvestre Sdo Miguel do Oeste
Tetragona clavipes H* Silvestre S&o Miguel do Oeste
Vora ou Bord
mfdgzogifggstg:::m I* Silvestre S&o Miguel do Oeste
Nanotrigona testaceicornis/ Irai J* Silvestre S&o Miguel do Oeste
Trigona fuscipennis K Silvestre S0 Miguel do Oeste
Munbuca

Fonte: proprio autor.

*amostras utilizadas nas andlises de glucosinolatos e sulforafano.
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2.3 Preparo das amostras
Compostos fenolicos

Os extratos foram preparados de acordo com método descrito
por Trautvetter et al. (2009), que utiliza extracdo liquido-liquido (LLE).
As pequenas modificages realizadas no método podem ser relatadas:
massa de amostras de mel (1 g) foram medidas em tubos cénicos de
polipropileno graduados (tipo Falcon), adicionados de 1 mL de solugéo
de cloreto de sddio 2% m/v. Apos, 1 minuto sob agitacdo constante
(agitador de tubo Vortex, Fisatom 774), a solu¢do de mel diluida, foi
particionada cinco vezes com 2 mL de acetato de etila (grau HPLC),
totalizando 10 mL de fase orgéanica, as quais foram combinadas,
desidratadas com sulfato de sodio anidro por 15 minutos, filtradas em
papel Watmam numero 1, concentradas em evaporador rotativo (40 °C)
até secagem total.

O residuo suspenso em 1 mL de metanol, diluido 10 vezes com
metanol:dgua (70:30) e analisado por HPLC-ESI-MS/MS apds
microfiltracdo em membrana 0,45 um (Millipore, Bedford, MA, EUA),
e o resultado expresso em pg 100 g?

Glucosinolatos e sulforafano

Para a identificacdo e quantificagdo de glucosinolatos e
sulforafano, o preparo das amostras de méis de abelhas sem ferrdo foi
realizado segundo os métodos descritos por Ares et al. (2015a) e Ares et
al. (2016).

2.4 Instrumentacao para analises dos compostos fenolicos

A identificacdo e a quantificagdo dos compostos fendlicos
foram realizadas de acordo com Schulz et al. (2015), utilizado um
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia modelo 1200 Series
(Agilent Technologies, Alemanha), acoplado a espectrdmetro de massas
com analisador triploquadrupolo/ion trap linear, modelo Q Trap 3200
(Applied Biosystems/MDS Sciex, Canadd). Os experimentos foram
realizados utilizando fonte de ionizacdo por eletrospray Turbolon
SprayTM (Applied Biosystems/MDS Sciex, Canadd) em modo
negativo. Outros pardmetros para o cone e energia de colisdo, para os 47
compostos fenodlicos testados, estdo listados em ANEXO B. Os
resultados foram expressos em pg 100 g L.
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2.5 Instrumentacao para anélises de glucosinolatos e sulforafano

O método utilizado para identificar e quantificar glucosinolatos
foi descrito por Ares et al. (2015b). O método proposto utiliza um
sistema de cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (UHPLC-
ACQUITY, Waters, Milford, M A, EUA) e um espectrometro de massas
com analisador por tempo-de-voo (QTOF- impacto da MaXis, Bruker
Daltonik GmbH, Bremen, Alemanhd), acoplados a uma fonte de
ionizacao por eletrospray (ESI).

A determinagdo de sulforafano foi realizada através do método
desenvolvido e validado por Ares et al. (2015a). O sistema
cromatogréafico consistindo em um instrumento Trap XCT LC-MS da
série 1100 da Agilent Technologies (Palo Alto, CA, EUA), com fonte de
ionizagdo por eletrospray (ESI), no modo positivo. Os dados foram
analisados pela Quant Analysis para LC/MSD Trap 1.6 e Data Analysis
para LC /MSD Trap 2.2, ambos da Agilent Technologies.

2.6 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o software
Statistica 13.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK). Os resultados experimentais
foram obtidos como média + desvio padrdo (SD) de trés medidas
paralelas. Os dados foram submetidos & anélise de variancia (ANOVA)
seguidos pelo teste de Tukey, que foi utilizado para comparar 0s dados
obtidos para diferentes amostras de mel. Os valores médios com p <
0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Compostos fenolicos

As concentracdes de compostos fendlicos individuais dos
méis de abelhas sem ferrdo séo apresentadas nas Tabelas 4.2, 4,3, 4.4.
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Tabela 4.2- Quantificacdo de compostos fendlicos (acidos fendlicos pg 100 g) em méis produzidos por abelhas sem

ferrdo (Meliponinae).
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B2 10,2 £ 0,59 2459,7 + 522 35,8 £3,3° nd n.d nd nd nd 6,0+2,39 n.d n.d n.d
c1 39,2 £5,0¢ nd 40+1,0m  1220,0+2,3° nd 169+500 2810 +3,8 nd 17,0  15° nd nd nd
c2 38,9 +4,6¢ nd 48,3+32° nd nd nd n.d 12,2 #1,1¢ n.d nd nd n.d
c3 16,7 +59 nd 11,8 +4,0 nd nd 1604499  2230+13°  2291%33 nd nd n.d 229,9 + 33
(o] nd nd 100£17) 280,253 nd nd nd nd nd nd n.d n.d
c5 6,9+0,85 nd 9,4+0,9 nd nd nd nd nd nd nd n.d n.d
cé 72+13 nd 28,4+ 4,61 nd 36,0+50° 1399 +428 nd nd nd nd nd nd
c7 9,3+35¢ n.d 73207 n.d n.d 12,4 +339' nd nd nd n.d n.d nd
cs nd nd 6816 nd nd 6,9 +0,45 nd 7,622 2,00 nd nd nd nd
co 10,8 + 2,79 nd 22,341,29 nd nd 32,6 6,5 nd 16,8 + 3,8 nd nd nd nd
C10 nd nd 23,7359 n.d 28,8 +52° nd nd 34,6 £4,5° nd nd n.d nd
C11 nd nd 74 +1,4% 95,7 +0,1f nd 6,6 +0,5 n.d nd 27,8425 nd nd n.d
c12 7,03£0,7i nd 11,6 £ 1,0 nd nd 12,7+ 1,28 nd 711171 nd nd n.d nd
D1 351+3.2° nd 7,8 £1,6K 1068,0+ 99° nd nd n.d nd n.d nd nd n.d
D2 46,4 + 4,6° nd 64,3 +7,5 nd nd 556+94> 2456+ 11 nd nd nd nd n.d
D3 nd nd 239+2,69 425353 nd nd nd 21,8+6,7 8,0+0,1f nd nd nd
D4 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d nd
D5 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d nd n.d
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E2
F1
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nd
94,8 +0,8%
nd

474 £23°
nd

8,2+0,8"
70,2 +18°
nd
50412
10,2+£1,29

nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd

nd
19,9+ 3,4h
100,0 0,92
11,8 5,8
94+22

nd
66,1 + 8,0°
6,0 +0,72¢

n.d
n.d

n.d
n.d
n.d

n.d
n.d

nd

n.d
335,5 + 80¢

nd
nd

nd
nd
n.d
nd

nd
nd

nd
nd

nd
nd

nd
132+32"

24,5 + 6,8

13,9+ 2,3

6,4+21
nd

nd
nd

n.d nd
nd nd
nd nd
nd 12,7 £1,5°
nd nd
182,6 + 23f nd
nd nd
nd nd
nd nd
648,2 + 11° nd

nd
nd

n.d
n.d
nd

n.d
nd

nd
nd
n.d

nd

nd

nd

nd

nd
166,3 = 4,5°

nd

nd
434, 3 + 342

nd

Continuagdo
nd
nd
194,9 + 232
nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd

n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d

n.d
n.d
n.d

n.d= nao detectado



135

Tabela 4.3- Quantificagdo de compostos fendlicos (flavonoides pg 100 g't) em méis produzidos por abelhas sem

ferrdo (Meliponinae).

