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RESUMO

A criagdo racional de abelhas é uma das atividades agropecudrias mais promissoras, visto
que ¢ essencialmente familiar e auto-sustentavel, pois auxilia na manutengao e recuperagao
do meio ambiente através de seu papel na polinizagdo e garante renda ao produtor que
emprega nela a sua familia. O mel € o principal produto dessa atividade, sendo gerado por
abelhas meliferas - nativas ou africanizadas. Sua composi¢do quimica ¢ bastante variada,
dependendo principalmente da origem floral, entomoldgica e geografica. O proposito deste
trabalho foi avaliar qualidade do mel de diferentes origens entomoldgicas do Estado de
Alagoas, na estagdo das secas de 2008/09, por meio de pardmetros fisico-quimicos e
microbioldgicos, além de conhecer suas provaveis agdes antioxidante e antimicrobiana.
Para tanto, coletou-se 43 amostras de méis (14 de Apis mellifera, 22 de M. scutellaris, 03
de M. quadrifasciata, 02 de M. subnitida e 02 de Plebeia sp.) em diferentes municipios
alagoanos. Em relagdo aos parametros fisico-quimicos, avaliou-se o conteudo de glicidios
redutores, glicidios totais, sacarose aparente, umidade, condutividade elétrica, pH, acidez,
teor de proteinas totais, concentracdo de prolina, hidroximetilfurfural e atividade
diastasica. Em relacdo a atividade antioxidante avaliou-se quantitativamente e
qualitativamente o conteudo de fendis e flavondides totais, captura do radical 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH), além do método de redugdo do Fe’* — Fe*" (método FRAP).
Avaliou-se, ainda, a seguranca microbioldgica dos méis através da deteccao de esporos de
Clostridium sp., além do perfil antibacteriano e antifungico dos diferentes méis. Foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis a 95 % de probabilidade (p< 0,05), pois
os dados ndo apresentaram distribui¢do normal, realizando-se, ainda, a correlagdo de
Spearman a 95 % de significancia, p<0,05 e 99% de significancia, p<0,01. No tocante aos
parametros fisico-quimicos, apenas condutividade elétrica e sacarose ndo apresentaram
diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) entre os méis das distintas espécies de
abelhas. Em relagdo a atividade antioxidante, os méis de A. mellifera apresentaram agao
superior do que os das nativas, exceto no caso dos méis de Plebeia sp., que se destacaram
em uma série de parametros em compara¢ao com o das demais abelhas nativas. Verificou-
se, ainda, que os méis de abelhas nativas apresentaram maior atividade antimicrobiana em
relagdo aos méis de A. mellifera. Portanto, a agdo antibacteriana provavelmente se deve ao
efeito sinergistico da alta concentragio de ions H' (baixo pH), glicidios (potencial
osmotico) e compostos fenodlicos que se ligam as unidades glicidicas formadoras de sua

parede celular, inviabilizando sua adequada proliferagao.
PALAVRAS-CHAVE: Mel de abelhas, Meliponicultura, Parametros Fisico-

Quimicas, Atividade Antioxidante, Atividade Antimicrobiana, Clostridium sp, M.
scutellaris, M. quadrifasciata, M. subnitida e Plebeia sp.
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ABSTRACT

The rational development of bees is one of the most promising agricultural activities, since
it is essentially self-sustaining family and therefore helps to maintain and restore the
environment, through their role in pollination, and guarantee income to the producer who
employs his family on it. Honey is the main product of this activity, being generated by
honey bees - native or Africanized. Its chemical composition is quite varied, depending
mainly of floral, entomological and geographical origin. The purpose of this study was to
evaluate the quality of honey from different entomologic sources of the State of Alagoas,
in the dry season of 2008/09, by physico-chemical and microbiological criteria, and know
their likely actions antioxidant and antimicrobial. Thus, 43 samples of honey (14 of Apis
mellifera, 22 of M. scutellaris, 3 of M. quadrifasciata, 2 of M. subnitida e 2 of Plebeia sp)
were collected from different municipalities of Alagoas. In relation to the physico-
chemical parameters, it were evaluated the content of reducing carbohydrates, total
carbohydrates, sucrose apparent, moisture, electrical conductivity, pH, acidity, content of
total protein, concentration of proline, diastase activity and hydroxymethylfurfural.
Regarding to the antioxidant activity, it was evaluated in qualitative and quantitative terms
of the content of total phenols and flavonoids, capture of the radical 2,2-diphenyl-1-picril-
hdrazil (DPPH) and through the antioxidant power of reduction of Fe’ © — Fe* © (FRAP
method). It was also evaluated the microbiological safety of honeys through the detection
of spores of Clostridium sp., and through the profile of various antimicrobial. We used the
nonparametric test of Kruskal Wallis to 95% (p <0.05), because the data did not show
normal distribution. It was also performed the correlation of Spearman to 95%
significance, p <0.05, and 99% significance, p <0.01. With regard to the physico-chemical
parameters, only electrical conductivity and sucrose showed no statistically significant
difference (p <0.05) among the different species of honey bees. On the antioxidant activity,
the honey of A. mellifera showed higher activity than those of natives, except in the case of
honey of Plebeia sp, who stood out in a number of parameters compared to the other native
bees. It was found also that the honey of native bees showed slight difference in
comparizon to the honeys of A. mellifera regarding to its antimicrobial action, and it was
not seen this variation on the activity of heat-resistant fungi, which were also much less
sensitive than the bacteria to aqueous solutions of honey (25%). Therefore, the
antibacterial action is probably due to the synergistic effect of high concentration of H"
ions (low pH), carbohydrates (osmotic potential) and phenolic compounds that bind to

glucose forming units of its cell wall, preventing their proper proliferation.

KEYWORDS: Honey of bee, Meliponiculture, Physico-Chemical Parameters,
Antioxidant Activity, Antimicrobial Activity, Clostridium sp. M. scutellaris, M.
guadrifasciata, M. subnitida e Plebeia sp.
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1. INTRODUCAO

Face a grande adaptabilidade das abelhas ao clima das diversas regides onde se
instalam, sua criagdo ¢ uma atividade mundialmente conhecida (LENGLER, 2007),
apresentando duas grandes linhas de estudo: a apicultura, que estuda produtos de abelhas
africanizadas do género Apis, as quais foram introduzidas no Brasil (exéticas) durante o
século XIX, e a meliponicultura, que se destina ao estudo de abelhas nativas, cujas
principais espécies de ocorréncia na regido Nordeste sdo: Melipona scutellaris (Urugu),
Tetragonisca angustula (Jatai) e Melipona subnitida (Jandaira) (LOCATELLI et al.,
2006).

A implantacdo de programas apicolas no Brasil ¢ amplamente promissora, visto
que em grande parte de sua extensdo ocorre a cobertura vegetal (natural e diversificada, ou
substituida por culturas agricolas), além das condi¢des edafoclimaticas serem favoraveis
durante todo o ano para a criagcdo de abelhas africanizadas - as quais apresentam vantagem
competitiva no tocante a tolerancia as pragas e doencas. A suscetibilidade as pragas e
doengas, alids, tem causado prejuizos em importantes regides apicolas do mundo

(ARRUDA et al. 2004; BERTOLDI et al. 2004).

O produto apicola mais facil de ser explorado ¢ o mel, sendo também o mais
conhecido e aquele com maiores possibilidades de comercializagdo. Winston (2003) o
define como o produto resultante do néctar levado dentro das vesiculas meliferas das
abelhas a colméia, e submetido a processos fisicos (desidratagdo) e quimicos
(enzimaticos). Durante a coleta, enzimas das glandulas hipofaringeas (a-amilase, invertase
e glicose-oxidase) sdo acrescidas ao néctar e, quando as reagdes enzimaticas e a
vaporizagao da dgua se completam, esse composto “maduro” ¢ chamado de mel (CRANE,

1983).

A composi¢do quimica do mel ¢é bastante variada, dependendo principalmente da
origem floral. No entanto, a origem entomoldgica deste alimento exerce papel fundamental
em sua composi¢cdo quimica, visto que diferentes espécies de abelhas possuem hdbitos de
visitagdo floral distintos (SILVA et al., 2004; ZAMORA & CHIRIFI, 2006; ALMEIDA-
ANACLETO, 2007).

O mel de abelhas sem ferrdo (nativas), por outro lado, ¢ um produto que também
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tem apresentado uma demanda crescente de mercado em diferentes regides do Brasil,
obtendo pregos mais elevados que o das abelhas do género Apis. Entretanto, ainda existem
poucos estudos sobre as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e nutracéuticas
desse produto, dificultando assim a definicdo de padrdoes de qualidade para a sua
comercializagdo (NOGUEIRA-NETO, 1997; SOUZA et al., 2004, ALMEIDA-
ANACLETO, 2007; SOUZA, 2008).

Diante do exposto, o proposito deste trabalho foi avaliar a qualidade do mel de
diferentes origens entomoldgicas de municipios representativos de diferentes mesorregides
do Estado de Alagoas, na estacdo das secas, por meio de pardmetros fisico-quimicos e

microbioldgicos, além de conhecer sua atividade antioxidante e antimicrobiana.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL
Diferenciar, segundo sua composicdo quimica, atividade antioxidante e
antimicrobiana, os méis de abelhas nativas e africanizadas de diferentes regides do Estado

de Alagoas, produzidos durante a estagdo das secas.

2.2 ESPECIFICOS:

2.2.1 — Caracterizar a qualidade fisico-quimica dos méis de abelhas nativas e
africanizadas, por meio dos seguintes parametros: glicidios redutores, glicidios totais,
sacarose aparente, condutividade elétrica, umidade, pH, acidez, teor de proteinas, contetido

de prolina, hidroximetilfurfural e atividade diastésica;

2.2.2 — Determinar os conteudos de fendis e flavondides totais nos diferentes

méis, além de avalia-los qualitativamente (Cromatografia em Camada Delgada);

2.2.3 — Avaliar a capacidade antioxidante dos diferentes méis, por meio do teste
de captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), além do método de reducdo do
Fe*™ — Fe*™ (método FRAP);

2.2.4 — Diagnosticar a seguranca microbioldgica dos méis, por meio da deteccao

de esporos de Clostridium sp.

2.2.5 — Avaliar o perfil antibacteriano dos méis de A. mellifera e de abelhas
nativas frente a bactérias de interesse em gastrointerites alimentares, a saber, Salmonella

Tiphymurium, Escherichia coli além de Helicobacter pylori;

2.2.6 — Determinar a atividade antifingica dos méis de nativas e africanizadas
frente a fungos filamentosos termorresistentes e deteriorantes de alimentos Byssochlamys

fulva (CCT 0056), Neosartorya fischeri (CCT 3491) e Talaromyces flavus (CCT 4683);

2.2.7 — Relacionar os parametros fisico-quimicos e atividade antioxidante através

de métodos estatisticos com a origem entomoldgica dos diferentes méis.
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3. REVISAO DE LITERATURA

Insetos da ordem Hymenoptera, as abelhas surgiram no planeta hd mais de 50
milhdes de anos e sua criacdo ¢ uma atividade mundialmente conhecida. Praticamente
todas as civilizagdes conheceram e utilizaram seus produtos para diferentes fins,
alimenticios e/ou medicinais, como o uso do mel em tratamento de feridas, queimaduras,
tratamento de catarata, desordens e lesdes agudas e cronicas do trato gastrointetinal (AL-
MAMARY et al., 2002; BALTRUSAITYTE et al., 2007; LENGLER, 2007). Tais usos,
no entanto, foram baseados em principios empiricos por muito tempo, mas atualmente
sdo requeridos estudos de atividades biologicas para determinagdo das propriedades
terapéuticas do mel (BERETTA et al., 2005; KUCUK et al., 2007; AL et al., 2009).

O homem dos primérdios empreendia verdadeiras aventuras para saborear o mel
das colméias, sem compreender que as ferroadas das abelhas serviriam de medicamento
para resolver problemas reumaticos e artriticos. H4 6.000 anos, os hindus ja conheciam o
fato de que, além do mel que usavam como alimento, a propolis, tinha efeito cicatrizante
de feridas. Papiros egipcios escritos ha 4000 anos também apresentavam relatos de
sucesso no tratamento de 48 casos em que se utilizou uma mistura de cera e mel sobre
cortes abertos, além de gargarejos de mel e anis para ulceras bucais. O “pai da
Medicina”, o grego Hipodcrates (460-370 a.C.), também usava esse alimento em seus
preparados para combater diversas doencas (LENGLER, 2007).

Aproximadamente 1.200.000 toneladas (ton) de mel sdo produzidas no mundo
anualmente, sendo a China o maior produtor (cerca de 260 mil ton ao ano). A Alemanha ¢
o principal importador, consumindo cerca de 50% do mel exportado no mundo, e
produzindo menos de 33 mil ton ao ano. No Japdo, 60% do mel sdo empregados na
industria e 40% constituem mel de mesa, sendo esse pais um dos maiores importadores do
produto, em vista da reducdo do numero de apicultores por conta dos melhores pregos de
importa¢do, e da diminui¢do de areas meliferas. A Argentina, que produz cerca de 60 mil
ton ao ano, consome somente cerca de 10 ton ao ano desse produto (EMBRAPA, 2006;
SOUZA, 2006b).

A maioria dos brasileiros que consome mel pertence as classes A e B, e o faz na
forma de medicamento, ndo o considerando um produto oneroso. Por outro lado, aqueles
que consideram o mel um alimento, acreditam no mito de que este aumente as taxas de

colesterol, além de que, para tal clientela ¢ um produto caro (SEBRAE
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AGRONEGOCIOS, 2006). A média de consumo per capita nacional por ano ¢ de 100 g de
mel, enquanto que o europeu consome em torno de 1 Kg (PEROSA, 2004).

Conforme dados da Confederagdo Brasileira de Apicultura, em 2007 o Brasil foi o
11° produtor de mel no ranking mundial, sendo que a cadeia produtiva envolvia mais de
350 mil apicultores, além de gerar 450 mil ocupag¢des no campo e 16 mil empregos diretos
no setor industrial. O pais também conquistou posi¢do de destaque no mercado externo,
sendo o 5° maior exportador, passando de 269 toneladas de mel exportadas em 2000, para
21 mil toneladas em 2005. Nos primeiros 9 meses de 2007, as exportagdes brasileiras de
mel totalizaram uma receita de US$ 15.872.540,00 sobre um volume de 6.869.676,00 Kg,
sendo os seis principais Estados exportadores nesse periodo os de Sao Paulo (US$
5.749.375,00); Rio Grande do Sul (US$ 2.402.763,00); Santa Catarina (US$
2.031.888,00); Ceara (US$ 1.934.544,00); Piaui (US$ 1.682.448,00) e Parana (US$
1.094.231,00) (RESENDE, 2008).

Portanto, no Brasil, a apicultura vem crescendo anualmente devido as condigdes
edafoclimaticas favoraveis, especialmente na regido Nordeste e representa uma alternativa
de renda ao sertanejo por requerer baixo investimento financeiro e ocupag¢do da mao de

obra familiar (ARRUDA et al., 2004; BERTOLDI et al., 2004).