o g g o

o g £ 5 g g = o g S £

g g g 5 g s 8 £ 3 g 5

£ 2 £ El 5 = s o = g 2

< % E 1S =3 S o o [72) = @

= S (o4 =] T w S

Z 2

Al n.d nd 11,5425 n.d 41,6 +10™ n.d n.d n.d nd d
A2 10,8 + 4,5° 7,7+2,2¢ 21,3 +3,5° n.d 99,7 £ 179 n.d n.d n.d n.d n.d
A3 nd nd 16,5+ 2,8 n.d n.d n.d nd n.d nd nd
A4 n.d n.d 15,2 + 2,5 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
A5 n.d nd 0,16 £ 0,10 n.d nd nd nd 0,004+0,01 nd nd
B1 n.d n.d n.d 82,6+ 12" 69,4 + 15¢ n.d n.d 6,0 +2,1° n.d
B2 n.d 6,5+ 1,5° n.d 17,6 +4,8° 69,4 + 11% 31,8 + 10j n.d n.d n.d n.d
Cl 6,1+0,1¢ 4,0+£0,29 n.d 31,0 £ 3,6° n.d 65,3+ 14,0° 9,0+1,8 41,8 +£10° 9,0+1,4° n.d
Cc2 nd 21,0+3.2° 38,0 £ 3,5° n.d 284,5+ 20° n.d 9,0 £1,42 n.d n.d n.d
Cc3 n.d 50+2,1°¢f 15,9 + 2,5 n.d 28,3+ 9° n.d n.d n.d n.d n.d
C4 nd n.d 29,8 + 3,5¢ n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C5 n.d nd n.d 127,4 + 10¢ 47,8 + 6,29 n.d n.d n.d n.d
C6 n.d n.d n.d 8,03 + 1,59 19,0 + 5,49 120,9 + 25¢ n.d n.d n.d n.d
Cc7 n.d nd 9,3+0,31k n.d n.d 531,9 + 507 n.d n.d n.d n.d
Cc8 n.d n.d 79+2,1" n.d 70,4 + 241 30,2 + 10/ n.d n.d n.d n.d
C9 n.d n.d 16,7 + 1,2 n.d 114,9 £ 20° 14,7 +3,8 n.d n.d n.d n.d
C10 n.d n.d 13,0 £3,0 n.d 130,0 + 209 452 +119 n.d n.d n.d n.d
Cl1 nd n.d 14,6 + 2,39 49,0+ 2,82 n.d nd n.d nd n.d n.d
C12 n.d n.d 10,0 £3,7 n.d 67,0+ 19' 40,7 19" n.d n.d n.d n.d
D1 n.d 4,0+0,99 8,5+ 2,2« n.d 100,1 +18¢ n.d n.d n.d n.d n.d
D2 3,0+0,62¢ 32,3+8,4% 337,3+8,0% n.d 131,1+31¢ n.d n.d n.d n.d n.d
D3 n.d n.d 13,1 +£24" nd 117,2 +6,1° n.d n.d n.d n.d n.d
D4 n.d n.d 16,0 + 2,2f n.d 32,1+7,6" 149,2 + 20° n.d n.d n.d n.d
D5 nd n.d nd n.d n.d nd n.d nd n.d n.d
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D6

El

nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
20,9 £2,6°
nd

n.d

5,0+1,0f
n.d
4,0+0,59
6,5+ 15°
10,9+ 1,7¢
10,7 £ 0,4¢
n.d
n.d
n.d

10,2+ 2,5

nd
8,7+22
9,44 £ 1,75
nd
140,1 £ 9,5°
13,5+3,3"
nd
14,6 +1,69
nd

n.d

3,0£0,79
6,4+12f

17,7+ 4,8°
6,3 +3,2
7,20 £3,3°
n.d
n.d
n.d

1492 £7,2¢

79,1+2,3
67,29
23,3 +8,6°
69,4 + 12%
142, 5+ 16,6°
1910,0 + 33%
12,0+ 1,6
107,5 £ 22,3
n.d

nd

nd

nd
58,33 + 19
31,3+25

nd

nd

n.d
40,6 +9,0"
39,9+35

n.d

n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d

nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
n.d
n.d
n.d

n.d n.d
Continuacao
n.d n.d
n.d n.d
n.d n.d
n.d n.d
6,0 +£2,0° 66.0+£10,5%
18,0 £3,3% nd
nd nd
nd nd
nd nd

s|Ae-—T0310

.d=ndo detectado
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Tabela 4.4- Quantificagdo de compostos fendlicos (outros grupos pg 100 g1) em méis produzidos por abelhas sem
ferrdo (Meliponinae).

© (=} © o
g : : E 5 E E
g z 5 ES 2 £ g
g s 8 S 8 8 £
=) 7] w 17}
Al n.d n.d n.d n.d n.d nd
A2 n.d n.d n.d n.d n.d nd
A3 n.d n.d n.d n.d n.d nd
A4 n.d n.d n.d n.d n.d nd
A5 n.d n.d n.d n.d n.d nd
B1 n.d n.d n.d n.d n.d nd
B2 n.d n.d n.d n.d n.d nd
C1 nd 3,0+0,23° nd nd 9,0+0,4° nd
c2 n.d n.d n.d n.d n.d nd
C3 n.d n.d 229,1 + 309 n.d n.d nd
C4 n.d n.d n.d n.d n.d nd
C5 n.d n.d n.d n.d n.d nd
C6 n.d n.d n.d n.d n.d nd
c7 n.d n.d n.d n.d n.d nd
Cc8 n.d n.d n.d n.d n.d nd
Cc9 n.d n.d n.d n.d n.d nd
C10 n.d n.d n.d 75+2,6° n.d nd
Cc11 nd 4,85+2,22 nd n.d 22,9+9,0° n.d
C12 n.d n.d n.d n.d n.d nd
D1 n.d n.d n.d n.d n.d nd
D2 287,1 + 60% n.d 2456 + 11f n.d n.d 72,0 £20,0
D3 n.d n.d 270,5 £ 50e n.d 36+14° n.d
D4 nd n.d 4284,0 + 952 n.d n.d nd
D5 nd n.d 526 + 99¢ 4,0+0,6° n.d n.d
D6 115,0 £ 9,0° nd nd n.d n.d nd

E1l nd n.d 498,3 +9,0¢ nd nd n.d
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Aae—IOM

n.d

n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d

n.d

n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d

n.d

n.d

n.d

n.d

n.d

n.d
648,2 + 99°

n.d

n.d

n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d

n.d

n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d

nd

Continuagdo
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

n.d= ndo detectado
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Considerando as informagdes obtidas a partir dos espectros de
massa, dos tempos de retencdo e dos limites de deteccdo e quantificacdo
(ANEXO C), foi possivel quantificar 28 compostos fendlicos: 12 &cidos
fendlicos, 10 flavondides, 3 aldeidos fendlicos, 2 cumarinas e 1
diterpeno. Os compostos que estavam presentes na maioria das amostras
estudadas foram é&cido salicilico, acido p-cumarico, aromadendrina e
taxifolina (cromatrograna representativo Figura 4.1). Em contraste, 0s
compostos &cido 4-aminobenzdico, &cido sindpico, hispidulina e
sinapaldeido foram encontrados em apenas uma amostra (amostra
diferente para cada composto).

Figura 4.1 — Cromatograma representativo da identificagdo de
compostos fendlicos por LC-ESI-MS/MS a partir de uma amostra de
mel de abelha sem ferrdo (amostra Al).

57e¢4
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| \
Wﬂ \f ul ; j\ M{‘"\v Ao ) th'fl‘*] ! N%M’Wl %M/ \v».(\vmv\j\

1.0 20 30 40 50 e 70 8.0 90 108 1.0 120 13,0 14,0 150 1€0

Tempo (min}

Amostras Al: 1- p-cumarico, 2- acido salicilico, 3- taxifolina e 4- aromadendrina.

Entre os compostos fendlicos investigados, acido mandélico
(2459,7 pg 100 g?) acido vanilico (1220,0 pg 100 g?t), taxifolina
(1910,0 ug 100 g*') e siringaldeido (4284,0 ug 100 g*') foram os
compostos com concentracBes mais elevadas, enquanto que a apigenina
(3,0 pg 100 g1), umbeliferona (3,0 pg 100 g*) e naringenina (4,00 ug
100 g') apresentaram as concentragdes mais baixas na maioria das
amostras.