3.1 APICULTURA: ASPECTOS GERAIS

As abelhas pertencem a Superfamilia Apoidea da Ordem Hymenoptera, sendo que
aquelas com habitos sociais sdo classificadas dentro da subfamilia Apinae, contendo esta
varias tribos (WINSTON, 2003). Dentre as que possuem habitos sociais mais avangados, a
tribo Apini agrupa as abelhas do género Apis, e a tribo Meliponini agrega as abelhas sem

ferrdo ou meliponineos (NOGUEIRA-NETO, 1997; LOCATELLI et al., 2006).

A tribo Apini € representada pela espécie Apis mellifera, a qual foi introduzida no
Brasil em 1839, pelo Padre Antonio Carneiro, em colonias alemas, italianas e caucasianas,
quando vinha Porto, em Portugal (NOGUEIRA-NETO, 1997). Em 1956, as abelhas
africanas (A. mellifera scutellata), conhecidas como altamente produtivas, porém
agressivas, foram introduzidas em Camaqua na regido de Rio Claro-SP, pelo Prof.
Warwick Estevam Kerr, com o objetivo de efetivar o melhoramento genético das abelhas
trazidas pelo Padre Antonio Carneiro e imigrantes, aumentando sua produgdo de mel,
associado a uma baixa agressividade (SOARES, 2006). Das colonias de abelhas africanas,

26 fugiram por acidente, devido a facil adaptagdo dessas ao clima tropical brasileiro,
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similar ao do continente africano. Essas enxamearam e cruzaram com as européias que
aqui existiam, e 20 anos apods ja tinham se expandido por toda a América do Sul, na forma
de hibridos entre as abelhas alemas (A. mellifera mellifera), italianas (A. mellifera
lingustica), caucasianas (A. mellifera caucasica) ¢ africanas. Ja que os hibridos
apresentaram caracteristicas mais proximas as das abelhas africanas, foram denominados
"africanizados" (Figura 1) (WIESE, 1985; NOGUEIRA-NETO, 1997; WINSTON, 2003;
MENDONCA & LIRA, 2006).

FIGURA 1 — Abelhas da espécie Apis mellifera em um quadro de mel.

Assim, a criagdo racional de abelhas do género Apis (Apicultura) ¢ atualmente
desenvolvida em todo o Brasil com abelhas africanizadas, que apresentam produtividade
superior, maior resisténcia a doencas e melhor adaptacdo as condi¢des climaticas de todo o
territério brasileiro. Este ¢ ocupado por cobertura vegetal natural diversificada, ou
substituida por culturas agricolas (WINSTON, 2003; ARRUDA, et al., 2004; BERTOLDI
et al., 2004; WIESE, 2005).

Floradas variadas, clima quente e maior periodo de luminosidade sdo trunfos do
Nordeste brasileiro para incremento de sua apicultura, gerando empregos, melhoria sdcio-
econdmica das populagdes de baixo poder aquisitivo, € aumento da balanga comercial por
meio de exportacdo (LIMA, 1995). Cerca de 50% da vegetacdo do Nordeste ¢ composta
por caatinga hiperxerofila, com trechos de Floresta Caducifélia, sendo a exploracdo
agricola, bastante dificultada pelo homem. Por outro lado, ¢ uma regido promissora para o

desenvolvimento de grandes projetos apicolas, uma vez que apresenta um pasto apicola
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praticamente sem qualquer contaminagdo quimica, com possibilidade de obter o mel
organico, livre de agrotoxicos e medicamentos (ARRUDA et al., 2004).

Segundo Souza (2006b), a apicultura vem sendo praticada em Alagoas desde o final
da década de 80 e inicio da década de 90, sendo inicialmente desenvolvida de forma
artesanal, j4 que no Estado ndo havia empresas que comercializavam insumos,
equipamentos e ferramentas apicolas, ndo atendendo aos padrdes recomendados pela
tecnologia empregada no setor. Além disso, a produgdo apicola do Estado ¢ uma atividade
secunddria, caracterizada por pequenos apiarios fixos, baixo manejo dos enxames,
desconhecimento da flora apicola, falta de controle de qualidade do produto, logistica de
vendas deficiente e cooperativismo incipiente (NETO, 2008). Portanto, a apicultura do
Estado de Alagoas carece de formalidade e profissionalizacdo (SOUZA, 2006b; NETO,
2008).

Estima-se que o Estado de Alagoas possua cerca de 700 apicultores, Segundo o
IBGE, em 2001, Alagoas produziu 21.200 Kg de mel, em 2004 aumentou essa producao
para 116.098 Kg, e em 2007 para 171,85 Kg. Varios produtos apicolas, entretanto,
possuem potencial significativo de comercializacdo e conseqiientes beneficios para o
Estado, seja através da geracdo de renda direta para trabalhadores rurais e produtores de
insumos, ou seja através da recuperacdo de areas degradadas por erosdo, queimadas e
desmatamentos, e da propria producdo agricola, em face do desempenho das abelhas na
polinizagdo. No entanto, a distancia entre o potencial produtivo e a producdo do Estado ¢

notéria (PLANO DE ACAO APL APICULTURA NO SERTAO, 2004; NETO, 2008).

3.2 MELIPONICULTURA: ASPECTOS GERAIS

As abelhas nativas (meliponineos dos trépicos de todos os continentes) somam
cerca de 56 géneros ¢ 600 espécies (SOUZA et al., 2006). A meliponicultura (termo
utilizado pela primeira vez por Paulo Nogueira-Neto, em 1953) ¢ o nome dado a criagao de
abelhas sem ferrdo, pois embora presente, o ferrdo destas abelhas ¢ atrofiado,
(NOGUEIRA-NETO, 1997). As abelhas sem ferrdo sdo amplamente distribuidas nas
regides de clima tropical do planeta, ocupando também algumas regides de clima
temperado subtropical (KERR et al., 1996).

Tais abelhas pertencem a superfamilia Apoidea, familia Apidae, subfamilias
Apinae, Meliponinae, Bombinae e Euglossinae. Os Meliponinae, por sua vez, se dividem
em duas tribos: Meliponini e Trigonini (NOGUEIRA-NETO, 1997). A tribo Meliponini ¢

dividida em duas subtribos: Meliponina, representada apenas pelo género Melipona, e
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Trigonina, que ¢ constituida por varios géneros (VIT et al., 2004).

As colonias de Melipona possuem entre 500 e 4000 individuos, enquanto que as de
Trigona variam de 300 a 80.000 abelhas (FREITAS, 2003).

Os principais géneros de abelhas meliferas nativas sdo: Melipona, Tetragonisca,
Scaptotrigona, Plebeia (na América), Meliponula (Africa), Tetragonula (Asia) (SOUZA et
al., 2006). Dentre os paises que se destacam nas Américas pela criagcdo de abelhas nativas
estdo México, Colombia, Guatemala, Venezuela ¢ Brasil (VIT et al., 2004).

Segundo Kerr et al. (1996), os povos pré-colombianos ja conheciam as abelhas sem
ferrdo e as domesticaram, dando-lhes os nomes que ainda hoje persistem na cultura popular
brasileira: Jatai, Urugu, Tiiba, Mombuca, Jandaira, Guarupu, Manduri e tantas outras.

Como a diversidade de espécies de meliponineos no Brasil ¢ grande (Figura 2,
Quadro 1), freqiientemente encontra-se mais de uma espécie com 0 mesmo nome popular.
Assim ¢ que denominagdes como Mirim, Mosquito, Jandaira, Mandagaia e Urugu sdo
comuns em todo o pais, mas a espécie de abelha a que se referem ¢ diferente entre regides,
Estados ou ainda em uma mesma localidade (NOGUEIRA-NETO, 1997). A nomenclatura
cientifica torna-se, portanto, a Unica referéncia segura para sabermos com que espécie de

abelhas sem ferrao se esta lidando (FREITAS, 2003).
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FIGURA 2 — Distribui¢do de algumas espécies de abelhas sem ferrdo (nome popular) nas

diferentes regides do Brasil. Fonte: LOPES et al. (2005).



DUARTE, A. W. F. 2009. Mel de abelhas nativas e africanizadas do Estado de Alagoas:
composicdo quimica, seguranca microbioldgica e atividade terapéutica.

QUADRO 1 - Principais espécies de abelhas sem ferrdo do Brasil - localizagao geografica

e bioma de ocorréncia.

Espécie de Abelha sem ferrao

Bioma e Localizacdo Geografica

Melipona compressipes manaoensis;
M. seminigra merrillae Cockerell;
M. rufiventris paraensis Ducke;

Amazonia (Amazonas)

Frieseomellita sp.;

. compressipes fasciculata Smith;

. compressipes manaoensis;

. rufiventris flavolineata Friese;

. melanoventer Schwarz;

. seminigra pernigra Moure & Kerr;

. seminigra Moure & Kerr (Tapajos subsp.);
Scaptotrigona nigrohirta Moure ;

Tetragona clavipes Fabricius;

Tetragonisca angustula Latreille;

=LKL

Amazonia (Para e Maranhao)

M. crinita Moure & Kerr;

M. eburnea fuscopilosa Moure & Kerr;
M. flavolineata Friese;

M. grandis Guérin-Méneville;
Tetragonisca weyrauchi Schwarz;

Amazonia (Acre)

M. compressipes fasciculata Smith;
M. fulva Lepeletier;

Amazonia (Amapad)

M. asilvai Moure;
Scaptotrigona sp.;
M. subnitida Ducke;

Caatinga (Nordeste)

M. rufiventris Ducke;
M. scutellaris Latreille;

Mata  Atlantica (Nordeste e

M. quadrifasciata Lep.; Sudeste)
Tetragonisca angustula Latreille;
Frieseomelitta varia Lepeletier; Savana (Nordeste)

M. rufiventris Ducke;
Scaptotrigona sp.;
M. mandacaia Smith.

Fonte: Adaptado de CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006.

Apesar de nao possuirem ferrdo ativo, os meliponineos desenvolveram estratégias
para se defenderem de inimigos, variando estas com a espécie, o predador e o ecossistema
em que vivem. Algumas espécies, como a Urugu (M. scutellaris Latreille), a Jandaira do
Ceara (M. subnitida Ducke), e a Canudo ou Tubuna (Scaptotrigona bipunctata Holmberg),
constroem entradas estreitas para o ninho, de forma que apenas uma ou poucas abelhas

possam entrar de cada vez, e alinham abelhas-guarda na passagem (Figura 3). Isso evita
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ataques dos inimigos. Outras espécies fecham essa entrada com cera e resina quando se
sentem ameagadas e so reabrem a entrada quando o perigo ja se extinguiu (Urugu Amarela:
M. rufiventris Lepeletier ¢ Urugu Boca de Renda: M. seminigra Friese) (NOGUEIRA-
NETO, 1997; FREITAS, 2003).

FIGURA 3 — Aspecto da arquitetura da entrada do ninho de Melipona scutellaris, com

uma abelha guarda na entrada da colméia, evidenciando a estratégia de defesa.

A forma mais conhecida de defesa ¢ aquela na qual a abelha enrola-se nos pélos
e/ou cabelos do agressor, aderindo propolis ¢ mordendo-o, como fazem a Sanhardo
(Trigona truculenta Almeida) ¢ a Arapua ou Irapua (T. spinipes Fabricius). Ja a abelha
Tataira (Oxytrigona tataira Smith) libera acido formico produzido em suas glandulas
mandibulares ao morder o inimigo, este queima a parte do corpo atingida (FREITAS,
2003).

Muitos meliponineos constroem seus ninhos em cavidades de arvores (Figura 4),
bambus e outras plantas, embora algumas espécies nidifiquem em fendas de rochas e
orificios decorrentes de ninhos abandonados de cupins ou formigas, de raizes que
apodreceram ou, ainda, de frestas em assoalhos de madeira, paredes, calgadas, lajes e
pilastras de cimento. No entanto, para criagdo racional e producao de mel de abelhas
nativas, ¢ necessario o uso de colméias apropriadas, visando a maximizagao da producao
(KERR et al., 1996; NOGUEIRA-NETO, 1997).

De uma maneira geral, o ninho dos meliponineos ¢ construido com uma mistura de

cera, propolis e barro denominada cerume, e consiste basicamente das células de cria e
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potes para armazenamento de pdlen e mel. As células de cria apresentam-se quase sempre
envoltas por uma fina membrana de cera e/ou resinas chamada involucro e podem estar
arranjadas em camadas horizontais chatas e sobrepostas, espiraladas ou em cachos.
Portanto, as células de cria ficam na posicdo vertical e a abertura ¢ na parte superior

(FREITAS, 2003).

FIGURA 4 — Aspecto da forma de criagdo de Melipona scutellaris (Urugu) em troncos de

arvores capturados da natureza.

Os varios favos horizontais ou cachos de células da area de cria, bem como os potes
de mel e polen, sdo mantidos afastados e ao mesmo tempo interligados por uma série de
pilares que dao firmeza e estrutura aos ninhos dos meliponineos. A &rea total do ninho ¢
demarcada por uma camada externa dura de batume (mistura de prépolis e barro). As
espécies que nidificam em locais abertos, como galhos de arvore, também adicionam
resinas vegetais a camada externa do ninho para dar-lhe maior rigidez e protecdo contra
inimigos e intempéries (FREITAS, 2003; SOUZA, 2008).

O armazenamento do alimento das abelhas ocorre em células de cera construidas
com essa finalidade, com aparéncia de pequenos potes redondos ou ovais (no caso de mel),
ou, ainda, em forma de tubos de 3 a 15 cm de comprimento (no caso de polen),
dependendo da espécie. Mel e polen, geralmente, sdo armazenados em potes diferentes,
mas hé espécies que misturam os dois em um mesmo pote. Algumas espécies fazem seus
potes de mel e pdlen formando um circulo em volta dos favos de cria, mas a maioria das
espécies de meliponineos os constrdi isolados da area de crias (FREITAS, 2003).

Do ponto de vista biologico, a criacdo de abelhas nativas ¢ importante porque, ao

11
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coletarem podlen e néctar de flor em flor, esses insetos promovem a polinizagdo de 40 a
90% da flora nativa, e conseqiientemente, asseguram a perpetuag¢ao de milhares de plantas
nativas e das exdticas cultivadas favorecendo programas de reflorestamento (KERR et al.,
1996). Mas o interesse pela criagdo das mesmas, na maioria dos casos, ¢ justificado pelo
uso nutricional e terapéutico do mel e pelo fato da sua comercializagdo promover um
aumento da renda familiar, além da atividade servir como fonte de lazer (CAMARA etal.,
2004; CORTOPASSI-LAURINO et al., 20006).

Apesar de essa atividade ser praticada ha séculos, a exploragdo tem reduzido
grandemente a populagdo natural dessas espécies, havendo, no Brasil, muitas ameacadas de
extingdo em conseqiiéncia da alteragdo de seus ambientes em face do desmatamento, uso
indiscriminado de agrotoxicos ¢ agdo predatoria de meleiros (KERR et al., 1996;
PEREIRA, 2006; SOUZA et al., 2006).

Como produzem uma quantidade de mel menor do que a de A. mellifera, o manejo
racional de abelhas sem-ferrdo ndo tem despertado o interesse de criadores, o que explica a
limitada oferta desse produto. Conseqlientemente, em algumas regides, como Sul e
Sudeste, poucos conhecem os sabores do mel destas abelhas, o que faz do produto uma
verdadeira iguaria, com cores, sabores e aromas incomparaveis. Os que reconhecem seu
grande valor medicinal sdo geralmente as pessoas mais vividas (LOPES et al., 2005).
Apesar disso, no censo de 2005 sobre a meliponicultura brasileira, a regido Nordeste foi a
segunda colocada em termos de criadores (214) e ninhos (3182), ficando atrds apenas da
regido Sul, que possui 357 criadores e 6685 ninhos (LOCATELLI et al., 2006).