Estudos reportando compostos fendlicos em méis de abelhas
sem ferrdo também foram descritos por Guerrini et al. (2009)
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(escopoletina, bergamotina, luteolina, quercitrina, naringenina e
isorhamnetina), Silva et al. (2013) (3,4-dihidroxibenzil, gélico, vanilico,
cindmico e cis e trans -abscisic), Da Silva et al. (2013) (4cido 4-
hidroxibenzoico, &cido salicilico, acido siringico, acido cumarico,
catecol e taxifolina), De Sousa et al. (2016) (2,4-dihidroxibenzoico,
fertlico, elagenico, miricetina, catequina, rutina, kaempferol,
hesperetina e crisina) e Ranneh et al. (2018) (&cido galico, acido cafeico,
acido siringico, catequina, apigenina, crisina, acido cinamico, 2-
hidroxicinamico, kaempferol, 4cido cumarico, quarcetina, rutina e &cido
4-hidroxibenz6ico).

Em estudo realizado por Biluca et al. (2017) foram relatados
pela primeira vez a presenca de acido mandélico, acido cafeico, &cido
clorogénico, 4&cido rosmarinico, aromadendrina, isoquercitrina,
eriodictilol, vanilina, umbeliferona, siringaldeido, sinapaldeido e
carnosol em méis de abelhas sem ferréo.

Com os resultados do presente estudo juntamente, com o0s
dados disponiveis na literatura, é possivel observar que a investigacdo
da composicdo fendlica em méis de abelhas sem ferrdo ainda é recente e
vem aumentando nos Ultimos anos, apontando para uma grande variacao
na composicao, fato que pode ser facilmente explicado, considerando a
imensa gama de plantas dos distintos biomas brasileiros que sdo
polinizadas por abelhas e que fornecem compostos transferidos aos méis
através do néctar. Uma vez que estes compostos atuam na planta como
protetores do estresse ambiental, na mudanca de temperatura, luz, teor
de 4gua, exposi¢do a UV e deficiéncia de nutrientes minerais. Esses
compostos, portanto, podem variar devido a exposicdo da planta ao
meio ambiente (KASKONIENE; VENSKUTONIS, 2010; Da SILVA et
al., 2016). Dessa forma, a localizacdo dos apiarios, origem floral e
geogréfica onde as abelhas coletam o néctar, pode influenciar na
composicado dos polifendis presentes em méis (Da SILVA et al., 2016).

Fatos constatados na presente investigacdo, onde foi possivel
observar grande variagdo na composicdo fenolica das amostras
estudadas. Variabilidade nos compostos foi observada em méis
produzidos pela mesma espécie de abelha (amostras C1 a C12), alocadas
em regibes geogréaficas distintas. Estas observacGes também foram
constatadas em meéis provenientes de um mesmo apiario e na mesma
colheita, mas, produzido por diferentes espécies de abelhas (Al, C1, D1
e F1), fato que provavelmente pode ser justificado considerando a
preferéncia floral de cada espécie de abelha. O comportamento da
composicao e perfil dos compostos fendlicos ndo permitiu que o modelo
estatistico aplicado apontasse um fator de relevancia considerando as
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espécies, suas preferéncias florais ou origem geogréfica das plantas,
como um fator distinto de influéncia.

De uma forma geral, os compostos fendlicos encontrados
neste estudo ja foram relatados em estudos anteriores para outros
alimentos como, por exemplo, méis oriundos de abelha Apis mellifera
(SERAGLIO et al., 2017; HOSSEN et al., 2017), frutas (SCHULZ et al.,
2015) legumes (MARTIN; RAMOS, 2016). Os estudos s&o comumente
associados a atividades benéficas para a salde humana, como por
exemplo, correlagdo positiva entre a atividade anticancerigena e a
quantidade dos flavondides (crisina, apigenina, quercetina, acacetina e
pinocembrina) e acidos fendlicos (p- cumarico, vanilico, protocatequico,
cafeico e p-hidroxibenzdéico) presentes em méis (MIGUEL; ANTUNES;
FALEIRO, 2017). No entanto, a evidéncia direta de que esses
compostos ou suas combinacBes sdo responsdveis pela atividade
anticarcinogenica, ainda necessita de comprovagdo cientifica
(CORNARA et al., 2017).

Assim, o presente estudo buscou elucidar a presenca do perfil
majoritario e destacar as concentracBes consideraveis de alguns
compostos fendlicos em méis de abelhas sem ferrdo, na intencdo de
auxiliar em estudos futuros quanto aos beneficios do consumo de mel
associados aos compostos fendlicos presentes nas amostras estudadas.

3.2 Glucosinolatos e sulforafano

Na investigacdo de glucosinolatos e sulforafano, ndo foi
possivel identificar a presenca dos mesmos nas cinco amostras de méis
de abelhas sem ferrdo estudadas (Figura 4.2 e 4.3). Assim, 0s resultados
sugerem a hipdtese de que as abelhas ndo visitaram as plantagdes de
brassicaceae para a utilizacdo do seu néctar e subsequente producdo de
mel.

As colbnias de abelhas sem ferrdo, onde foram coletados os
méis para o presente estudo, sdo mantidas em locais de matas nativas
silvestres, 0 que supostamente seria evidente a auséncia dos compostos
investigados, no entanto, os produtores confirmam a existéncia de
plantacfes de brassicaseae nas proximidades dos meliponarios, assim
como outras flores, laranjeiras, eucalipto, existindo a possibilidade de
revoadas até as plantacfes para a coleta de alimentos.
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Figura 4.2- Cromatograma representativo da investigacdo de
glucosinolatos por UHPLC—qTOF-MS obtido a partir de uma amostra
de mel de abelha sem ferrdo (amostra H).
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Figura 4.3- Cromatograma representativo da investigacao de sulforafano
por HPLC-ESI-MS, a) Cromatograma obtido a partir de uma amostra de
mel de abelha sem ferrdo (amostra I).
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a) Cromatograma obtido de um padrdo de sulforafano, b) Cromatograma obtido
de uma amostra de mel. Nimero: 1- pico desconhecido, 2- pico de padrdo de
sulforafano.
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4 CONCLUSAO

Com o presente estudo, foi possivel identificar e quantificar 28
compostos fenolicos em 34 amostras de méis de abelhas sem ferréo,
descrevendo pela primeira vez quantidades relevantes de alguns acidos
fendlicos e flavondides. Esta pesquisa mostra uma variacdo nas
composi¢cdes fenolicas, bem como a auséncia de compostos
glucosinolatos e sulforafano nos méis de abelhas sem ferrdo estudados.
O estudo ndo identificou um fator de relevancia considerando as
espécies, suas preferéncias florais ou origem geogréafica, que pudesse
diferencia-las, ou separa-las em grupos. Assim, estudos adicionais
devem ser realizados para investigar e enfatizar as diferencas
particulares de cada mel e de cada espécie de abelha.
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CAPITULO 5

DETERMINACAO DE AMINOACINDOS LIVRES EM MEIS DE
ABELHAS SEM FERRAO (Meliponinae)
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RESUMO

Considerando a inexisténcia de relatos referentes a identificacdo e
quantificacdo de aminoacidos livres em méis de abelhas sem ferréo, o
estudo teve como objetivo investigar tais compostos em dez amostras de
mel de abelhas sem ferrdo, de nove espécies distintas, provenientes de
trés municipios do Estado de Santa Catarina: Sdo Miguel do Oeste,
Floriandpolis e Santa Rosa de Lima. Os aminodcidos: aspértico,
glutdmico, asparagina, glutamina, histidina, serina, arginina, glicina,
treonina, alanina, prolina, tirosina e valina foram analisados empregando
HPLC-FLD e leucina, isoleucina, fenilalanina e triptofano empregando
sistema de LC-MS. As concitagfes encontradas apresentaram ampla
faixa de variacdo, com resultado de 0,421 mg kg a 762 mg kg*. Os
amino4cidos livres com maior concentracdo foram prolina (12,1 -762
mg kg 1), fenilalanina (0,421 - 592 mg kg 1) e glutamina (< LOD - 605
mg kg ). O estudo revelou possivel distincdo entre o perfil de
aminodacido livre para as amostras da mesma regido, possibilitando uma
indicagdo de discriminacdo geogréfica entre as amostras, contudo, com
os resultados obtidos, ndo foi possivel discriminacdo das amostras
considerando as espécies, sendo necessarios mais estudos tendo em
conta maior amostragem, controle dos meliponarios e espécies de
abelhas produtoras de mel.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo, Mel, Aminoacido livre, Prolina.
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1 INTRODUCAO