Segundo Locatelli et al. (2006), dentre as espécies que mais ocorrem na regidao
Nordeste, destacam-se Urugu (M. scutellaris), com pelo menos 1064 ninhos, Mandagaia
(M. quadrifasciata), com 217 ninhos, Jatai (Tetragonisca angustula Latreille) com 104
ninhos, e Jandaira (M. subnitida) com 889 ninhos.

Na Area de Protegio Ambiental (APA) de Santa Rita, regido sul de Alagoas,
estudos realizados por Silva & Lages (2001) constataram inUiimeras zonas de relevante
interesse ecologico, como a lagoa Manguaba e seus canais que a interligam com a lagoa
Mundaq, além dos remanescentes de Mata Atlantica, restinga ¢ manguezais. Este bioma,
segundo os autores, comporta atividades comprovadamente nao predatorias, como a
meliponicultura, uma alternativa de renda extra ao morador ribeirinho. A pesquisa levantou
a producdo de mel de abelha Urugu e conseqliente caracterizagdo das praticas e técnicas
envolvidas no manejo das colméias e extracdo de mel, confrontando-as com formas de

manejo mais tecnificadas e racionais que se enquadram nas estratégias de sustentabilidade.
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Os resultados obtidos demonstraram a rusticidade da atividade na regido (SILVA &

LAGES, 2001).

3.2.1 — Melipona scutellaris Latreille

A abelha Urugu (M. scutellaris), cujo nome vem do tupi Eeiru'su ("abelha grande"),
tem tamanho maior ou igual a Apis mellifera, e se destaca de outras abelhas da Zona da
Mata e Litoral Nordestino pelo porte avantajado, grande producao de mel e facilidade de
manejo, desenvolvido pelos povos nativos antes da chegada dos colonizadores (KERR et
al., 1996).

O mel desta abelha tem fins terapéuticos ou de alimento melhor para as familias
camponesas, sendo muito saboroso. Podem ser produzidos 10 litros ao ano por colonia em
épocas favoraveis, embora a média seja de 2,5 a 3 litros ao ano. E altamente balsamico e
infinitamente mais rico em principios aromaticos do que o mel de A. mellifera (KERR et
al.,1996; NOGUEIRA-NETO, 1997).

Nos trabalhos mais criteriosos, os criadores sdo incentivados a retirar o mel com
bomba sugadora, o que diminui a manipulagdo, o desperdicio no fundo das caixas e morte
de ovos e larvas quando ndo se inclina a colméia para escorrer o mel. No entanto, em
Alagoas predomina-se ainda a coleta por perfuragdo dos potes e escorrimento do mel

(SILVA & LAGES, 2001).

3.2.2 — Melipona quadrifasciata Lep.

A Mandagaia (M. quadrifasciata) tem sua presenca desde o Norte até o Sul da costa
Atlantica, sendo que a subespécie quadrifasciata ocupa os Estados de Sao Paulo, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, preferindo maiores altitudes, umidade relativa do ar (80-90
% entre 8 e 9h) e menores temperaturas (14-16 °C). A subespécie anthidioides habita as
regioes no Norte/Nordeste, embora no Estado de Sao Paulo encontrem-se as duas
subespécies (AIDAR, 1996; NOGUEIRA-NETO, 1996).

O mel produzido pela Mandagaia ¢ procurado pelo seu sabor agradavel, nao
enjoativo. E bastante liquefeito, devido ao alto teor de umidade, fato que exige o
armazenamento sob refrigeracao para evitar a fermentacao. Na natureza a Mandagaia pode
produzir de 1,5 a 2,0 litros de mel em épocas de boa florada, mas se criadas racionalmente

a producdo pode ser otimizada (AIDAR, 1996).

3.2.3 — Melipona subnitida Ducke
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A abelha Jandaira (M. subnitida) ¢ um meliponideo tipico do sertdo que pode ser
criada racionalmente, onde produz uma quantidade razodvel de mel. A origem de seu nome
comum vem do Tupi-Guarani Yandi-ira, Jandaira abelha de mel (CAMARA et al., 2004;
CORTOPASSI-LAURINO et al., 20006).

A sua criagao por ser de facil manejo por mulheres e criangas, contribuindo para a
conservacdo das abelhas e de seus ecossistemas favorecendo a sustentabilidade através da
restauragdo ambiental, polinizacdo da flora nativa e preservagdo de arvores que servem de
locais de nidificagdo. Os principais produtos da criagdo de Jandaira sdo o mel, que ¢
apreciado pelas populagdes nativas, tem otima qualidade (sabor, cheiro, cor, nutrientes,
atividade terapéutica, etc.) e valor comercial e os enxames, pela sua venda no tronco ou em

corticos (CAMARA et al., 2004).

3.2.4 — Plebeia droryana Friese

A abelha-mosquito ¢ um inseto social, manso, cujos ninhos sao encontrados em
diversos lugares, utilizando desde arvores até barrancos, desde que os ocos sejam de
tamanho apropriado e ndo aquecidos pela luz solar em demasia. Os favos de cria sdo
horizontais ou helicoidais e ocorrem células reais. O invélucro esta presente nesses favos e
¢ construido com cerume. As colonias podem ser constituidas por 2.000 a 3.000 abelhas. A
construcao dos favos de cria ¢ suspensa no inverno ou em uma parte dele no Estado de Sao
Paulo. Nesta espécie, ocorrem machos normais e gigantes ambos sdo tratados da mesma
maneira pelas operarias. Sdo escassas as informagdes a cerca da composi¢do quimica e
qualidade do mel de Plebéia, e apenas sabe-se que ¢ muito apreciado pelo seu sabor

diferenciado (NOGUEIRA-NETO, 1997).

3.3-MEL

Conforme mencionado, desde que o homem descobriu como coletar o mel para seu
proprio beneficio, este tem sido o produto mais difundido da criagdo de abelhas
destinando-se a diferentes fins, seja como alimento, medicamento ou conservante de graos
e frutas. Referéncias da utilizagdo do mel na medicina tradicional foram encontradas em
papiros egipcios de 4.000 anos atras, e em textos sumérios, gregos, romanos, assim como
também na Biblia e no Al-Cordo (CRANE, 1983; HENRIQUES, 2004). Nas antigas
civilizagdes do Egito e Israel, o mel era presenteado em cerimonias religiosas. Os israelitas
agradeciam a Deus pela safra agricola através da oferta dos produtos primeiramente

colhidos, incluindo o mel (CRANE, 1983). Mais recentemente, alguns paises direcionam
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grande parte da producdo de mel para fins terapéuticos (YANIV & RUDICH, 1996).

A composi¢do do mel ¢ bastante variada, dependendo principalmente da origem
floral e de sua origem entomolodgica, visto que as diferentes espécies de abelhas possuem
habitos florais distintos. Além disso, fatores externos, tais como, tipo de solo, clima e
periodo de maturacdo, podem também influenciar na composicdo do mel e,
conseqiientemente, em suas propriedades biologicas (CRANE, 1983; SILVA et al., 2004;
ZAMORA & CHIRIFI, 2006).

Esta diversidade dificulta a proposicdo de uma tinica norma para todo o Brasil, pais
rico em espécies de meliponineos e caracterizado por um grande mosaico de habitats e
formagdes vegetais. Ao mesmo tempo, sdao escassos 0s conhecimentos sobre as
caracteristicas fisico-quimicas especificas dos méis de todo o pais (VILLAS-BOAS &
MALASPINA, 2004).

Segundo Winston (2003), mel ¢ o resultado do néctar levado pelas abelhas a
colméia, dentro de sua vesicula melifera, e submetido a processos fisicos (desidratagdo) e
quimicos (enzimaticos). Durante a coleta do néctar glicidico, as enzimas do podlen
(catalase, peroxidase, lipase e inulase) e das glandulas hipofaringeas, especificamente
invertase (a-glicosidase), diastase (o ¢  amilase), glicose-oxidase, ¢ fosfatase-acida, sdao
adicionadas ao mesmo, € ao se completarem as reacdes € a evaporagdo da agua, o néctar
“maduro”, chamado de mel, ¢ gerado (CRANE, 1983).

Os principais componentes do mel, portanto, sdo os glicidios frutose e glicose
(cerca de 70-80%) e a agua (17-20%). A glicose-oxidase, mais ativa em solu¢des diluidas,
reage com a glicose formando &4cido gluconico (principal acido presente no mel) e
peroxido de hidrogénio (H,0O,). Este Ultimo ¢ capaz de proteger o mel contra a
decomposicdo bacteriana até que seu conteudo de monossacarideos, a partir da a¢do da
invertase sobre a sacarose, esteja alto o suficiente para fazé-lo (WESTON et al., 1999).

Acidos organicos, proteinas, minerais, pigmentos, flavonoides, substincias
flavorizantes e aromatizantes, alcoois de glicidios, coldides e vitaminas também ocorrem
nesse alimento (CAMPOS, 1987, ZAMORA & CHIRIFI, 2006). No entanto,
considerando seu alto teor de glicidios (80% v. v'), ¢, antes de tudo, um alimento
energético de alta qualidade, visto que a glicose presente pode ser absorvida diretamente
pelo sistema muscular, especialmente o coragdo (LENGLER, 2007).

O mel de abelhas sem ferrdo ¢ um produto que tem apresentado uma demanda
crescente de mercado, obtendo pregos mais elevados que o das abelhas do género Apis em

diferentes regioes do Brasil. Entretanto, ainda existem poucos estudos sobre as
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caracteristicas desse produto, dificultando assim a definicdo de padrdes de qualidade para a
sua comercializagdo, bem como o conhecimento de suas propriedades bioldgicas e
aplicagdes terapéuticas (SOUZA et al., 2006; SOUZA et al., 2009).

Entretanto, Souza et al. (2004) avaliaram a composi¢do centesimal do mel de
abelhas nativas da regido amazonica, isto é, M. seminigra merrillae (Jandaira), M.
compressipes manaosensis (Jupara) e M. rufiventris paraensis (Uru¢u Boca de Ralo),
provenientes do meliponério da “Fazenda Poranga” no municipio de Itacoatiara — AM, e
do “Melipondrio Abelhudo” em Manaus — AM. Constataram que o mel produzido por M.
compressis ¢ mais fluido e de cristalizagdo mais lenta que o de A. mellifera. Sob o ponto de
vista nutricional, a concentracdo média de energia de (285,3 + 18,7 Kcal em 100 g das
amostras analisadas) de cada espécie ratifica o potencial do mel dessas abelhas nativas
como fonte de energia, particularmente daquele proveniente de M. rufiventris (305,3 + 2.4
Kcal em 100g). A umidade média apresentada por tais méis foi de 28,6 + 4,6%, sendo o
maior percentual para aquele de M. compressis (34,6 £ 0,5%) e o menor para o de M.
rufiventris paraensis (23,9 + 0,6).

Valores similares ao da umidade de mel de M. compressipes manaosensis (25,3 +
0,7) haviam sido relatados em analises preliminares de méis de Tiuba (M. compressipes)
do Piaui (25%) (SOUZA & BAZLEN, 1998). O teor de proteina desses méis foi
extremamente baixo, com valores inferiores a 1%. O mesmo observou-se no tocante a
cinzas e lipidios. Os autores concluiram que o mel de meliponineos ¢ propicio a
fermentagdo e, portanto deve ser consumido rapidamente. As abelhas nativas da regido
Amazonica, entretanto, face a diferenga da geografia, clima e vegetacdo local com relagao
a regido Nordeste, certamente resultam em producdo de méis com caracteristicas distintas.
O mel por elas produzido ¢ considerado na sua maioria silvestre ou heterofloral

(ALMEIDA-MURADIAN et al., 2007).

3.3.1 - ANALISE MELISSOPALINOLOGICA

Uma andlise de grande importancia no controle de qualidade do mel ¢ a
melissopalinoldgica, pois oferece importantes informacdes sobre a extracdo, filtracao,
fermentagdo e alguns tipos de adulteragdes, bem como aspectos higi€nicos como
contaminagdo por minerais em po, fuligem e grdos de amido, além de determinar sua
origem boténica e geografica (ANKLAM, 1998; BOGDANOV et al., 2004).

No que se refere ao mel, tem-se as ferramentas listadas no Quadro 2. Dentre os

métodos classicos de analises fisico-quimicas, a condutividade elétrica, a rotagdo
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especifica, o contetido de cinzas e o pH sdo amplamente utilizados para discriminacao

entre mel floral e mel de melato. Em geral, mel floral possui condutividade inferior a 0,8

-1 , - . . .. .
mS.cm™, enquanto que méis de melato e de castanheira possui condutividade superior a 0,8

mS.cm” (ANKLAM, 1998; BOGDANOV et al., 2004).

Em relacdo a rotacdo especifica, a maioria dos méis de melato possui valores

positivos, devido ao alto contetido de glicose (coeficiente de rotagdao [a]D 20 = + 52.7°),

contudo, mel floral geralmente possui valores negativos, devido a alta concentragdo de

frutose ( [a]D 20 = - 92.4°) (MOREIRA & DE MARIA, 2001; DINKOV, 2003).

QUADRO 2 — Métodos complementares a avaliagdo polinica na determinagao da origem

botanica de mel.

glicose/frutose, atividade enzimadtica, prolina,
cor, rotagdo Otica, pH e acidez)

PARAMETRO CONSIDERACOES GERAIS
Métodos Classicos
Parametros  fisico-quimicos  de  rotina: Usados conjuntamente com as analises
Condutividade  elétrica, glicidios, razdo polinica e sensorial, condutividade elétrica

e razao glicose/frutose sdo os mais uteis;

A andlise quimiométrica ¢ promissora;

Outros métodos
Determinacao de fenolicos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Mostra resultados adequados, mas nao se
aplica a rotina por ser muito trabalhoso

Determinacdo de compostos volateis por
headspace dindmico ou microextragdo em fase
solida, seguida por cromatografia gasosa (CG)
acoplada a espectrometria de massa (EM) ou
“narizes eletronicos”

M¢étodos promissores que podem ser
futuramente aperfeicoados e
desenvolvidos para andlise quantitativa de
compostos volateis;

“Olfatometros” sdo também promissores,
mas nao estdo comumente disponiveis em
laboratorios de analises de alimentos;

Identificacdo de Aminoacidos

Tem algum poder de discriminag@o, mas
depende da origem geografica;

Ensaio immunoblotting de proteinas do mel, de
origem polinica

Meétodo suplementar a melissopalinologia
classica;

Identifica¢dao de Tragos de elementos

Expressa algum poder de discriminagao,
mas depende da origem -climatica e
geografica

Acidos carboxilicos alifaticos

Possui poder de discriminagdo limitada, a
maioria dos acidos organicos ¢ adicionada
ao mel pelas abelhas

Espectroscopia na regido do infravermelho

M¢étodo caracteristicamente rapido, mas
que por conferir apenas informagdes de
grupos funcionais, ¢ menos promissor;

Espectroscopia de massa

Me¢étodo promissor, mas depende de
instrumentacgao de alto custo

Fonte: Adaptado de BOGDANOV et al., 2004.
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A deteccdo de compostos volateis presentes em méis tem despertado interesse
notadamente nas pesquisas que visam definir “marcadores quimicos” para identificacdo da
origem floral (BOGDANOV et al., 2004). Silva (2006), utilizando micro-extragdo em fase
solida através do headspace e cromatografia gasosa (HS-SPME-CG), observou diferentes
perfis cromatograficos. Foram identificados potenciais marcadores para os méis de
eucalipto (Eucalyptus sp.), laranja (Citrus sp.), assa-peixe (Vernonia polianthes), cambara
(Lantana montevidensis), morrdo de candeia (Croton sp.) e marmeleiro (Cydonia vulgaris),
demonstrando que a metodologia pode eventualmente ser utilizada na sua certificagdo
botanica dos méis.