Nas regides tropicais e subtropicais, como Ameérica Central e do
Sul, Africa, Australia e Sudeste Asiético, existem mais de 500 espécies
de abelhas sociais nativas que produzem mel (VIT; PEDRO; ROUBIK,
2013). Essas abelhas sdo conhecidas como abelhas indigenas, nativas,
meliponas ou abelhas sem ferrdo, por possuirem ferrdo atrofiado incapaz
de ferroar (ordem Hymenoptera, familia Apidae, subfamilia
Meliponinae). Estas abelhas tém menor produtividade de mel quando
comparado com as abelhas Apis melliferas, porém, produzem méis
distintos, apreciado por suas propriedades sensoriais marcantes, com
sabor ligeiramente acido e aromas mais pronunciados (SE et al., 2018a).

Além das propriedades sensoriais distintas e bem aceitas, os
méis de abelhas sem ferrdo também sdo popularmente conhecidos por
possuirem compostos bioativos benéficos para a saide humana, com
alegacdo de poder de cura, sendo, utilizados em tratamentos terapéuticos
de varias doencas ou complicacdes, incluindo doencas respiratorias,
gastrite, catarata, entre outras (RAO et al., 2016; RANNEH et al., 2018).
A valorizacdo dos méis de abelhas sem ferrdo tem aumentado ano a ano,
de tal modo, que seu valor comercial pode alcancar 200 reais o kg, valor
considerado elevado se comparado ao mel de Apis mellifera (15- 40
reais o kg).

Por ser um produto ainda recente no mercado e sem
regulamentacdo especifica, com variacdo nas caracteristicas de
identidade, com a cultura de coleta e armazenamento dependentes da
regido e locais de producdo e consumo, cada mel produzido pelas
abelhas sem ferrdo é um produto Gnico. Fato que tém despertando o
interesse de pesquisadores que buscam estudar extensivamente as
propriedades e caracteristicas fisicas, quimicas, atividade biolégica em
busca de informagdes sobre as reais caracteristicas e beneficios do seu
consumo para a saude humana, bem como outras preocupagdes
inerentes aos alimentos em geral como, autenticacdo, contaminantes,
armazenamento e conservacdo e identidade e qualidade de forma geral.

Recentes investigacGes revelam que as caracteristicas fisico-
quimicas destes méis sdo distintas, quando comparado ao mel de Apis
mellifera, com maior contelido de umidade, maior acidez e menores
teores de aglicares (RAMON-SIERRA et al., 2015; CHUTTONG, 2016;
De SOUSA et al., 2016; SE et al., 2018b). Revelam também um
potencial antioxidante e consideraveis concentracdes de compostos
fendlicos e minerais (SILVA et al., 2013; SOUSA et a., 2016; BILUCA
et al.,, 2017; RANNEH et al., 2018; De OLIVEIRA et al., 2017). Da
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Silva et al. (2017) relataram pela primeira vez 0s compostos volateis
presentes nos méis de abelhas sem ferrdo e concluiram que estes podem
ser usados para atestar a autenticidade relacionada a origem. Da Costa et
al. (2018) também investigaram os compostos volateis, mas levaram em
conta o perfil sensorial dos méis. Chuttong et al. (2016), Jimenez et al.
(2016) e Ribeiro et al. (2017) sdo os primeiros a publicar sobre a
manutencdo da qualidade do mel, quanto ao armazenamento,
conservacao e 0s processos de pasteurizacao e refrigeracao.

Embora estudos sobre o tema mel de abelhas sem ferrdo estejam
constantemente sendo publicados, ainda existem muitos aspectos a
serem explorados, principalmente relacionados a composicdo ou até
mesmo a inexisténcia de relatos acerca da presenca e do contetdo de
compostos como vitaminas, acidos organicos, lipideos e aminoacidos.

Dentre este grupo de compostos minoritarios presente nos méis,
0s aminoacidos, sdo importantes nutricionalmente, mas também, podem
fornecer informagdes relevantes, como origem geografica, botanica e
adulteracBes. Com base no exposto, realizou-se um estudo inédito a fim
de identificar e quantificar aminoécidos livres em méis de diferentes
espécies abelhas sem ferrdo (Meliponinae), produzidos em locais
distintos, visando aprimorar as pesquisas existentes sobre a composicao
guimica e considerando a sugestdo de uma possivel discriminacdo
geografica entre os méis estudados.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes e solucdes

Os é&cidos acético e cloridrico, acetato de sodio, acetato de
amoénio e borato de soédio foram fornecidos pela Merck (Darmstadt,
Alemanha). Hidroxido de sddio obtido de Panreac (Barcelona,
Espanha). O metanol e acetonitrila adquiridos de VWR chemicals
(Fontenay-sous-Bois, Franga).

Os padrdes de aminoacidos, cloroformiato de 9-fluorenilmetila
(FMOC-CI) e hidroxilamina foram obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, EUA).

As solucBes de padrdes de aminoacidos foram preparadas em
HCI 0,1 mol L' a um nivel de concentragdo de 100 mg L*. As solucdes
de trabalho foram obtidas por diluicdo com &gua deionizada. Todas as
solucdes foram armazenadas ao abrigo da luz a 4 °C. A solucdo de
FMOC-CI foi preparada em acetonitrila a uma concentragdo de 0,16
mmol L.
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2.2 Amostras

No presente estudo foram analisadas 10 amostras de mel de
abelhas sem ferrdo (Meliponinae), obtidas através de parcerias com
meliponicultores do estado de Santa Catarina, contemplando amostras
provenientes dos municipios de S&o Miguel do Oeste, Floriandpolis e
Santa Rosa de Lima, coletadas nas safras de 2013/2014 e 2016/2017. A
descricdo das espécies, origem botanica predominante e 0s municipios
referentes as amostras estdo descritas na Tabela 5.1. As informagdes
referentes as amostras foram descritas pelos meliponicultores Cleumar
Liebert, e 0 Engenheiro Agrénomo Pedro Faria Gongalves, pelo Médico
veterinario Luiz Miguel Rech dos Santos e o extensionista da EPAGRI-
SC, Carlos A. Paganini. Todas as amostras foram coletadas e
armazenadas em frascos de polipropileno (tipo Falcon de 50 mL) e
transportadas em caixas isotérmicas ao Laboratdrio de Quimica de
Alimentos do CCA — UFSC, onde foram mantidas a -18 = 2 °C até o
momento do transporte para o Laboratério de Técnicas de Separacion y
Analisis Aplicado (TESEA), junto ao grupo de Quimica Analitica
Aplicada da Universidade de Valladolid, Valladolid, Espanha, onde
foram executadas as analises. As amostras foram transportadas em
temperatura ambiente e apos transporte mantidas a + 4 °C até execucao
das analises.
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Tabela 5.1- Identificacdo das espécies de abelhas sem ferrdo
(Meliponinae), municipios de origem, ano de coleta e origem botéanica
dos méis estudados.

Amostras  Nome popular/cientifico Local Ano Florada
A Bord/ SMO 2013/2014 Silvestre
Tetragona clavipes
B Irai/ SMO 2013/2014 Silvestre
Nanotrigona testaceicornis
C Urugu/ SMO 2013/2014 Silvestre
Melipona scutellaris
D Tujuba/ SMO 2013/2014 Silvestre
Melipona mondori
E Tubuna/ SMO 2013/2014 Silvestre
Scaptotrigona bicunctata
F Guaraipo/ SRL 2016/2017 Silvestre
Melipona bicolor
G Mandacaia/ SRL 2013/2014 Silvestre
Melipona quadriasciata
H Mandagaia/ SRL 2013/2014 Silvestre
Melipona quadriasciata
| Jatai/ FLN 2016/2017 Silvestre

Tetragonisca angustula

J Comerciais Tujuba/ FLN 2016/2017 Silvestre
Melipona Mondori

*Municipio: SMO = Sao Miguel do Oeste, NF = Nova Fatima, SRL Santa Rosa
de Lima. Fonte: préprio autor

2.3 Preparo de amostra

O preparo das amostras foi realizado segundo Bernal et al.,
(2005), com modificacdes, considerando diluicdto em &gua,
derivatizagdo e injecdo conforme segue: massas de 0,1 g de mel foram
diluidas em 20 mL de solucéo de borato de sédio (0,2 mol L a pH 8,5),
acondicionados em frascos de 2 mL e dispostos no equipamento,
seguidos de amostragem automatica onde o procedimento de
derivatizagdo foi realizado diretamente em sistema de auto-amostrador
acoplado a HPLC-FLD. Foram coletados 3 puL de amostrae 5 pyL de
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reagente de derivagdo (FMOC-CI) seguido de agitacdo em 10 ciclos,
com intervalos de 1,5 minutos de repouso. Ao sistema foram
adicionados 3 pL de solugdo de hidroxilamina + NaOH 0,85 mol L™
(3:7 viv) e novamente aplicados 10 ciclos de agitacdo e repouso de 3,5
minutos. Ao final 5 pL de solu¢cdo de ACN-H20-HAcO (20:3:2 v/iv)
foram adicionados o sistema, submetido a agitacdo e 16 uL das amostras
derivatizada foi injetada para identificacdo e quantificacao.

Em um segundo sistema de preparo, objetivando avaliar os
aminoacidos leucina, isoleuicina, fenilalanina e triptofano, massas de
0,1 g de mel foram diluidas com 20 mL de agua desionizada e injetadas
diretamente no LC-MS.

2.4 Instrumentacgdo

Os experimentos foram realizados usando um sistema de HPLC
1200, equipado um detector de fluorescéncia (G1321) (Agilent
Tecnologies, Waldbronn, Germany). Para a separacdo foi utilizada
coluna analitica Gemini Cig (5 pm de tamanho de particula, 150 x 4,6
mm i.d) (Milford, EUA) e coluna de guarda de 5 pm.

Os aminoacidos livres foram quantificados utilizando eluicdo
com gradiente de acetonitrila (eluente A), agua (eluente B) e acetato de
amonio (eluente C), com fluxo de 1 mL mint. O gradiente detalhado
pode ser observado na Tabela 5.2. O forno de coluna foi ajustado para
43°C. A deteccéo foi realizada com excitacdo de 263 nm e emissdo de
313 nm.

Tabela 5.2 CondicOes de gradiente cromatogréfico.

Tempo (min.) % A % B % C
0 15 1 84
10 18 2 80
20 18 2 80
27 22,5 2,5 75
36 31,5 3,5 65
40 66,2 3,8 30
45 100 0 0
53 65 5 30
54 77,5 2,5 75
55 15 1 84

Legenda - Acetonitrila: eluente A, dgua: eluente B e acetato de amonio:
eluente C.
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Os aminoacidos leucina, isoleucina, triptofano e fenilalanina
foram identificados e quantificados em sistema de LC-MS, consistindo
em instrumento Trap XCT LC-MS, composto por LC série 1100 da
Agilent Technologies (Palo Alto, CA, EUA), que foi utilizado em
conjunto com uma fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI), no modo
positivo. As condicdes cromatogréficas utilizadas foram: voltagem do
fragmento: 50v; Gas de secagem (N3): 350 °C, fluxo: 8 L/min; pressao
do géas nebulizador (N2) 50 psi; voltagem do capilar 3000 V; e as massas
monitoradas foram m/z: 166 (fenilalanina), m/z: 132 (Leucina), m/z:
132 (isoleucina), m/z: 205 (triptofano).

As separacOes cromatograficas foram realizadas em uma coluna
analitica Ultisil XB- Cig 5 pum (4.6 x 150 mm) (Pudong Shanghai,
China), com temperara de 25 °C e volume de injecdo de 1 pl. Aplicando
na separacdo gradiente de metanol (eluente A) e &gua (eluente B) como
se segue: 6% A em 0 -10 min; 20% A em 10-16 min; 50% A em 16-19
min; 20% em 19- 20min. Posteriormente, restaurando para o inicial (6%
A) mantendo constante durante 5 min.

Os dados foram analisados pela Quant Analysis para LC/MSD
Trap 1.6 e Data Analysis para LC/MSD Trap 2.2, ambos da Agilent
Technologies.

2.5 Limites de deteccdo, quantificacdo e exatiddo

O limite de quantificacdo (LOQ) foi definido como a
concentracdo mais baixa o qual o método pode operar com precisdo
aceitavel (sinal/ruido > 10). O limite de detecgdo (LOD) foi considerado
como a concentragdo mais baixa o qual o método pode detectar em
todas as réplicas (sinal/ruido > 3). Estes limites foram estabelecidos
baseados nos resultados de média e desvio padrédo obtidos de triplicatas
independentes destas concentragcdes (EURACHEM, 2014).

A exatidao foi determinada por meio da recuperacdo aparente
de amostras fortificadas, em triplicatas independentes, nos dois niveis de
concentracdo citados anteriormente. Os resultados foram expressos
como desvio padrdo relativo (DPR, %) (EURACHEM, 2014).

2.6 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o software
Statistica 13.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK). Os resultados experimentais
foram obtidos como média + desvio padrdo (SD) de trés medidas
paralelas. Os dados foram submetidos & anélise de variancia (ANOVA)
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seguida pelo teste de Tukey, que foi utilizado para comparar os dados
obtidos para as diferentes amostras. Os valores médios com p < 0,05
foram considerados estatisticamente significativos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando o HPLC-FLD foi possivel identificar e quantificar 13
aminodcidos livres nas 10 diferentes amostras de mel de abelhas sem
ferrdo estudadas (Apéndice B.). No LC-MS foi possivel quantificar
quatro aminoécidos (Apéndice C) totalizando 17 aminoacidos
identificados e quantificados. Para a realizacdo do estudo, foram
determinados 0s LOQ e o LOD (Apéndice D) e a exatiddo do método,
gue apresentou valores de 89 a 108%, considerados satisfatorios de
acordo com o critério de aceitabilidade de 80 a 110% (EUROPEAN
COMMISSION, 2002).

Os conteldos de aminoacidos livres detectados nas amostras
analisadas estdo ilustrados na Tabela 5.3.
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Tabela 5.3. Concentracdo média (mg kg™) de aminodcidos livres encontrados em amostras de méis de abelhas sem
ferrdo (Meliponinae).