A flora apicola ¢ um conjunto de plantas presentes em uma determinada regiao e
que desempenham papel na sobrevivéncia das abelhas (BARTH et al., 2005). A vegetagdo
da caatinga, por exemplo, possui espécies vegetais que alimentam as abelhas durante todo
0 ano ¢ outras vegetacdes somente o fazem em determinados periodos, em virtude da
preferéncia das coldnias e da propria fenologia do componente botdnico (NORONHA,
1997).

No Brasil, a flora apicola ¢ rica e variada, mas ainda sdo escassas as informacgdes
sobre as plantas meliferas, que leva apicultores a utilizar muitas informagdes de zonas
temperadas de outros paises (ALMEIDA-ANACLETO, 2007).

As abelhas meliferas sdo fiéis ao visitar flores de plantas muito relacionadas entre si
para coleta de mel e pélen (ALMEIDA-ANACLETO, 2007). Logo, a analise polinica dos
produtos apicolas ¢ uma ferramenta para caracterizar a flora visitada pelas abelhas, com
isso direcionar o reflorestamento de areas como a caatinga na regiao Nordeste, com plantas
nativas e de interesse apicola, maximizando assim a produ¢do de seus produtos apicolas,
em especial o mel (LIMA, 1995; NORONHA, 1997).

A partir dessa analise de mel chega-se as espécies vegetais de interesse apicola ao
redor de um apiario e dentro do raio de acdo das abelhas que segundo Winston (2003) ¢ de
um a dois quilometros.

Espécies que contribuem na dieta das abelhas exclusivamente com poélen, com
néctar, ou com ambos podem ser a algaroba (Prosopis julifora SW. ), o juazeiro (Zyziphus
joazeiro Mart.), a jurema preta (Mimosa tenuiflora Willd.), o marmeleiro (Croton
sonderianus Muell. Arg.), o sabia (Mimosa caesalpiniaefolia Benth), a vassourinha
(Scoparia dulcis L.), a vassourinha de botdo (Borreria vertieillata L.), entre outras (LIMA,
1995; NORONHA, 1997). Visa, portanto, maximizar a utilizacdo dos recursos tréficos,
principalmente em areas de vegetacdo natural (ALCOFORADO-FILHO, 1998).
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Os estados brasileiros possuem uma abundante e variada flora apicola, avaliada em
mais de 20 mil espécies diferentes, produzindo méis de primeira qualidade com sabores e
coloracdo diversa, aceitos pelos mercados mais exigentes do mundo (SOUZA, 2006b).

Além da necessidade de se conhecer a flora apicola do Estado de Alagoas, existe
também uma necessidade de trabalhar com a preservacdo da mesma, uma vez que 51,9%
dos apicultores afirmam haver desmatamento na regido, levando a extingdo de espécies
apicolas importantes como: marmeleiro (Croton sp.), pau d’arco (Tabebuia sp.), aroeira
(Astronium urundeuva Engl.), juazeiro, algaroba, cajueiro (Anacardium occidentale L.),
sucupira (Bowdichia virgiliodes Kunt), cajarana (Simabia trichilioides St. Hil.), murici
(Byrsonia gardneriana Juss.) e umbu (Spondias tuberosa Arruda). Outros nomes vulgares
de plantas citados pelos apicultores sdo angico, angico vermelho, canelinha, mata atlantica,
caatingueira, ingd, barrigudo, canafistula, caraibeira, quixabeira, bratina, pereira, jurema e
pau terra (SOUZA, 2006b).

O mel floral pode ser monofloral ou unifloral, quando obtido de flores de uma
mesma familia, gé€nero ou espécie e possuir caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e
microscopicas proprias, ou multifloral, quando obtido de diferentes origens florais
(BRASIL, 2000). O mel unifloral deve conter no minimo 98% de dominancia de
determinado poélen e ser colhido de uma regido com predominancia floral na area de
visitagdo das abelhas (BARTH, 2005). Na regido Nordeste, o mel assume carater
heterofloral, devido a grande varia¢do de fontes de néctar e a casual mistura de méis nos
entrepostos (PAULA NETO, 2005).

Fazem parte do mel os graos de polen provenientes predominantemente das plantas
fornecedoras de néctar (nectariferas), de plantas produtoras de polen (poliniferas), ou ainda
de plantas anemofilas (flores sem néctar, pélen como fonte de proteinas). As plantas
nectariferas compreendem um grande numero de espécies, variando de regido para regido
(BARTH, 1989).

Entretanto, ndo basta realizar uma simples classificacdo dos tipos de graos de polen
encontrados nas amostras de mel conforme sua freqiiéncia, mas ¢ necessario avaliar e
ponderar estas categorias e relaciona-las as propriedades e caracteristicas das plantas que
os produziram (BARTH, 1989; BARTH et al., 2005) e as caracteristicas fisico-quimicas do
mel pouco conhecidas, em regides tropicais onde existe grande diversidade de flora apicola

associada as taxas elevadas de temperatura e umidade (SODRE et al., 2007).
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3.3.2- QUALIDADE FiSICO-QUIMICA DE MEL

Segundo BRASIL (2000), o mel ¢ o alimento produzido pelas abelhas meliferas, a
partir do néctar das flores ou das secregdes procedentes de partes vivas das plantas ou
ainda de excregdes de insetos sugadores de plantas, que as abelhas recolhem, transformam,
combinam com substancias especificas proprias, armazenam e deixam maturar nos favos
da colméia. Apresenta alta quantidade de dgua e glicidios, principalmente frutose e glicose,
além de pequenas quantidades de maltose, sacarose e polissacarideos e outras moléculas
presentes no néctar (ZAMORA & CHIRIFI, 2006). Segundo CRANE (1983), o mel
apresenta cerca de 181 substancias, dentre elas, acidos, proteinas, minerais, pigmentos,
substancias flavorizantes e aromatizantes, alcoois de glicidios, coldides e vitaminas (AL-

MAMARY et al., 2002).

TABELA 1 — Parametros fisico-quimicos de mel de abelhas nativas e africanizadas.

PARAMETRO Abelhas nativas * (SOUZA Apis mellifera
et al., 2006) Brasil (2000)

Glicidios Redutores (GR) (g.100g™) 58 -75,7 Minimo 65
Sacarose (g.100g™) 1,1-4,8 Maximo 6
Umidade (%) 19,9 -41,9 Maximo 20
pH 3,15 -4,66 -
Acidez Livre (meq. Kg ™) 5,9-109 Maximo 50
Cinzas (g.100g™) 0,01-1,18 Maximo 0,6
Diastase (DN) 0,9-23 Minimo 8
HMF (mg. Kg™) 0,4 —78.,5 Maximo 60
Condutividade Elétrica (mS. cm™) 0,49 -8,77 -

*152 amostras de mel de meliponineos oriundas do Brasil, México, Costa Rica, Panama,
Venezuela, Suriname e Trinadad e Tobago.

O néctar consiste em uma secre¢do aquosa da planta, que contém de 5 a 80% de
glicidios (fonte energética da dieta e armazenamento de mel) dependendo da origem floral,
e pequenas quantidades de compostos nitrogenados, minerais, acidos organicos, vitaminas,
lipideos e substancias aromaticas (MOREIRA & DE MARIA, 2001; WINSTON, 2003).

Embora os meliponineos produzam mel em menor quantidade, este se diferencia do
mel de Apis, principalmente no aroma e sabor, alcangando, com isso, um melhor valor de

mercado (SOUZA et al., 2006; ALMEIDA-ANACLETO, 2007). Apesar disso, a
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legislacao brasileira que regulamenta a padronizacdo do mel para fins de comercializagao
(BRASIL, 2000), assim como o Codex Alimentarius Commission s6 atende aos parametros
de qualidade ¢ identidade do mel de A. mellifera, o que indica a necessidade de estudos
sobre 0os mesmos que contribuam para atualizagdo dos critérios de analise de qualidade
vigentes

A Instru¢do Normativa n° 11 de 20 de outubro de 2000, do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), define que o mel, segundo sua origem
botanica, pode ser classificado como floral (obtido a partir de néctar das flores), ou de
melato (obtido a partir de secre¢do de insetos sugadores ou de secre¢des de néctar
extrafloral) (BRASIL, 2000).

As mesmas caracteristicas edafoclimdticas e vegetais que possibilitam ao Brasil e a
Alagoas um grande potencial apicola, também levam a méis com amplo espectro de
caracteristicas. Estudos voltados para a sua caracteriza¢do, portanto, possibilitam a criagao
de padrdes de qualidade diferenciados por regido e origem entomologica, subsidiando a
melhoria e garantindo a qualidade ao consumidor (EVANGELISTA-RODRIGUES et al.,
2005; MARCHINI & SOUZA, 2006).

Os glicidios representam cerca de 95-99% dos compostos solidos do mel, e entre
eles estdo a glicose, frutose, maltose, sacarose, isomaltotetraose, maltulose, nigeriose,
turanose, cojibiose, gentiobiose, laminaribiose, leucrose, isopanose, isomaltriose, erlose,
maltotriose, rafinose, dextrantiose, isomaltopentose, centose, cestose e panose (CRANE,
1983). Sendo que os glicidios redutores (GR), em especial frutose e glicose, encontram-se
em maior quantidade. Estes se caracterizam por possuirem um grupo carbonilico primario
ou secunddrio, formando hemicetais ou hemiacetais, capazes de serem oxidados em
solugdes alcalinas. Os que ndo possuem essa capacidade, como a sacarose, sdo
denominados de glicidios ndo redutores (MOREIRA & DE MARIA, 2001). Segundo Silva
et al. (2004), os méis que apresentam maiores percentuais de GR, apresentam também
coloracdo mais escura.

Tais moléculas influenciam diretamente a viscosidade, a higroscopicidade, a
granulagdo, a acidez e o valor energético desse produto, além de auxiliar na identifica¢ao
da origem botanica, através da relacao frutose/glicose (F/G). (MOREIRA & DE MARIA,
2001; BOGDANOV, 2002; GLEITER et al., 2006; OZCAN et al., 2006).

Em funcdo da pouca solubilidade, a glicose determina a tendéncia do mel a
cristalizagdo ou granulagdo, sendo que o maior problema relacionado a precipitagdo de

glicose ¢ o aumento da atividade de agua na fase liquida, o que favorece a fermentacao por
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microrganismos osmofilicos, principalmente leveduras. A frutose, por sua vez tendo alta
higroscopicidade, determina o nivel de dogura do mel (MOREIRA & DE MARIA, 2001;
MARCHINI & SOUZA, 2006).

Diversos métodos para determinacdo de GR sdo utilizados, dentre eles, os
titulométricos, gravimétricos, espectofométricos e cromatograficos (BOGDANOV, 2002;
CAMPOS et al., 2003; SILVA et al., 2003). O método classico de Lane-Eynon envolve a
reducdo da solucdo de Fehling, modificada por Soxhlet e fundamenta-se na redugdo de ions
cobre em solugdes alcalinas (SILVA et al., 2003).

Dentre os dissacarideos encontrados no mel, a sacarose prevalece, e quando ocorre
em valores altos, geralmente indica que o mel encontra-se “imaturo”, colhido
prematuramente visto que tal molécula ainda ndo foi totalmente convertida a glicose e
frutose pela acdo da invertase (BOGDANOYV, 2002; MARCHINI & SOUZA, 2006).

Silva et al. (2004) detectaram um percentual médio de GR de 77,25%, com
variacdo entre 68,92 ¢ 85,49 g . 100 g, estudando méis de A. mellifera de diferentes
floradas no Estado do Piaui, isso denota a influéncia da origem floral na composi¢ao
quimica do mel. Segundo SOUZA et al. (2006), a determinagao de glicidios também pode
ser usada como ferramenta na diferenciagdo dos méis de abelhas sem ferrao.

Para méis de abelhas sem ferrdo, Souza et al. (2006) compilaram resultados de 152
amostras de méis oriundas do Meéxico, Costa Rica, Panama, Venezuela, Suriname,
Trinidad e Tobago e Brasil e observaram valores que variaram entre 58,0 a 75,7 g. 100g™
de GR em mel de abelhas nativas.

Alves et al. (2005), por sua vez, avaliando mel de M. mandacaia proveniente do
municipio de Sdo Gabriel, regido semi-arida do Estado da Bahia, detectaram que o
conteudo de GR variou entre 64,29% e 82,10%, com média de 74,82 + 4,28 %.

A umidade é o segundo componente em niveis elevados no mel, influenciando
diretamente a viscosidade, a coloragdo e a fluidez deste alimento. Diferentes fatores podem
afetar o conteudo de umidade do mel, dentre eles, as condi¢Oes climaticas do meio
ambiente no periodo da manipulacdo e da coleta, origem botanica e periodo de maturagao
do mel, critério que representa inclusive, estabilidade microbiana do mel (SILVA et al.,
2004; YANNIOTIS et al., 2006; ALMEIDA-MURADIAN et al., 2007; FINOLA et al.,
2007).

E provavel que méis produzidos durante a época chuvosa apresentem maior
umidade em funcao da saturagdo do ar e do grande fluxo de néctar que ocorre logo apos as

chuvas, dificultando a remocdo da agua pelas abelhas e isso pode comprometer a
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estabilidade do alimento, pois méis com umidade maior que 18 %, possuem vida de
prateleira comprometida (SILVA et al., 2004). Apos a extracdo do produto seu indice de
umidade pode mudar a depender das condigdes de armazenamento (ZAMORA et al.,
2006).

Segundo EVANGELISTA-RODRIGUES et al. (2005), a abelha africanizada, de
uma maneira geral, s6 opercula o mel quando este j& se encontra em ponto de coleta (17-18
% de umidade). Logo, alteragdes significativas de umidade ocorrem apds a coleta e
manipulacdo do mel. Por outro lado, o mel de meliponineos tem como principal
caracteristica a diferenciacdo no teor de umidade, que pode variar entre 19,9 e 41,9 %, ¢
isso o torna menos denso que o mel das abelhas africanizadas (ALVES et al., 2005;
SOUZA, 2008).

A legislagdo brasileira para determinacdo da identidade e qualidade do mel
estabelece como método para a avaliagdo do teor de umidade refratométrico de Chataway,
baseado numa relacdo entre indice de refracdo e contetido de sélidos soluveis presentes
(BRASIL, 2000; BOGDANOYV, 2002). O indice de refragdo das substancias liquidas
depende da temperatura, e geralmente os refratdmetros estdo regulados a 20 °C. Caso o mel
esteja armazenado a uma temperatura diferente, é necessario que seja acrescentado ou
diminuido o wvalor de 0,00023 para cada °C a mais ou a menos nessa analise
(BOGDANOV, 2002).