AA A B C D E F G H | J
98,3 +0,48° 99,8 + 1,6 0,500 + 0,01° 59,5 +0,89° 17,8+1,8° 1,13 +0,56¢ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Aspartico
Glutamico 129+1,0° 125 + 0,49° <LOQ 82,1+1,0° 28,2 +1,64 1,06 + 0,38° <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
A . 76.6 + 0,822 22,40 1'0.48‘1 <LOQ 58,2 = 0,64b 3075025 <LOQ <LOQ <LOQ <LOD <LOD
sparagina .6 £0. 7 £0,
Glutamina 605 + 4,812 144 +0,14¢ <LOQ 533 +4,8° 73,8+0,97¢ 1,00 + 1,207 1,42 +0,92° <LOD <LOQ <LOQ
Histidina <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Serina 233+0,46% 85,5+ 0,86° 10,0 + 0,40° 170 +0,86° 39,3+0,43¢ 9,15 +0,26 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
94,1 +0,45° 28,2+0,42° 18,4 +0,58¢ 66,6 + 0,18° 15,2 + 0,40° 7,93 0,16 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Arginina
Glici 37,0+0,12° 15,4 + 0,60° 9,17 + 0,50 23,8+0,11° 14,6 + 0,60° 1,91 +0,80° <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
icina
T . 27,0+£0,21° 4,47 £ 0,119 <LOD 20,1+0,32° 18,5+ 0,21° 16,7 +0,14° 17,1 +0,80¢ 11,1+0,18 <LOD 18,0 + 0,24°
reonina
80,3 +0,16 56,2 + 0,49° <LOD 83,0+ 0,50° 9,38 +0,33¢ 5,91+ 0,33° <LOD <LOD <LOD <LOD
Alanina
Proli 762 + 3,52 276 £ 0,7° 48,5 +0,13¢ 578 + 4,24° 594+ 3,5 75,1 +0,10¢ 12,1+ 0,20° 158 +0,40" 622+0,26" 66,2 +0,22¢
rolina
156,2 + 71,2+0,79 <LOD 167,4+ 1,59° 24,7+0,79° <LOD 9,72 + 0,259 8,48 +0,25" 12,6 +0,25° 31,6+1,0¢
Tirosina 0,26°
38,2+0,12f 85,9+ 0,232 46,5+ 0,14° 65,0 +0,35° 46,7 £0,23° <LOD 48,1+ 0,67d 16,1 +0,55% 53,5+0,85° 48,9 +0,22¢
Valina
Leucina 32,5+0,41° 7,77 £0,21° <LOQ 18,1 +0,47° <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
oleuci 32,6 +0,70% 10,7 £ 0,20° <LOQ 19,5+ 0,46° 1,16 + 0,14 <LOQ <LOQ <LOQ 1,21+0,1° 2,07 £0,2¢
soleucina
168 + 3,7¢ 6,88 £2,1" 5,20 + 0,88 122 +3,28¢ 88,6 + 4,2 592 + 4,72 100 + 2,77¢ 0,421 +0,90) 279+ 517 +4,3%
Fenilalanina 0,909
Triptofano 8,24 + 1,6 <LOQ <LOD 9,77 £ 0,212 <LOQ <LOD <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Valores expressos como média + desvio padrdo. *! Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as
médias de acordo com teste de Tukey (p < 0,05). Letras de A-J: amostras de mel de abelhas sem ferrdo descritas na Tabela 5.1.
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Avaliando os dados da Tabela 5.2, é possivel observar uma
grande variacdo entre os resultados obtidos para os aminoacidos livres
das amostras de méis de abelhas sem ferrdo analisadas, com diferencas
significativas entre as mesmas. A prolina e a fenilalanina foram
encontradas em todas as amostras analisadas, seguidas pela valina,
tirosina e treonina. As concentragdes mais elevadas, foram de prolina
(12,1 - 762 mg kg?), glutamina (1,00 - 605 mg kg?) e fenilalanina
(0,421 - 592 mg kg?) respectivamente. A menor concentracdo obtida foi
para o triptofano (<LOQ -9,77 mg kg!). Histidina néo foi detectada em
100% as amostras analisadas.

Considerando a inexisténcia na literatura cientifica de relatos
relacionados & composi¢do de amino&cidos livres em méis de abelhas
sem ferrdo, buscamos descricGes ja existentes sobre méis de abelha Apis
mellifera para uma possibilidade de comparagdo. Os aminodacidos livres
encontrados nos méis de abelhas sem ferrdo analisados estdo em
concordancia com aqueles comumente ja relatados para méis de abelhas
Apis mellifera, tendo prolina e fenilalanina como o0s principais
aminoacidos livres presentes nos méis ja estudados. Alguns autores tém
relatado que variagcdes nas concentragdes, assim como, a presenca dos
aminoacidos nas amostras de méis, podem ser atribuidas as diferentes
origens, botanicas (HERMOSIN; CHICON; CABEZUDO, 2003;
BOONCHIANGMA et al., 2015).

Apesar da ndo obrigatoriedade da avaliacdo de proteinas e
aminoacidos como parametro de identidade e qualidade nos maéis,
estudos sugerem a especificagdo de aminoéacidos presentes,
especialmente prolina, como sendo til na identificacdo de adulteracdes
com aglicares (HERMOSIN; CHICON; CABEZUDO, 2003). Assim,
para méis de Apis mellifera recomenda-se um valor minimo de 180 mg
kg de prolina ao considerar méis puros, uma vez que a prolina procede
principalmente das secrecOes salivares de abelhas (DA SILVA et al.,
2016).

Em méis de abelhas sem ferrdo, poucos sdo os estudos que
avaliaram, até o momento, o conteido de prolina. Sousa et al. (2016)
avaliando méis brasileiros de abelhas sem ferrdo obtiveram valores
relativamente baixos, que variaram entre 46,0 a 205,0 mg kg, ja Duarte
et al. (2012) relatam valores entre 201,6 e 924,6 mg kg, também para
méis de abelhas sem ferrdo do Brasil. As oscilagBes nos valores podem
ser explicadas levando em conta as diferentes espécies de abelhas as
quais podem produzir méis distintos, além da influéncia de origens
geogréficas e floradas distintas. Sendo possivel considerar ainda a
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microbiota naturalemente presente em algumas colmeias e as condic¢des
de manejo e estocagem dos méis (PALUDO et al., 2018).

Na Tabela 5.2, também é possivel observar que, nas amostras
codificadas como A e D, foram identificados e quantificados todos os
aminoacidos estudados (exceto a histidina), revelando perfil semelhante
entre si e aos dados das amostras B e E (mesma regido de coleta), S&o
Miguel do Oeste. De uma forma geral a amostra G e H também
apresentam semelhancas entre si, diferenciando-se da amostra F, que
pertence a0 mesmo local de coleta (G, H e F), no entanto, coleta
realizada em safra distinta (2016/2017). A mesma semelhanca entre
amostras ocorre para 0s méis | e J quando comparadas as outras
amostras. A andlise estatistica aplicada aos dados pode ser observada na
Figura 5.1.

Figura 5.1. Analise de componentes principais para aminoacidos livres
em méis de abelhas sem ferrdo (Meliponinae) de diferentes cidades do
Estado de Santa Catarina, Brasil.
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Fonte: prdprio autor

A Anélise de Componentes Principais (ACP) foi realizada com
0s dados de aminodcidos livres das diferentes amostras estudadas a fim
de obter mais informacdes sobre as variaveis que influenciaram na
similaridade ou diferenca entre os méis estudados.

A Figura 5.1 (a) representa o gréfico de distribuicdo das
amostras de méis de abelhas sem ferrdo e aponta a formacdo de
agrupamentos de acordo com a origem geografica, com a maioria das
amostras provenientes de S&o Miguel do Oeste distribuidas na parte
positiva da PC1 e as amostras de Santa Rosa de Lima distribuidas na
parte negativa da PC2.
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A Figura 5.1(b) ilustra o gréafico de pesos das principais PCs
para as varidveis dos aminoacidos dos méis de abelhas sem ferrdo
analisados e pode ser observado que PC1 explica a maior parte da
variabilidade dos dados com 75,9%. As variaveis significantes foram os
aminoacidos aspartico, glutamico (0,87), asparagina (0,97), serina (0,98),
arginina (0,98), glicina (0,96), treonina (0,55), alanina (0,96), valina
(0,32), leucina (0,96), isoleucina (0,97), fenilalanina (-0,27) e triptofano
(0,89), os quais foram responsaveis pelo agrupamento das amostras da
cidade de Sdo Miguel do Oeste. A PC2 explica 11,0% da variancia total,
e sdo explicadas pelas variaveis, valina (0,67), fenilalanina (-0,69) e
treonina (-0,76), sendo as duas Ultimas responsaveis pelo agrupamento
das amostras da cidade de Santa Rosa de Lima. Os dados obtidos nesta
APC séo considerados adequados, uma vez que se obteve uma variancia
total explicada > 70% (CHUDZINSKA; BARALKIEWICZ, 2010;
KAISER et al., 1960; RIZELIO et al., 2012).

A confiabilidade esta justificada pela soma das duas primeiras
PCs explicarem 86,9% da variancia total dos dados obtidos, bem como a
garantia de origem geografica das amostras analisadas que, segundo
Fechner et al. (2016), pode validar o modelo de classificagdo
guimiométrico proposto.

4 CONCLUSAO

Pela primeira vez, 17 aminoécidos foram quantificados em méis
de abelhas sem ferrdo. Destaque é dado a prolina, fenilalanina, tirosina,
alanina e treonina como 0s aminoacidos encontrados na maioria das
amostras, as maiores concentragdes encontradas foram de prolina,
fenilalanina e glutamina. Somadas a estas informagdes, a analise
guimiométrica dos dados indica uma discriminacdo geogréafica entre os
méis. No entanto, estudos considerando maior abrangéncia amostral,
espécies de abelhas e amplitude entre as safras, as quais carecem de
monitoramento por maior periodo, Serdo necessarios para uma
conclusdo a respeito da influéncia de espécie, florada e regido dos
meliponérios para a identidade dos méis de abelhas sem ferrdo. Estudos
como este contribuem nas descobertas sobre a composicdo quimica dos
méis de abelhas sem ferrdo e podem orientar novas pesquisas.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os méis de abelhas sem ferrdo sdo distintos dos méis
produzidos por abelhas Apis mellifera, e a legislagdo vigente ndo
abrange as caracteristicas encontradas nesses méis, o que demanda uma
legislacdo especifica com parametros de identidade e qualidade para
que, futuramente, possam ser comercializados nacionalmente e
internacionalmente de forma legal, considerando as caracteristicas
individuais e regionais de producdo e extracao destes méis especiais. No
entanto, em razdo da grande quantidade de espécies de abelhas sem
ferrdo encontradas no pais e das decorrentes variagcdes nos valores dos
parametros exigidos, mais estudos devem ser realizados para uma
legislacdo adequada.

O presente estudo apresentou uma avaliagdo inédita sobre méis
de abelhas sem ferrdo com relagdo & composi¢do de compostos
fendlicos, glucosinolatos, sulforafano, minerais totais e sua
bioacessibilidade e aminoacidos livres.

A investigacdo referente aos compostos fendlicos permitiu a
identificacdo e quantificacdo de 28 compostos (12 &cidos fendlicos, 10
flavonoides, 3 aldeidos, 2 cumarinas e 1 diterpeno), descrevendo pela
primeira vez quantidades relevantes de acido mandélico, acido cafeico,
acido clorogénico, acido rosmarinico, aromadendrina, isoquercitrina,
eriodictilol, vanilina, umbeliferona, siringaldeido, sinapaldeido,
carnosol. O estudo apontou também uma grande variacdo nas
composicdes fendlicas, dificultando a identificagdo de um fator de
relevancia para diferenciar cada amostra, ou separa-las em grupos.

Os glucosinolatos e o sulfurafano investigados ndo foram
identificados nas amostras de méis estudadas. A auséncia desses
compostos nas amostras indica que as abelhas ndo visitaram plantagdes
de brassicaceae.

O presente estudo comprovou a existéncia de minerais em méis
de abelhas sem ferrdo, destacando o potassio como o mineral mais
abundante em todas as amostras. Além disso, os resultados encontrados
para a bioacessibilidade destes minerais nos méis sob condictes
simuladas de digestdo gastrointestinais in vitro apresentaram-se
elevados, com potencial biodisponivel de minerais para o0 organismo
humano.

Por fim, o estudo elucidou, pela primeira vez, a presenca de 17
aminoacidos livres em méis de abelhas sem ferrdo, mostrando a prolina
e fenilalanina como os aminoacidos mais abundantes e presentes em
todas as amostras estudadas.
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Visando destacar os beneficios especificos dos méis de abelhas
sem ferrdo e continuar a promover o conhecimento a respeito deste
importante produto meliponicola de Santa Catarina, em ascensdo ao
mercado brasileiro e internacional, as perspectivas para continuidade
deste estudo sugerem a identificagdo de classes de compostos que fazem
parte da composi¢do dos méis e que ainda ndo foram investigados, tais
como &cidos organicos, proteinas, oligossacarideos e outros, objetivando
também uma discriminacdo deste tipo de mel. Deve-se avaliar as
fungdes bioldgicas especificas, evidenciando cientificamente os
beneficios relacionados a salde, principalmente, a partir de testes in
vivo. Estudos mais especificos para avaliagdo da bioacessibilidade
devem ser realizados, investigando também compostos como
aminoacidos e compostos fendlicos.

Vale destacar que, no decorrer do periodo de quatro anos
utilizados para a elaboracdo deste documento, foram realizados outros
estudos ndo relatados aqui, mas que serdo publicados. Podendo assim,
declarar que ja foram investigados residuos de pesticidas presentes em
méis de abelhas sem ferrdo do estado de Santa Catarina. Foram
realizados estudos do efeito citoprotetor dos méis em danos oxidativos
celulares. O grupo de pesquisa iniciou também investigacdes de
compostos bioativos e residuo de pesticidas presentes no polen
produzidos por abelhas sem ferrdo do estado de Santa Catarina.
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APENDICE
Apéndice A- Limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)
utilizados para cada um dos elementos minerais estudados.

Analitos LOD (ug g% LOQ (g g?)
Total Bioacessivel Total Bioacessivel
Ca* 0,10 0,01 0,33 0,09
K* 0,05 0,02 0,16 0,03
Na 0,2 - 0,6 -
Mg 0,02 5 0,1 15
Mn 0,01 0,3 0,05 1
Al 0,01 0,3 0,05 1
Fe 0,05 1,6 0,2 5
Co 0,01 0,3 0,05 1
Cu 0,01 0,3 0,05 1
Zn 0,01 0,3 0,05 1
Cd 0,01 0,3 0,05 1
Pb 0,01 0,3 0,05 1
Ba 0,01 0,3 0,05 1
Ni 0,005 0,17 0,2 0.5
Li 0,01 0,3 0,05 1

* = Valores expresso emmg g 1,
- Ndo analisando
Fonte: prdprio autor.
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Apéndice B- Coromatograma representativo obtidos do HPLC-FLD
para a identificagdo de aminodcidos em méis de abelhas sem ferrdo
(Meliponinae).

(@)

(b) Tempo (min)

Tempo (min)
Legenda: (a) - cromatograma identificacdo dos padrdes: 1- aspartico, 2-
glutdmico, 3- Aspargina, 4- glutamina, 5- histidina, 6- serina, 7-
argenina, 8- glicina, 9-treonina, 10- Alanina, 11- prolina, 12- tirosina,
13- valina. (b) - cromatrograna de uma amotras de mel de abelhas sem
ferrdo (Meliponinae) identificando cada amino&cido presente.
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Apéndice C- Coromatograma representativo obtidos do LC-MS para a
identificacdo de aminodcidos em méis de abelhas sem ferrdo
(Meliponinae).

(@)

ooooooooo

ooooooooo

(b) 1 Tempg(min)

nnnnnnnnn

uuuuuuuuu

uuuuuuuuu

nnnnnnnn

Tempo (min)
Legenda: (a) - cromatograma representativo para a identificacdo dos padrdes:
1- leoucina, 2- isoleucina, 3- fenilalanina, 4- triptofano (b) — cromatrograna
representavo de uma amotras de mel de abelhas sem ferrdo (Meliponinae)
identificando: 1- leoucina, 2- isoleucina, 3- fenilalanina, 4- triptofano.