O pH ¢ um importante fator monitorado durante a extra¢do e estocagem do mel,
pois influencia na textura, estabilidade e preservagio (OZCAN et al., 2006). De acordo
com Snowdon & Cliver (1996), o pH do mel varia entre 3.4 ¢ 6.1, com média de 3.9.

Souza (2008), avaliando a qualidade fisico-quimica de méis de abelhas nativas do
Estado da Bahia observou uma variacdo de pH entre 3,12 e 6,5, enquanto que o teor de
acidez variou entre 5,1 a 116,8 meq. Kg ™.

Com relagdo aos acidos organicos presentes nos alimentos, estes influenciam seu
sabor, odor, cor, estabilidade e manutengdo da qualidade (CECCHI, 2003). A acidez do
mel encontra-se fortemente associada ao conteudo de glicose, uma vez que este ¢
convertido, através da agdo da D-glicose-oxidase, em acido gluconico, e este representa
cerca de 70- 90 % dos acidos organicos presentes (MOREIRA & DE MARIA, 2001).
Além dessa conversdo, fatores como origem do néctar, acdo das bactérias durante a
maturagdo, € minerais presentes na composicao influenciam a acidez do mel (BERTOLDI
etal., 2004).

Caracteristicas como aroma, sabor, coloragdo, viscosidade e propriedades
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medicinais dos méis variam de acordo com a sua origem botinica e com a espécie de
abelha que a produziu (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006). No mercado mundial, o
mel é comumente classificado pela cor — os claros alcancam maiores precos que 0s
escuros, havendo uma relag@o entre cor e sabor (geralmente méis com sabor delicado sao
claros, e méis escuros sdo fortes) (LACHMAN et al., 2007).

De acordo com Lachman et al. (2007), o alto teor mineral do mel determina sua alta
condutividade elétrica. Quanto ao teor de cinzas, este expressa a riqueza em minerais.
Segundo Cecchi (2003), cinza ¢ o residuo inorganico de um alimento que permanece apds
a queima da matéria organica, que ¢ transformada em CO,, H,O e NO,. A composi¢ao de
minerais do mel varia entre 0,1 a 1,0 %, sendo o potdssio o mineral predominante, seguido
por célcio, magnésio, sddio, enxofre e fosforo. Além de tragcos de elementos como ferro,
cobre, zinco e manganés. Os minerais Al, B, Mg, Mn, Ni, e Zn s3o mais encontrados em
méis de melato do que em méis florais. Porém, o Cu encontra-se em valores similares em
méis florais e mel de melato (LACHMAN et al., 2007; ALVES, 2008).

O conteudo mineral do mel pode indicar a sua origem geografica, sendo também
indicador de poluicdo ambiental quando encontrado em concentragdes elevadas, além de
ser um indicador de contaminagdo provocada pela ndo decantagdo e/ou filtragdo no final do
processo de extragdo ou falha de manipulagdo (ACQUARONE et al., 2007; FINOLA et
al., 2007).

Embora ndo seja exigido pela legislacao brasileira obter andlise da condutividade
elétrica do mel, esta representa um bom critério para a determina¢do botanica do mel,
auxiliando a determinagao polinica (BOGDANOV, 2002). Também, ¢ utilizada como
critério na exportacdo de méis para Alemanha. Quanto maior a condutividade, melhor ¢ o
prego pago pelo mel (ALVES, 2008). Tal andlise tem correlagdo com o contetido de
cinzas, pH, acidez, sais minerais, além de proteina e outras substincias presentes no mel
(BOGDANOV, 2002).

A concentracdo total de proteinas e aminodcidos livres em mel € bastante variavel
em funcdo de sua origem floral, bem como das condi¢des ambientais de cada regido, mas
em geral, sua concentracdo ¢ baixa ¢ pouco se sabe sobre sua identidade, especialmente
nos produtos de abelhas nativas (SOUZA, 2008; BOGDANOV, 2002).

Os valores de proteina em mel de Apis estdo compreendidos entre 0,0036 ¢ 2,79%
(ARRUDA et al., 2004). Alves (2008), avaliando mel organico de A. mellifera, produzido
em uma APA do Estado do Paran4, observou que o conteudo de proteina variou de 0,37 a

0,63 %, com valor médio de 0,50 £ 0,07 %. O método utilizado foi o de Kjedahl, que se
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fundamenta na transformagao do nitrogénio da amostra em sulfato de amoénio, por meio de
digestdo acida e posterior destilacdo com liberagdo da amonia, que ¢ fixada em solugdo
acida e titulada. O nitrogénio fixado ¢ determinado por titulagdo com écido sulfurico 0,001
N e por meio de um fator de corregdo (6,25) o resultado é transformado no valor percentual
de proteina bruta presente na amostra (CECCHI, 2002).

Souza (2008), avaliando méis de nativas do Estado da Bahia, observou uma
variagdo de 0,04-2,37 % em relagdo ao contetido protéico, enquanto Almeida-Anacleto
(2007) observou uma variagdo de 0,15-0,57 % para méis de nativas no municipio de
Piracicaba (Sao Paulo), ocorrendo o menor contetido no mel de Scaptotrigona bipunctata,
e o0 maior no mel de T. angustula.

Dentre os aminodcidos livres encontrados no mel, a prolina predomina,
representando cerca de 50-85% do total dos aminoacidos presentes (BOGDANOV, 2002).
Entretanto, dados quanto a ocorréncia desse aminoacido em méis de nativas sdo escassos.

Além disso, muitas substancias presentes no mel, responsaveis por seu flavor e
atividade biologica, sdo termolabeis, como ocorre com a enzima a-amilase. De acordo com
a Honey Quality and International Regulatory Standards (BOGDANOV, 2002), a escala
Gothe corresponde ao conteudo de amido hidrolisado em 1 hora a 40 °C por 100 g de mel,
sendo que a atividade diastasica nao deve ser inferior a 8° DN. A técnica mede a atividade
da a-amilase do mel na presenca do amido e informa indiretamente a qualidade do mel de
acordo com o grau de digestdo sofrido pela molécula de amido em fun¢do do tempo
(BOGDANOV, 2002).

A presenca dessa enzima foi inicialmente relacionada a saliva da abelha, ao pélen
contido no mel e ao néctar floral, sendo que atualmente se reconhece que ¢ originada a
partir de secrecdes salivares das abelhas meliferas (ODDO et al., 1990). Nao ¢ um bom
indicador, portanto, da origem floral do mel (BOGDANOV et al., 2004).

Segundo Sodré et al. (2007), os méis produzidos em regides quentes e secas
apresentam menor quantidade de enzimas do que os de regides quentes e midas.

No tocante ao 5-hidroximetil-furfuraldeido (HMF), a presenca deste no mel foi
originalmente considerada como uma evidéncia de adulteragdo com sacarose comercial.
Este composto ¢ formado pela reagdo de certos glicidios, como a frutose, com acidos
(Figura 5). O tratamento térmico (acima de 40 °C) e o armazenamento inadequado levam a
niveis crescentes do HMF em mel de A. mellifera (BOGDANOV, 2002; BOGDANOV et
al., 2004; D’ARCY & HAWES, 2006; MARCHINI & SOUZA, 2006). Quando o HMF

esta presente em concentragoes elevadas, ¢ possivel que tenha ocorrido perda de algumas
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enzimas, como por exemplo, a glicose-oxidase e a o-amilase (VILHENA &

ALMEIDAMURADIAN, 1999; MARCHINI & SOUZA, 2006).

Meio Acido  1OH2C " H
-3 Hz0 ,-: /C%D
CH,OH \ X
H H
g- Frutose Hidroximetilfurfural (HMF)

FIGURA 5. Desidratacdo (simplificada) de cetohexoses formando hidroximetilfurfural

(HMF).

3.3.3- ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE MEL

A principal propriedade de compostos bioativos responsavel pelas intimeras
aplicagcdes terapéuticas do mel ¢ a antioxidante. Quando presentes em baixas
concentragdes, tais substincias, atrasam ou impedem a oxidacdo do substrato oxidavel
(AL-MAMARY et al, 2002). Diferentes estudos tém demonstrado o potencial
antioxidante do mel, relacionando-o principalmente com sua origem botanica (AMIOT et
al., 1989; BERTONCELJ et al., 2007; KUCUK et al. 2007).

As reagdes oxidativas causam efeitos deletérios a alimentos e a sistemas bioldgicos.
Atribui-se a elas, por exemplo, o escurecimento enzimatico de frutas e vegetais, a
modificacdo lipidica de carnes, e o estimulo ao desenvolvimento de doengas de grande
importancia na atualidade, como a arteriosclerose, as enfermidades coronarias e
determinados tipos de cancer. Isto porque os acidos graxos polinsaturados, constituintes
dos fosfolipidios de membranas celulares, sdo altamente suscetiveis ao ataque de radicais
livres (MARCUCCI, 1996; D’ARCY, 2005; BERTONCELIJ et al. 2007; BORSATO,
2008).

Algumas enzimas presentes em frutas e verduras t€ém a capacidade de catalisar a
oxidagdo de fenois e conduzir ao escurecimento enzimatico de alimentos como frutas e
vegetais. A reacdo enzimatica ocorre durante o envelhecimento ou senescéncia de frutas e
legumes. Além disso, alguns tratamentos tecnologicos como, corte, trituragdao, além de
condicdes de armazenamento, emprego de baixa temperatura e descongelamento, podem
acelerar o processo (D’ARCY, 2005).

Uma vez que a procura de aditivos naturais tem aumentado, visando estender a vida
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de prateleira de alimentos, em especial, vegetais e frutas, o mel tem sido investigado como
uma alternativa, especialmente ao uso de conservantes quimicos (por exemplo, sulfitos)
que visem evitar o escurecimento de alimentos. O mel tem sido aplicado com sucesso em
fatias de mag¢a e sumo de uva especialmente pela presenca de substancias fenolicas,
particularmente, trans-cinamico e &cido p-cumadrico. Assim, além da inibi¢do do
escurecimento de frutas e hortaligas, o mel pode contribuir para melhorar a aparéncia,
reforcar o aroma, preservando o valor nutritivo (DARCY, 2005; BERTONCELJ et al.
2007).

As principais espécies reativas (radicais livres) sdo centradas no oxigénio (ERO) ou
no nitrogénio (ERN), mas a partir destas, podem ser geradas outras formas reativas. As
principais ERO distribuem-se em dois grupos, os radicalares [hidroxila (HO"), superoxido
(027), peroxila (ROO") e alcoxila (ROY)]; e os ndo-radicalares [0, H0,, e éacido
hipocloroso]. Dentre as ERN incluem-se o 6xido nitrico (NO"), 6xido nitroso (N,0O3), 4cido
nitroso (HNO,), nitritos (NO,"), nitratos (NO3") e peroxinitritos (ONOQO"). Enquanto alguns
deles podem ser altamente reativos no organismo, atacando proteinas, DNA e lipideos,
outros sdo reativos apenas contra os lipidios (D’ARCY, 2005; RIBEIRO et al. 2005).

As ERO sdo produzidas continuamente em organismos vivos por meio do
metabolismo oxidativo, sendo muitas vezes de extrema utilidade, como na ativagao do
sistema imunologico (macrofagos utilizam o H,O, para destrui¢do de bactérias). O
metabolismo aerébio ¢ caracterizado pela producdo de ERO, e seu consumo por
antioxidantes. No entanto, quando ha um desbalango entre as substancias pro-
oxidantes/antioxidantes, ocorre o distirbio conhecido por estresse oxidativo (OLDONI,
2007; RIBEIRO et al. 2005).

Diferentes métodos sao empregados para analisar o potencial antioxidante do mel e
demais produtos apicolas, dentre eles, a quimioluminescéncia, baseando-se nos reagentes
da rea¢io de Fenton (CHENG et al., 2003), o método da reducdo do ferro Fe’™ a Fe*
(Ferric-reducing antioxidant power) (FRAP) (BERETTA et al., 2005; KUCUK et al.,
2007), além daqueles em que ha captura de hidrogénio pelo radical livre 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH) (Figura 6), com mudanca de cor de violeta para amarelo (CHENG
et al., 2003; GHELDOF et al., 2006), ou captura do radical 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS) - bastante usado para substancias hidrofilicas
ou lipofilicas (BALTRUSAITYTE et al., 2007), ou ainda, aquele em que ocorre captura do
radical peroxila (ORAC) (BERETTA et al., 2005).

O resultado da analise depende da especificidade do radical pelos reagentes da
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reacdo de cada método. Antioxidantes podem ser hidrossoluveis, lipossoliveis ou ambos, €
a escolha do método de andlise deve ser feita conforme a natureza do composto

investigado (CHENG et al., 2003).

O,N O,N
|
N—N-= NO, + R =~— N—N NO,
O,N O,N
Violeta Amarelo

FIGURA 6 — Sequestro do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidante. Fonte:
CHENG et al., 2003.

Conforme estudos de Beretta et al. (2005), correlagdes significativas foram
observadas para os marcadores de antioxidantes em diferentes métodos, variando esta de
0,933 a 0,716, e ha uma estreita correlacdo entre antioxidantes, conteudo de fenois e
intensidade de cor do mel. Os resultados dessas pesquisas demonstraram que somente
através da combinacdo desses testes e da determinagdo dos teores de fendis totais € que se
pode alcancar uma rigorosa caracterizagdo do potencial antioxidante do mel, auxiliando
esta na compreensao de suas propriedades biolodgicas e possiveis aplicagdes terapéuticas.

Duas classes de compostos com atividade antioxidante estdo presentes no mel — os
que possuem atividade enzimatica, incluindo glicose-oxidase e catalase, e os antioxidantes
ndo enzimaticos, como acido ascorbico, acidos fendlicos (caféico, cumarico, elagico,
clorogénico) flavonoides, derivados de carotenodides, e produtos da reagdo de Maillard
além de aminoacidos (D’ARCY, 2005; BALTRUSAITYTE et al., 2007; KUCUK et al.
2007).

A glicose-oxidase produzida nas glandulas hipofaringeas das abelhas oxida a D-
glicose a D-glucono-delta-1,5-lactona, que ¢ posteriormente hidrolisada a acido gluconico,
o principal acido orgéanico encontrado no mel (FRANCHINI & MATOS, 2006). Tal
enzima, que ¢ inativada por exposi¢ao do produto a luz solar (THEUNISSEN et al., 2001),
atua como conservante natural do mel, uma vez que reduz o O, atmosférico em H,O,, e
este age como barreira antimicrobiana na superficie do mel (BOGDANOV, 1997).

Por outro lado, a alta habilidade dos fenois em neutralizar ERO esta fortemente
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associada com sua estrutura, como as duplas ligagdes e o numero de grupos hidroxilas em
anéis aromaticos, principalmente de flavonodides e acidos cindmicos (LEJA et al., 2007).
Assim, se por muito tempo focou-se o interesse nos efeitos nocivos causados por
compostos fendlicos a saide humana, especialmente pela afinidade de certos polifenois a
macromoléculas como proteinas, carboidratos e enzimas digestivas, diminuindo sua
digestibilidade (CARPES et al., 2007), as pesquisas atuais tem sido relacionadas a sua a¢ao
antioxidante. Os compostos fenolicos caracterizam-se por possuirem um anel benzénico e
um ou mais grupamentos hidroxila na molécula (Figura 7), conferindo-lhe propriedades
antioxidantes que podem estar relacionadas com a sua capacidade de reduzir o ion quelato

férrico e catalisar peroxida¢ao lipidica (BALTRUSAITYTE et al., 2007).
HO

FIGURA 7 - Estrutura do fenol (sinonimia: acido carbodlico, acido fénico, hidroxi-

benzeno, ou hidroxi-fenil) o mais simples dos compostos fenolicos.