Apéndice D- Limites de detecgdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)
utilizados para cada um dos aminoacidos estudados.
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Aminoacidos LOD (mg/Kg) LOQ (mg/Kg)
Aspartico 0,45 1,52
Glutamino 1,31 4,35
Asparagina 0,34 1,12
Glunamina 0,36 1,19

Histidina 0,71 2,37
Serina 0,63 2,10
Arginina 1,09 3,63
Glicina 0,25 0,84
Treonina 0,51 1,69
Alanina 0,73 2,45
Prolina 0,33 1,11
Tirosina 1,46 4,87
Valina 0,42 1,39
Leucina 0,38 1,25
Isoleucina 1,83 6,11

Fenilalanina 0,18 0,60

Triptofano 0,92 3,08
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Anexo A - Tabela simplificada das necessidades de ingestdo diaria para
K, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn, Na, Ni e Cu. Valores demonstrados em mg dia
1

Criangas
1l a3anos 4 a 8 anos
RDA UL RDA UL
K 3000* ND 3800 ND
Ca 500 * 2500 800 * 2500
Fe 7 40 10 40
Mg 80 65 130 110
Mn 12* 2 15* 3
Zn 3 7 5 12
Cu 260 340 340 440
Na 1000* 1500 1200* 1900
Ni ND 0.2 ND 0,3
Homens
9 a 18 anos 19 a 50 anos > 51 anos
RDA UL RDA UL RDA UL
K 4700 * ND 4700 ND 4700 * ND
Ca 1300 * 2500 1000 2500 1200 * 2500
Fe 11 40 8 45 8 45
Mg 340 410 350 400 350 420
Mn 16* 6 18* 11 18* 11
Zn 11 23 11 40 11 40
Cu 0,89 5 0,9 10 0,9 10
Na 1500 2300 1500 2300 1300 2300
Ni ND 1,0 ND 1,0 ND 1,0
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Continuacao

Mulheres
9 a 18 anos 19 a 50 anos > 51 anos
RDA UL RDA UL RDA UL
K 4700 * ND 4700 ND 4700 * ND
*
Ca 1300 * 2500 1000 2500 1200 * 2500
*
Fe 15 45 18 45 8 45
Mg 360 350 320 350 320 350
Mn 16* 6 18* 11 18* 11
Zn 9 23 8 40 8 40
Cu 0,89 5 0,9 10 0,9 10
Na 1500 2300 1500 2300 1300 2300
Ni ND 1,0 ND 1,0 ND 1,0

* Apenas a ingestdo adequada (Al) foi estabelecida.
Fonte: adaptada de I0OM, 2001.
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Anexo B - Pardmetros otimizados no espectrdmetro de massas obtidos
pela infusdo dos padrdes de compostos fendlicos.

Compostos DP EP CEP CE CXP
4-aminobenzoico -20,00 -9,50 -10,00 -16,00 -2,00
Acido salicilico -25,00 -2,50 -10,00 -24,00 -2,00
Acido cinamico -25,00 -9,00 -10,00 -16,00 -2,00
Acido p-anisico -25,00 -5,00 -10,00 -18,00 -2,00
Acido mandélico -20,00 -7,50 -10,00 -12,00 -2,00
Vanilina -25,00  -3,00 -14,00 -14,00 -2,00
Acido4- . 3000 -650  -10,00  -1800  -2,00
hidroximetilbenzoico

Acido 3,4

dihidroxibenzoico -30,00 -7,00 -10,00 -20,00 -2,00
Umbeliferona -55,00 -4,50 -10,00 -22,00 -4,00
écido p-cumarico -21,00 -4,00 -17,69 -13,00 -6,00
Acido

metoxifenilacético -10,00 -10,00 -10,00 -6,00 -2,00
Acido vanilico -30,00 -7,00 -10,00 -18,00 -2,00
Acido galico -25,00 -11,00 -12,00 -20,00 -4,00
4-metilumbeliferona -45,00 -10,50 -10,00 -28,00 -2,00
Coniferaldeido -25,00 -10,00 -12,00 -20,00 -2,00
Acidocafeico -30,00 -11,00 -10,00 -22,00 -2,00
Siringaldeido -25,00 -4,50 -10,00 -20,00 -4,00
Escopoletina -35,00 -4,00 -12,00 -14,00 -2,00
Acidoferulico -40,00 -7,00 -10,00 -24,00 -2,00
Acidosiringico -30,00 -10,50  -12,00 -28,00 -2,00
Sinapaldeido -30,00 -3,00 -12,00 -22,00 -2,00
Acidosinapico -30,00 -12,00 -16,00 -22,00 0,00
Resveratrol -50,00 -8,50 -18,00 -24,00 -4,00
Crisina -65,00 -10,00 -20,00 -52,00 -2,00
Pinocembrina -60,00 -12,00 -22,00 -54,00 -2,00
Apigenina -75,00 -9,00 -14,00 -46,00 -2,00
Galangina -75,00 -8,50 -16,00 -64,00 -10,00
Naringenina -60,00 -4.50 -12,00 -28,00 -2,00
Campferol -75,00 -4,50 -16,00 -62,00 -2,00
Eriodictiol -75,00 -9,50 -16,00 -36,00 -4,00
Aromadendrina -45,00 -4,00 -16,00 -32,00 -2,00
Fustina -45,00 -4,00 -14,00 -38,00 -2,00
Catequina -55,00 -4,50 -14,00 -34,00 -4,00
Epicatequina -290,00 -4,00 -16,00 -40,00 -2,00

Hispidulina -50,00 -7,00 -22,00 -14,00 -4,00
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Acidoelagico -50,00 -10,50 -16,00 -58,00 0,00
Quercetina -80,00 -6,00 -1400 -32,00 0,00
Taxifolina -95,00 -10,50 -16,00 -30,00  -2,00
Miricetina -65,00 -450 -18,00 -34,00 -2,00
Carnosol -75,00 -5,00 -16,00 -16,00  -4,00

Acido clorogénico -25,00 -5,00 -24,00 -28,00 -2,00
Acido rosmarinico -50,00 -3,00 -18,00 -28,00 -4,00

Isoquercetina 245,00 -3,00 -48,00 -44,00 -2,00

Naringina 250,00 -4,00 -36,00 -52,00 -2,00

Rutina -31,00 -5,00 -34,19 -27,00 -6,00

DP - Potencial de desagregacdo; EP — Potencial de entrada; CEP —
Potencial de entrada da célula de colisdo; CE — Energia de colisdo; CXP
- Potencial de saida da célula de colisdo.

Fonte: prdprio autor.
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Anexo C - fon precursor, fon quantitativo, tempo de retencéo e limites
de deteccdo (LOD) dos compostos fendlicos identificados nas amostras
de mel de abelhas sem ferrdo

fon fon Tempode  LOD
Composto precursor guantitativo retencéo (mg
(m/z) Q1 (m/z) Q3 (min) LY
4-aminobenzoico 135,85 90,5 10,47 0,060
Acido salicilico 136,9 91,1 10,99 0,003
Acido mandélico 150,875 106,80 7,86 0,051
Vanilina 150,892 132,8 10,42 0,005
Acido 3,4 152,83 106,0 6,92
dihidroxibenzoico 0,009
Umbeliferona 160,802 129,5 10,78 0,003
Acido p-cumarico 163,040 119,0 10,46 0,001
Acidovanilico 166,831 148,50 9,65 0,022
Acido galico 168,336 124,1 3,98 0,011
Coniferaldeido 176, 865 160,30 11,31 0,002
Acidocafeico 178,834 131,30 9,45 0,006
Siringaldeido 180,873 163,10 10,76 0,013
Escopoletina 190,7 172,8 10,9 0,005
Acido trans ferdlico 192,8 129,7 10,7 0,006
Acidosiringico 196,8 119,6 10,0 0,009
S|napa|de|’do 206,9 174,4 11,3 07006
Acidosinapico 222,8 161,6 10,8 0,019
Chrysina 252,8 62,2 13,8 0,004
Pinocembrina 2549 60,7 135 0,002

Apigenina 268,7 114,8 12,6 0,009
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Naringenina
Eriodictiol
Aromadendrina
Catequina
Hispidulina
Quercetina
Taxifolina
Miricetina
Carnosol

Acido clorogénico
Acido rosmarinico

Isoquercetina

270,8
286,8
286,8
288.8
298,8
301,0
302,8
316,8
329,0
352,8
358,9

462,9

150,2
132,1
123,9
120,3
282,7
149,3
120,7
150,6
284,0
187,8
159,8

297,3

Continuagéo
12,3
11,8
11,2

8,8
12,72
10,8
10,7
11,2
14,3
9,1
10,8

10,8

0,002
0,003
0,003
0,013
0,004
0,014
0,007
0,014
0,002
0,005
0,004

0,003

Fonte: proprio autor.
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