A andlise do perfil cromatografico associado ao estudo dos espectros de
absorvancia de ultravioleta, obtidos pelo detector de fotodiodo em méis de eucalipto
(Eucalyptus sp.), permitiu isolar e identificar os acidos fenolicos galico, vanilico, para-
cumarico, fertlico e cinamico (Figura 8), enquanto para os méis silvestres foram isolados
os acidos galico, vanilico, clorogénico, Orto-cumarico, cindmico e 2-metoxicinamico
(SILVA, 2004). D’arcy (2005) observou a presenga dos acidos galico, clorogénico,
caféico, cumarico, fertlico, e elagico em méis florais.

Estudos realizados por Lianda (2004) com méis silvestres evidenciaram a presenga
dos acidos galico, vanilico, p-cumadrico, p-metoxibenzodico, p-metoxicindmico, p-
hidroxibenzdico, protocatecuico e sinapico, ¢ do flavondide morina, enquanto que analises
de amostras de mel laranjeira [Citrus sinensis (L.) Osbeck.] apresentaram acidos galico,
vanilico, p-cumarico, p-metoxicinamico, P-hidroxibenzdico, protocatecoico, siringico,
sinapico e cinamico (Figura 8) e os flavonoides miricetina e quercetina (Figura 09).

Estas substancias, além de suas propriedades bioldgicas conhecidas, tornaram-se
marcadores quimicos para a caracterizacdo da origem botanica e/ou geografica dos méis
de A. mellifera. Nesse mesmo estudo, foram realizados ensaios bioldgicos nos quais se

avaliaram in Vvivo e in vitro a atividade antitumoral da frag¢do rica em compostos fendlicos
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do mel silvestre, proveniente da cidade de Itararé-SP, contra o carcinoma de Erlich em
camundongos. Verificou-se que a citotoxicidade pouco significativa in vitro (25% de
inibigdo do crescimento), porém, os resultados in vivo apresentaram significativa inibig¢ao
do crescimento do tumor ¢ aumento da sobrevida dos animais (67% dos animais ficaram

isentos de tumor apds 75 dias de tratamento).

0 @) OH 0 OH
. —OH X X
HO OH O-CHj
HO OH OH
Acido galico Acido vanilico Acido p-hidroxibenzoico
o)
o)
~ OH
HO
O-CHs
Acido sinapico Acido cinamico
O OH
\
OH o

HO HO

Acido p-cumarico Acido caféico

0] O
HsC-O HO
X
WOH OH
HO HO
Acido ferulico Acido protocatéico

FIGURA 8 — Exemplos de 4cidos fendlicos presentes em mel, polen, propolis e geléia

real.
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a) b)
R R2
Miricetina OH OH
Quercetina OH H
Kaempferol H H

FIGURA 9 - a) Estrutura quimica tipica dos flavondides [composta por dois anéis

aromaticos (A e B) e um anel intermediario (C)]; b) alguns flavonéides agliconas.

Existem cerca de 5.000 flavondides naturais largamente distribuidos em alimentos
vegetais e seus derivados, como frutas, legumes e verduras, nozes, sementes, flores, chas,
vinhos, propolis, mel e polen (CUSHNIE & LAMB, 2005), Figura 10. Os flavondides sdo
polifendis caracterizados por um esqueleto de 15 carbonos distribuidos em trés anéis,
sendo dois benzénicos (A e B) conectados com um anel heterociclico C, que pode ser
pirano ou pirona (se possuir um grupo carbonila na posicao 4) (CUSHNIE & LAMB,
2005; SILVA, et al., 2006).

Flavonoides foram descobertos na década de 30, pelo quimico hungaro Dr. Albert
Szent-Gyorgyi, que foi laureado em 1937 com o prémio Nobel pela descoberta da vitamina
C (acido ascorbico), e que comprovou a capacidade destes em fortificar as paredes dos
capilares de forma diferente daquela. Tais compostos sdo provenientes do metabolismo
secundario de plantas e derivam da condensagdo de uma molécula de acido cindmico com
trés grupos acetil-CoA. Possuem acdo antioxidante, minimizando a peroxidacao lipidica e
o ataque de radicais livres, protegendo os organismos produtores da radiagdo ultravioleta
(OLDONI, 2007; RIBEIRO et al. 2005). Podem ser encontrados na forma livre (geninas)
ou ligados a glicideos, sendo os primeiros insoliiveis em agua e os heterosideos sdo

hidrossoluveis.
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FLAVONAS

R1=H: Apigenina
R1 = OH: Luteolina

FLAVONOIS

ISOFLAVONAS (O anel fenolico B esta
unido ao &tomo C3 do anel da pirona)

OH
R1=H; R2=H: Daidzeina
R1=O0OH; R2 =H: Genisteina
R1=H; R2 =OCH3: Gliciteina
FLAVONOIS
OH
OH

R1=H: (+)- Catequina

R1 = OH: (+) - Galocatequina

R1=H; R2 =H: Kaempferol
R1 =OH; R2 =H: Quercetina
R1=0OH; R2 = OH: Mirecetina
R1=0CH3; R2=H: Isorametina
FLAVANONAS
Ry
R
HO l o) O
OH O
R1=H; R2 =OH: Naringerina

R1=O0OH; R2 = OH: Eriodictol
R1=O0H; R2 = OCH3: Hesperetina

ANTOCIANIDINAS

OH

R1=H; R2=H: Pelagonidina
R1=0H; R2 =H: Cianidina
R1=OH; R2 = OH: Delfinidina
R1=0CH3; R2=O0H: Petunidina
R1=OH; R2 =0OCH3: Malvidina

FIGURA 10 - Flavonoides encontrados em mel e outros produtos apicolas.
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Apesar de o termo flavonoide derivar do latim flavus ("amarelo"), observa-se que
flavondis e flavonas sdo incolores, e que a classe das antocianinas possuem substancias que
variam no seu espectro de coloragdo do verde ao azul (CUSHNIE & LAMB, 2005).

A existéncia de uma grande diversidade estrutural dos flavonoides é explicada pelas
modificagdes que tais compostos podem sofrer, tais como: hidroxilagdo, metilagao,
acilacdo, glicosilagdo, entre outras (ADELMANN, 2005; CUSHNIE & LAMB, 2005), e
sua ingestdo interfere na absor¢do e na acdo de vitaminas, nos processos de cicatrizagao,
auxiliando no efeito vasodilatador e hipotensor, no aumento de resisténcia alérgica, além
de apresentarem atividade antimicrobiana, moduladora do sistema imune (CUSHNIE &
LAMB, 2005; MENEZES, 2005), e antiviral, inibindo a replicagdo do HIV - virus da
Imunodeficiéncia Humana Adquirida (LIN et al. 1997).

Diferentes fatores influenciam o perfil de flavondides nos méis, dependo
principalmente da origem floral. O néctar ¢ a principal fonte de compostos fendlicos
presentes no mel, sendo, com isso, uma ferramenta auxiliar a analise polinica para
identificagdo da origem botanica do mel (KUCUK et al. 2007; LIANDA, 2009). Fatores
sazonais e condi¢cdes ambientais podem influenciar na qualidade e porcentagem desses
antioxidantes no mel (AL-MAMARY et al., 2002; BALTRUSAITYTE et al., 2007), além
de condigdes de armazenamento e temperatura de exposi¢cdo (TURKMEN et al., 2006).

Conforme estudos de Gheldof et al. (2002), os principais flavondides presentes no
mel sdo apigenina, luteolina, quercetina, pinobanksina, pinocembrina (Figura 10-11),
cistina, galangina e canferol, sendo estes, responsaveis por inumeras caracteristicas do
mesmo, dentre elas coloracdo e “flavour”, além de suas propriedades bioldgicas, como

inativagdo de enzimas e retardo de oxidagdo lipidica (AL-MAMARY et al., 2002).

R = H: Pinocembrina;

R =0 (CH2)2CH3, 3-O-Propanoilpinobanskina;
R = O (CH2)3CH3, 3-O-Butanoilpinobanskina;
R =0 (CH2)5CH3, 3-O-Hexanoilpinobanskina.

FIGURA 11 - Algumas flavanas encontradas em mel, propolis e poélen apicola.

3.34-ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE MEL
A efetividade dos agentes antimicrobianos depende de alguns fatores, como o pH, o

mecanismo de a¢do envolvido, a atividade de agua, a umidade, a temperatura, a pressao
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osmotica e a composicao do substrato. Além dos constituintes antioxidantes, o mel possui
caracteristicas que contribuem para o seu perfil antimicrobiano tépico (BOGDANOV,
1997), como o H,O, formado pela oxidagdo da glicose, principalmente durante a
maturagdo do mel, ou, ainda, quando o mel ¢ diluido (NOGUEIRA-NETO, 1997; KUCUK
etal., 2007).

Cerca de 80% (v. v'') do mel é composto por uma mistura de glicidios resultando
em baixa de atividade de 4gua. Esta condi¢do ¢ inibitéria para o desenvolvimento da
maioria dos microrganismos patogénicos ao homem (BOGDANOV, 1997). Macedo
(2007) avaliou a atividade antimicrobiana in vitro de solugdes aquosa de mel (15% e 25%)
de abelhas africanizadas e de M. quadrifasciata (Mandagaia), através do método de difusao
em agar. Observou que o mel de abelha sem ferrdo apresentou atividade antimicrobiana
superior a do mel de Apis, e uma vez que esta se deu principalmente ao efeito osmético,
isto ¢, o controle negativo (solugdo de glicose em concentragao glicidica equivalente a dos
méis) apresentou resultado semelhante. Contudo, mais estudos sdo necessarios para uma
avaliacdo eficiente da contribui¢do da origem entomologica e botanica para esse efeito dos
méis (DEMERA & ANGERT, 2004).

No entanto, em diversos estudos nos quais foram empregada uma solucdo de
glicidios em concentragdo semelhante a do mel testado, constatou-se que o potencial
osmotico nao foi o fator determinante na atividade antimicrobiana (FRENCH et al., 2005;
MACEDO, 2007).

Staphylococcus aureus, uma bactéria Gram positiva, ¢ um dos microrganismos
mais estudados em ensaios de atividade antimicrobiana, sendo relatada sua sensibilidade ao
mel (NZEAKO & HAMDI, 2000; LUSBY et al., 2005; VARGAS, 2006; KUCUK et al.
2007). Trata-se de um microrganismo de importancia médica, uma vez que se tornou uma
das principais causas de infec¢do em feridas, septicemia e infecgdes nasocomiais, devido,
principalmente, a resisténcia aos diversos antibioticos empregados no setor hospitalar
(ADELMANN, 2005; COOPER, 2007). Destaca-se, ainda, o uso clinico do mel na
erradicacdo de S. aureus meticilina resistente (SAMR) (colonizador de feridas crdnicas)
(COOPER, 2007).

Avaliando-se a atividade de méis produzidos por A. mellifera ¢ T. angustula
(Meliponinae), nos Estados de Minas Gerais e do Parand, contra S. aureus, verificou-se
que a concentragio inibitoria minima (CIM) variou de 126,23 a 185,70 mg.mL" para o mel
de abelha africanizada, e entre 142,87 ¢ 214,33 mg. mL! para o mel de T. angustula
(MIORIN et al., 2003).
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Um dos fatores de viruléncia de microrganismos patogénicos ¢ a capacidade de
adesdo, pré-requisito para a instalagdo de uma infeccdo intestinal (TRABULSI &
ALTHERTUM, 2004). Alnaqdy et al. (2005) observaram o efeito inibitorio in vitro do mel
na aderéncia de S. enteritidis a células epiteliais intestinais, verificando que diluigdes
superiores a 1:8 reduziram a aderéncia das bactérias de 25,6 £ 6,5 (controle) para 6,7 + 3,3
por célula epitelial (P <0,001).

Como o pH do mel varia entre 3,2 e 4,5, principalmente devido a presenga do 4cido
glucdnico, este ndo favorece o desenvolvimento da maioria das bactérias, cujo pH 6timo
varia de 7,2 a 7,4 (MACEDO, 2007).

A utilizacdo oral de mel por pacientes com infecgdes gastrointestinais (como
gastrites, Ulcera gastrica causada por bactérias e rotavirus) foi relatada por Somal et al.
(1994). Helicobacter pylori, por exemplo, ¢ uma bactéria Gram negativa patogénica,
comumente associada ao desenvolvimento de tulceras gastrointestinais e, em estado
cronico, pode levar ao desenvolvimento de carcinomas de origem gastrointestinal. Estudos
realizados por Somal et al. (1994), Osato et al. (1999) e Kuguk et al. (2007), concluiram
que o mel de A. mellifera mesmo diluido até 15 % apresenta efeito inibitorio contra esse
microrganismo in Vitro. Segundo Osato et al. (1999), a osmolaridade o principal fator
inibidor nos méis analisados.

Estudos realizados por Demera & Angert (2004) compararam a atividade
antimicrobiana in vitro de méis de A. mellifera e T. angustula (Meliponinae), produzidos
na Costa Rica contra Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, S. aureus, C. albicans e
Saccharomyces cerevisiae. No entanto, ndo foi observada diferenga significativa na agdo
desses méis.

Diferentes solugdes aquosas de mel australiano de diversos tipos florais foram
testados (0,1%, 1%, 5%, 10% e 20%) contra microrganismos patogénicos, entre eles C.
albicans, Alcaligenes faecalis, Citrobacter freundii, Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium phlei, Salmonella california, S.
enteritidis, S. typhimurium, Serratia marcescens, Shigella sonnei, S. aureus e S.
epidermidis, observando-se que concentragdes maiores que 5% foram eficientes, exceto
contra C. albicans e S. marcescens (LUSBY et al., 2005).

Al-Mughrab (2003), avaliando a atividade antifingica de mel contra fitopatdogenos,
observou que Alternaria solani, Phytophtora infestans, Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum, Stemphylium solani e Colletotrichum sp. foram sensiveis a uma solugdo

aquosa contendo 1 mg de mel. L. A concentracdo testada desse mel foi altamente eficaz
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contra o fungo A. solani, cuja inibigdo foi 42 + 4,3 %, ja o P. infestans, apresentou inibigdo
de 38,2 + 3,3 %. No entanto, as espécies S. solani e Colletotrichum sp. foram menos
sensiveis a solugdo de mel testada.

Muitos compostos antimicrobianos tém sido identificados a partir de méis de
diferentes origens florais. Mel de manuka (Leptospermum scoparium), espécie vegetal
nativa da Nova Zelandia, tem uma forte atividade antibacteriana ndo associada ao peréxido
de hidrogénio (ALLEN et al., 1991; WESTON et al., 2000). Segundo Russel (1983),
citado por Al-Mamary et al., (2002), os compostos com atividade antimicrobiana isolados
nesses méis de manuka sdo o metil 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoato e metil 3,4,5-
trimetoxibenzoato, conferindo-lhe, assim, um diferencial terapéutico. Além disso, Weston
et al. (1999) identificaram os flavonoides pinobanksina, pinocembrina, chrisina e
galangina em mel dessa planta, atribuindo a eles, independentemente de serem originarios

de néctar, pdlen e propolis, a responsabilidade parcial nessa agao.

3.3.5- QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE MEL

A andlise de microrganismos em mel pode indicar a qualidade higiénico-sanitaria
do processamento, desde a coleta das melgueiras no campo até o envase do produto na
industria ou casa de mel (SNOWDON & CLIVER, 1996).

A legislacdo em vigor sobre o mel brasileiro, ndo estabelece nenhum parametro
especifico de qualidade microbioldgica, exceto que o alimento seja manipulado com Boas
Praticas de Fabricacdao (BPF) (BRASIL, 2000).

Os microrganismos de interesse a industria de processamento de mel sdo aqueles
que toleram o alto potencial osmético, devido a alta concentracdo de glicidios, o baixo pH
e as substincias antimicrobianas, como o peroxido de hidrogénio e acidos fenolicos
(BOGDANOV, 1997; SNOWDON & CLIVER, 1996).

Segundo Snowdon & Cliver (1996), a contaminacdo do mel pode ser primadria,
resultante da contaminagdo ambiente do apiario, onde ocorre naturalmente sem a
interven¢do humana e ¢ dificil de ser controlada, ou secundaria, durante ou apos a coleta
do mel, sendo decorrente das etapas de beneficiamento, podendo dever-se a falta de
higiene do manipulador, contaminagao cruzada, equipamentos e instalagdes do local de
extragcdo ndo higienizados, podendo ser controlada por programas de controle de qualidade,
como implantagdo de BPF.

As caracteristicas fisico-quimicas do mel o fazem um meio apropriado para a

sobrevivéncia de esporos de microrganismos, em especial esporos de Clostridium
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botulinum (IURLINA et al., 2006). Fatores como néctares das flores, polen, vento, poeira e
trato intestinal das abelhas estdo envolvidos na contaminagao, por espécies de Clostridium,
Bacillus ¢ Pseudomonas (SNOWDON & CLIVER, 1996).

As caracteristicas fisico-quimicas do mel o fazem um meio apropriado para a
sobrevivéncia de esporos de microrganismos, em especial esporos de Clostridium
botulinum (IURLINA et al., 2006; KUPLULU et al., 2006).

A pesquisa do grupo de bactérias esporuladas presentes no mel reveste-se de
importancia desde 1976, quando o botulismo infantil, doenca neuroparalitica grave, ndo
contagiosa, foi identificado nos EUA em criangas menores de um ano de idade como uma
entidade clinica resultante da colonizagdo intestinal e da producdo de toxina por C.
botulinum, adquirido apds a ingestdo de mel (IURLINA & FRITZ, 2005; NEVAS et al.,
2005; RALL et al., 2005; KUPLULU et al., 2006; RAGAZANI et al., 2008).

Evidéncias atuais indicam que o botulismo intestinal ocorre com maior freqiiéncia
em criangas com idade entre 3 e 26 semanas, cuja flora intestinal ainda ndo esta totalmente
formada. Por isso, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda aos
pais para que evitem servir mel as criangas com menos de 1 ano de idade, apesar de ndo
haver confirmagao de casos da doenga no Brasil (RAGAZANI et al., 2008).

Como o C. botulinum esta amplamente distribuido no meio-ambiente, a
contaminagdo do mel pode ocorrer a partir do néctar e polen, pela propria abelha, ar, etc.
Nesses casos ndo existe forma de evitar a contaminagdo, e por ser resistente ao calor, a
pasteurizacdo do mel nao elimina o C. botulinum. Somente temperaturas superiores a
100°C podem afetar o agente causador do botulismo, € aquecer o mel a essa temperatura
destroi suas propriedades fisico-quimicas (SNOWDON & CLIVER, 1996; RALL et al.,
2005; RAGAZANI et al., 2008).

Fungos filamentosos dos géneros Penicillium e Mucor, bem como os
leveduriformes Saccharomyces, Schizosaccharomyces e Torula, também predominam em
méis contaminados (FINOLA et al., 2006).

Rall et al. (2003) analisaram 100 amostras de méis de diversas cidades do Estado
de Sao Paulo, 77 industrializadas e 23 de producao doméstica, ¢ observaram que 25% delas
excederam o nivel aceitavel de contagem de bolores e leveduras que ¢ de 10> (FINOLA et
al., 2006). Analises de Barros et al. (2002) com amostras de méis comercializados no
Recife (PE) e obtidas em supermercados e feiras livres apresentaram maximo de UFC de
bolores e leveduras de 5 x 10” para méis artesanais e de 5 x 10° para méis industriais,

identificando Penicillium, Aspergillus e Mucor, além de Candida e Rhodotorula.
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4. METODOLOGIA

4.1. Mesorregibes do Estado de Alagoas e Municipios em Estudo
O Estado de Alagoas apresenta seis mesorregides apicolas (Figura 12) conforme a
influéncia de diferentes fatores na composicdo do mel, como vegetacdo, clima, umidade

relativa do ar, temperatura, etc (SOUZA, 2004).

Mesorregides Apicolas do |
Estado de Alagoas

! oy P,

Sergipe

FIGURA 12 — Mesorregidoes Apicolas do Estado de Alagoas. 1 — Litoral; 2 — Regido
canavieira; 3 — Mata Atlantica; 4 — Agreste; 5 — Baixo Sao Francisco; 6 — Semi-Arido.

Fonte: Souza (2004).

A mesorregido 1 ¢ caracterizada por relevo de planicie litoranea, clima tropical,
temperatura entre 22 e 29 °C, com chuvas regulares e vegetacdo com predominio de
mangues € coqueirais, enquanto a mesorregido 2, de tabuleiro, apresenta relevo plano ou
pouco ondulado, clima tropical, temperatura entre 22 e 30 °C, chuvas regulares, e
vegetacdo com predominio de cana-de-aglicar, onde destaca-se a produg¢do de mel de
melato, o qual apresenta baixo valor comercial devido principalmente a cor escura. Tal
mesorregido apresenta, ainda, areas de preservacdo de mata atlantica em encostas e matas-
ciliares. A mesorregido 3, de mata, apresenta relevo fortemente ondulado, com clima
tropical, temperaturas entre 22 e 35 °C, chuvas regulares e vegetacdo com dareas de
preservacdo de mata Atlantica, matas ciliares, pasto e capoeiras. J4 a mesorregido 4, ou
Agreste, apresenta relevo plano ou ondulado, clima tropical, temperatura entre 31 ¢ 38 °C,

chuvas irregulares e vegetacdo de transi¢do entre a mata e o semi-arido, destacando-se a
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fruticultura em pequenas propriedades. As mesorregides 5 ¢ 6 sdo caracterizadas pela
vegetacdo de caatinga predominante. No entanto, a mesorregido 5, pela localizagcdo a
margem do rio Sdo Francisco, apresenta alguns aspectos diferenciados, principalmente
umidade relativa do ar e temperatura. Segundo Souza (2004), a faixa de temperatura na
regido do Sdo Francisco varia de 22 a 32 °C, enquanto que na regido do Semi-Arido oscila
de 20 a 39 °C.

As 43 amostras de mel de diferentes abelhas [14 de Apis mellifera (M), 22 de M.
scutellaris (AU), trés de M. quadrifasciata (AM), duas de M. subnitida (AJ) e duas de
Plebeia sp (AP)], foram coletadas, durante a estagdo das secas 2008/09, nos municipios
(Figura 13) de Delmiro Gouveia (sertdo, regido do Sdo Francisco), Palmeira dos Indios
(agreste), Vicosa e Mar Vermelho (regido de mata Atlantica), Ibateguara e Coldnia
Leopoldina (regido de cana), e Barra de Santo Antdnio, Barra de Sdo Miguel e Marechal
Deodoro (litoral). Em cada local de coleta foi instalado um pluviometro para

acompanhamento da precipitacdo durante o periodo em estudo.

1 - Dehnnro Gouveia;
2 - Palmeira dos Imlius;
3 - Ibateguara;
4 - Coloma Leopoldma;
P RN ] , 5 - Baira de Santo Anténio;
| ST - ¥ 6 - Marechal Deodoro;
) / i 7 - Barra de Sio Miguel;
8 - Vicosa.
9 _ Mar Vermello;
|
|

- Mel de Mehponineos;
- Mel de Apis mellifera.

FIGURA 13 — Mapa ilustrativo dos municipios onde foram realizadas as coletas das
amostras de méis de abelhas nativas [em verde 1-6; AU: Urucu (M. scutellaris), AM:
Mandagaia (M. quadrifasciata), AJ: Jandaira (M. subnitida), AP: Plebéia (Plebeia sp)] e
africanizadas (em preto 7-9, M: Apis mellifera), representativos de diferentes mesorregides
apicolas do Estado de Alagoas. Delmiro Gouveia (AM1-AM3, AJ1-AJ2, AP1-AP2),
Palmeira dos Indios (AU4, AU14-AU22), Colénia Leopoldina (AU8-AU10), Ibateguara
(AUS5-AU7), Barra de Santo Anténio (AU1, AU3, AU11, AUI12), Marechal Deodoro
(AU13), Barra de Sao Miguel (M13), Vigosa (M3, M8, M11, M14) e Mar Vermelho (M9,
M10).
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Os méis de abelhas nativas foram coletados em melipondrios particulares (Figuras
14, 15 e 16), estando os ninhos acondicionados em ocos de troncos de arvores (Figura 17),
da forma como foram capturados na natureza, e caixa racional padrdo (Figura 18). As
coletas foram realizadas com auxilio de seringas estéreis descartaveis (Figura 19). As
amostras de mel dessas abelhas foram transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo,
ao laboratorio de Bioquimica do Parasitismo e Microbiologia Ambiental (LBPMA) do

Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

FIGURA 14 — Aspecto da criagdo de Melipona scutellaris (urugu) em tronco de arvores
capturados da natureza, nos municipios alagoanos de: a) Ibateguara (regido canavieira); b)

Palmeira dos Indios (agreste).

FIGURA 15 — Aspecto da criagdo de Melipona scutellaris (urugu) em caixas de cultivo

racional, no Municipio de Barra de Santo Antonio (litoral de Alagoas).
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FIGURA 16 — Aspecto da criagdo de meliponineos (M. quadrifasciata; M. subnitida e
Plebeia sp) acondicionados em caixas racionais de cultivo no municipio alagoano de

Delmiro Gouveia (sertdo, regido do Sao Francisco).

FIGURA 17 — Ninho de Melipona scutellaris (abelha urugi) em oco de tronco (a),
formato dos potes de mel armazenado (b), em meliponario do municipio de Palmeira dos

indios (agreste alagoano).
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FIGURA 18 — Ninho de Melipona quadrifasciata (abelha mandagaia) em caixa padrdo (a)
e estrutura do ninho (b) em meliponario do municipio alagoano de Delmiro Gouveia

(sertdo, regido do Sao Francisco).

FIGURA 19 — Colonia de M. scutellaris, (a) e (b) coleta de mel com auxilio de seringa

esterilizada descartavel no municipio alagoano de Palmeira dos Indios (agreste).
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Por outro lado, os méis de A. mellifera foram coletados em apiarios experimentais
(Figura 20) instalados nos municipios alagoanos de Barra de Sdo Miguel (litoral) e Vigosa
(zona da mata Atlantica). Apos a centrifugacdo desses méis no local de beneficiamento
(casa de mel dos apidrios experimentais), os mesmos foram transportados em caixas

isotérmicas contendo gelo, ao LBPVMA/IQB/UFAL para decantacao e analises.

FIGURA 20 — Apiario experimental instalado no municipio de Barra de Sdo Miguel - AL.

Foram, ainda, avaliados méis de A. mellifera comerciais do tipo “blend” (mistura de

méis de diferentes apidrios) obtidos de produtores do Estado de Alagoas.

4.2. Local de Analise das Amostras de Mel
As andlises fisico-quimicas e microbiologicas dos méis coletados foram
realizadas no LBPMA, 1QB, situado no campus A.C. Simdes da UFAL. Todas foram

realizadas em triplicatas e reproduzidas pelo menos trés vezes.

4.3. Analises fisico-quimicas dos diferentes méis de abelhas

4.3.1 — Determinacao de umidade

A umidade dos méis foi determinada por refratometria, conforme método n°
969.38b (AOAC, 1997) indicado pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento
(BRASIL, 2000). Consiste na medida do indice de refracdo do mel a 20 °C, que ¢
convertido para teor de umidade através de tabela de referéncia, a qual fornece a

concentragcdo de agua como uma fun¢ao do indice de refracao.
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4.3.2 - Condutividade elétrica
A condutividade elétrica dos méis foi determinada pelo método descrito por

Bogdanov (2002), utilizando-se uma solug¢ao de mel a 20%.

4.3.3 — Determinacéao de pH e acidez

Utilizou-se um pHmetro previamente calibrado com solugdes padrdo de pH 4,0 e
7,0 e, em seguida, pesou-se 2,0 g de mel e solubilizou-se a mesma em 15 mL de dgua
deionizada. Essa mesma solugdo foi utilizada para determinacdo da acidez, sendo
adicionadas cerca de 50 pL de solucdo de fenolftaleina 1% e, em seguida, efetuada a
titulagdo com NaOH 0,05 M até o ponto de viragem (coloragdo rosea persistente por 10
segundos), conforme Vargas (2006).

Para o célculo foi utilizada a férmula:

Acidez livre = Volume gasto X Molaridade (NaOH) X Fator de corregdo (NaOH) X 1000

Massa da amostra (g)

Para padronizacdo da solucdo de hidroxido de soédio 0,05 M, pesou-se
aproximadamente 50 mg de biftalato de potassio [CcHs(CO,H)(COK)] e secou-se em
estufa a 105 °C durante 1 h. Em um frasco Erlenmeyer (125 mL), adicionou-se 50 mL de
agua deionizada. Apos solubilizacdo, adicionou-se cerca de 50 puL de solugdo alcodlica de
fenolftaleina 1%. Titulou-se a solucdo de NaOH com biftalato de potassio até o
aparecimento de uma leve coloragao rosada.

Célculo do fator de correcdo (f) :

p

= ————— sendo que:
0,2042*V * N

p = gramas de biftalato de potassio usado na titulagdo
V = volume em mL da solu¢ao de NaOH gasto na titulacao
M= molaridade da solu¢ao de NaOH

4.3.4 — Determinacao de Proteinas Totais
Para quantificacdo do teor de proteinas totais e visualizagdo do perfil protéico por
Cromatografia de Camada Delgada (CCD), realizou-se uma extracdo prévia por

precipitagdo acida. Solubilizou-se 2,5 g de mel em 7,5 mL de agua, e acidificou-se com
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HCI 32 % até pH 2. As amostras acidificadas foram mantidas na geladeira por 24 h para

facilitar a precipitag@o e depois centrifugada a 3.800 g por 15 min (OLIVEIRA, 2006).

O precipitado foi ressuspenso em 7,5 mL de uma solucio de cloroférmio-metanol
(2:1 v.v'). Os frascos contendo a solugdo foram submetidos & agitagdo oscilatoria (250
rpm) por 15 min a temperatura ambiente (OLIVEIRA, 2006).

Apoés a extracdo, a solugcdo foi centrifugada novamente (3.800 g, 15 min) e o
sobrenadante foi avaliado para quantificacdo pelo método de Lowry. O principio do
método baseia-se numa mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosforico (reagente
Folin-Ciocalteau), que sofre uma reducao quando reage com ligacdes peptidicas de
proteinas, na presenga do catalisador cobre (II), e produz um composto com absor¢dao
maxima em 750 nm (LOWRY et al., 1951; ZAIA et al., 1998).

Foram preparados previamente os seguintes reagentes:

e Solucéo estoque padréao de BSA (albumina de soro bovina): 100 mg em 1000 mL de
solugdo salina (cloreto de sodio a 0,9 %). Essa solucdo foi diluida para concentragdes de
50, 40, 30,20 e 10 pg.mL".

e Solugédo A (200 mL): solugdo de sulfato de cobre (1%) (2,0 mL) + solugdo de tartarato
de sodio e potassio (0,1 N) (2,0 mL) + 196 mL de solucgao hidroxido de sédio (0,1 N) em
de carbonato de sédio (2%). A solugdo de sulfato de cobre s6 deve ser adicionada na
solucdo de carbonato de s6dio + NaOH no momento em que as amostras forem
utilizadas.

e Solucéo B: Solugédo de Folin Ciocalteau (dilui¢ao em agua deionizada 1:1 v:v)

Assim, depositou-se um volume de 2,0 mL da solucdo A em tubos de ensaios
contendo aliquotas de 500 pL do sobrenadante final do procedimento de extragdo, ou da
solugdo padrao de BSA (de cada concentracdo), sempre sob agitacdo. Apos 10 min a
temperatura ambiente (= 25°C), adicionou-se 200 pL da solugdo B as misturas de reacao.
Passados 30 min de repouso, as absorvancias dessas misturas foram lidas em
espectrofotdmetro a 660 nm.

Para visualizacao do perfil protéico em CCD, 10 pL do extrato protéico de cada
amostra de mel foi aplicado em cromatoplaca de aluminio coberta com silica (0,25 mm de
espessura) e com indicador para fluorescéncia (Merck, 60 F,s4). Os cromatografias foram

desenvolvidas no sistema de solventes cloroférmio: metanol (65:25 v:v), sendo reveladas
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com solu¢do de ninidrina 7,5 % em metanol e acetona (1:1 v:v), seguida por aquecimento a

105 °C (5 min).

4.3.5 — Determinacado da concentracdo de prolina

Para quantificag¢ao de prolina, principal aminoacido presente em mel, foi utilizada a
metodologia descrita por Bogdanov (2002).

Para tanto, preparou-se uma solugdo aquosa de mel (50 mg.mL") e uma solugio
aquosa para o padrio de prolina (0.4 mg.mL™"). A solugdo estoque de prolina foi diluida
inicialmente 4 X, e esta, em seguida, diluida, 2, 4, 8 e 16 X, gerando concentragdes de
6,25, 12,5, 25, 50 ¢ 100 mg.mL'l. Em seguida, depositou-se 500 pL dessas solugdes em
tubos de ensaio nos quais adicionou-se 1 mL de acido féormico 98% e 1 mL de solugdo
ninhidrina em etileno monometil-éter glicol 3% (m: v). Os tubos de ensaio foram agitados
por cerca de 3 min e transferidos para banho Maria a 100°C, durante 15 min, ¢ 70 °C,
durante 10 min. Imediatamente apds, adicionou-se 5 mL da solu¢do aquosa de 2-propanol
50% e aguardou-se 45 m até que as misturas de reagdo fossem submetidas a
espectrofotometro para leitura das absorvancias a 510 nm. O resultado foi expresso em
equivalentes mg de prolina . Kg"' de mel, onde a curva padrdo de prolina (Apéndice 2)
apresentou R’=0,999.

Para avaliacdo qualitativa deste aminoacido nos diferentes méis, testou-se dois
sistemas de extracdo de aminodcidos livres, sendo um direto, empregando hidrolise acida
(BOGDANOV, 2002), e outro a partir de extratos protéicos de mel, obtidos para
quantificagdo de proteinas totais. Para tanto, aliquotas de 25 pL das extratos aquosos
hidrolisados em 4cido férmico foram aplicadas em cromatoplacas de aluminio coberta com
silica (0,25 mm de espessura) e contendo indicador para fluorescéncia (Merck, 60 Fys4). As
cromatografias foram desenvolvidas no sistema de solventes butanol: acido acético: agua
(4:1:1 v:v:v) cloroférmio: metanol (65:25 v:v), sendo reveladas com solu¢ao de ninidrina

7,5 % em etanol e acetona (1:1 v:v), seguida por aquecimento a 105 °C (5 min).

4.3.6 - Atividade diastéasica

A ocorréncia de diferencas florais e entomoldgicas dos méis sugere diferenca da
atividade da diastasica (SANTOS et al.,, 2003). O método espectrofotométrico de
determinagdo dessa enzima foi descrito por Bogdanov (2002) e modificado por Santos et
al.(2003). Consiste inicialmente em misturar uma solug¢ao de amido com iodo, sendo que

este tem afinidade pelas ligagdes glicosidicas e tinge de roxo a solugdo. A diastase, por
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outro lado, cliva tais ligacdes, € o método baseia-se na descoloragao de tal mistura por mel.

Quanto mais rapida a descoloragdo, maior a atividade enzimatica da amostra - expressa em

unidade de escala Gothe ou Shade por grama de mel. A unidade Gothe ¢ definida como a

quantidade de enzima capaz de converter 0,01 g de amido em glicose durante uma hora

(SANTOS et al., 2003; VARGAS, 2006).

Para tanto, foram preparados previamente os seguintes reagentes:

e Solucdo de Amido 1% — solubilizou-se 1g de amido soluvel anidro em 90 mL de 4gua
morna contida em baldo volumétrico (100 mL), e levou-se a ebulicdo sob agitacdo
constante, por 3 min. Apds o resfriamento, completou-se o volume para 100 mL com
agua deionizada;

¢ Solucdo Estoque de Iodo — Preparou-se uma solucao de iodo ressublimado em iodeto de
potassio 0,02M;

¢ Solucdo Tampao de acetato pH 5,3 (0,1 M);

e Solugdo de Cloreto de Sodio 0,1 M.

Para preparo da solucdo estoque de mel, diluiu-se 5 g de mel em cerca de 20 mL
de agua deionizada. Homogeneizou-se o maximo possivel com auxilio de bastao de vidro e
adicionou-se NaOH 0,05 M em volume suficiente para que a solugdo atingisse pH=5,3. A
solugdo obtida foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume completado
com agua deionizada até a marca de aferigao.

A seguir, acondicionou-se um tubo de ensaio com tampa (130 mm X 15 mm) em
uma grade suporte em banho-Maria a 40 °C, e a ele adicionou-se SmL da solucdo estoque
de mel, 500 pL de tampao acetato 0,1 M (pH=5,3), 500 uL da solugdo de cloreto de sodio
0,1 M, 150 pL da solu¢do de iodo 0,02M e 9,6 mL de agua deionizada. Em seguida,
adicionou-se 250 pL de solugdo de amido 1% (m/v). O volume final da mistura de reagao
foi de 16 mL. Apdés homogeneizacdo em agitador de tubos, acionou-se o cronometro, €
realizando-se a leitura de absorbancia inicial em espectrofotometro a 660 nm. A cada 5
min, efetuou-se nova leitura da avsorvancia, até que esta fosse de 0,240 e 0,200. Apos cada
leitura, as amostras foram retornadas ao banho-maria a temperatura de 40 °C. O céalculo da

atividade diastasica (A.D) se da através da utilizagdo da formula:

AD = AA660 X 0,3

t(h) Xm(g) XV (L)

sendo que:
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AD = atividade diastasica (U.g" de mel, onde U = unidade na escala Gothe);

AAggo = diferenca das absorvancias inicial ¢ final;

0,3 = constante de absortividade (previamente determinado em ensaio sem mel);

t (h) =tempo (h) que a enzima leva desde a leitura inicial até a leitura entre 0,240 e 0,200;
m (g) = massa de mel em solugdo 5 (g);

V (L) = volume total do sistema em reagao (0,016L).

4.3.7 — Determinacao de glicidios redutores, glicidios totais e sacarose

Foi utilizado o método de “Lane e Eynon” descrito por Vargas (2006), cujo
principio ¢ baseado na reducdo da solugdo de Fehling, sulfato de cobre (CuSos) e de
tartarato duplo de sodio e de potassio (C4sH4sKNaOg), respectivamente, Fehling A e Fehling
B, durante a titulacdo no ponto de ebulicdo, com uma solu¢do de glicideos redutores do

mel (BOGDANOV, 2002).

4.3.8 - Determinagéo de hidroximetilfurfural
Para quantificacdo do teor de hidroximetifurfural, os seguintes reagentes foram
preparados:
e Solucdo de Carrez I : 15 g de ferrocianeto de potassio — K4 Fe (CN)s .3 H,O em 100 mL
de 4gua deionizada;
e Solucdo de Carrez II : 30 g de acetato de zinco — Zn (CH3C0OO),.2 H,O em 100 mL de
agua deionizada;
e Solucao de bissulfito de sédio — NaHSOsza 0,2% .
A 5 g de mel acrescentou-se 25 mL de agua deionizada e homogeneizou-se com
ajuda de um bastdo de vidro. Transferiu-se esse material para um baldo volumétrico e
completou-se o volume para 50 mL com 4gua deionizada. Adicionou-se, entdo, 0,5 mL da
solucdo de Carrez I, ¢ 0,5 mL da solugdo de Carrez II. A mistura foi, entdo filtrada através
de papel de filtro preparativo, descartando os primeiros 10 mL do filtrado. Em seguida,
depositou-se 5 mL do filtrado em dois tubos de ensaio, adicionando 5 mL de 4gua em um
deles chamado “amostra” e 5 mL de solugdo de bissulfito de sodio 0,2% no outro
(chamado “referéncia”), levando-se ambos para o agitador de tubos por cerca de 1 min.

Determinou-se a absorvancia das amostras a 284 e 336 nm.

4.3.9 - Determinacéao de Cor

A coloragao do mel é expressa em mm Pfund (Quadro 3). A cor do mel estd
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diretamente relacionada a sua origem botanica, processamento, armazenamento, fatores
climaticos durante o fluxo de néctar, temperatura a qual o mel amadurece na colméia e teor
de cinzas (NORONHA, 1997; VARGAS, 2006). Para determinac¢do colorimétrica,
utilizou-se o método de Bianchi (1981), descrito por Vargas (2006). Este consiste na
leitura espectrofotométrica de uma solucdo aquosa de mel 50% (m:v) a 635 nm. A cor do

mel ¢ expressa em mm Pfund, através da formula: Cor = (371.39 * Abs ¢35) - 38.7.

QUADRO 3 - Classificagao do mel conforme a cor.

Coloracdo | Branco | Extra | Branco | Ambar | Ambar | Ambar | Ambar
do Mel | Agua | Branco Extra Claro Escuro
Converséo Claro
da Abs
ADS 635 nm 0,104— [0,125— [0,148— [0,195— [0238— [0333— > 411
0,125 0,148 0,195 0,238 0,333 411
mm Pfund 0-8 8-165 | 165-34 34-50 | 50-85 85-114 > 114
4.4.  Perfil Antioxidante dos Méis de diferentes Abelhas

4.4.1 — Conteudo de fenois totais

O conteudo de fendis totais foi avaliado por espectrofotometria, empregando o
reagente Folin-Ciocalteu, método desenvolvido por Singleton, Orthofer, & Lamuela-
Raventos (1999), modificado por Meda et al. (2005). Cada amostra de mel (1 g) foi diluida
em 10 mL de 4gua deionizada. Em seguida, a solugdo foi filtrada em papel de filtro
preparativo, e a uma aliquota de 0,2 mL desta acrescentou-se 1 mL de reagente Folin-
Ciocalteu 0,02 M sob agitacdo. Apds 5 min, adicionou-se 0,8 mL de carbonato de so6dio
(NaxCOs3) 7,5%. Apos 2 h de repouso a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a leitura
espectrofotométrica da absorvancia foi realizada a 760 nm. A solucdo aquosa de acido
galico (0 — 100 pg. mL™) foi utilizada como padrdo (Apéndice 2), e o resultado expresso

em Eq. mg de acido galico . 100 g”' de mel (KUCUK et al., 2007; MEDA et al., 2005).

4.4.2 — Conteudo de flavonoides totais

O teor de flavondides totais foi determinado por espectrofotometria, conforme
descrito por Blasa et al. (2005), citados por Al et al. (2009). Ao volume de 1 mL de
solugio metandlica de mel (100 mg.mL™" ), acrescentou-se 0,3 mL de NaNO, 5%. Apos 5
min, adicionou-se 0,3 mL AICl; 10% e aguardou-se 6 min para neutralizagdo com 2 mL de
NaOH (1 M). A absorvancia das amostras foi mensurada em espectrofotometro a 510 nm,

utilizando-se como curva-padrao (Apéndice 2) as respostas de diferentes concentragdes de

49



DUARTE, A. W. F. 2009. Mel de abelhas nativas e africanizadas do Estado de Alagoas:
composicdo quimica, seguranca microbioldgica e atividade terapéutica.

solucdo metanolica de quercetina (0 — 120 pg . mL™).

4.4.3 — Atividade antioxidante pelo emprego do radical DPPH

A atividade antioxidante foi determinada segundo metodologia desenvolvida por
Chen et al. (2000), modificada por Meda et al. (2005), empregando 6,5 x 10” M do radical
2,2 difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (Figura 5). Assim, cada amostra de mel foi diluida em
metanol (40 mg. mL'l) e, em seguida, 0,75 mL de cada diluicao foi acrescida de 1,5 mL de
solugdo metanodlica de DPPH (0,02 mg. mL™). Apods 15 min de reagdo, efetuou-se a leitura
da absorvancia (517 nm) das misturas contra o controle (0,75 mL de solugdo aquosa de mel
acrescida de 1,5 mL de metanol). As analises foram realizadas em triplicata, e os
resultados expressos em equivalentes pg de quercetina ou de 4cido gélico, os quais sdo
utilizados como antioxidantes, por mL. Para tanto, foram preparadas duas curvas padrdes

de solugdes metanolicas de quercetina (0-5,0 pg.mL™) e de acido galico (0-4,0 pg.mL™).

4.4.4 —Poder antioxidante de reducéo de ferro (FRAP)

—+ . .
2 , foi avaliada conforme

A atividade antioxidante de reducdo do Fe’* a Fe
metodologia de Oyaizu (1986), descrita por Kuguk et al. (2007). Para tanto, adicionou-se a
2,5 mL de solugdo aquosa de mel (100 mg.mL™), 2,5 mL de tamp3o fosfato de sodio (0,2
M, pH 6.6) e 2,5 mL de ferricianeto de potassio (K3;Fe (CN)¢) a 1%. A mistura de reacao
foi incubada a 50 °C por 20 min e, em seguida, adicionou-se 2,5 mL de &acido
tricloroacético TCA 10%, sob agitacdo constante. O material foi, entdo, centrifugado a
3000 rpm, durante 10 min. Ao volume de 2,5 mL do sobrenadante adicionou-se 2,5 mL de
adgua deionizada e 500 pL de FeCls 0,1%, efetuando-se, em seguida, a leitura da
absorvancia a 700 nm. Os resultados foram expressos como equivalentes mg de acido

galico.100 g de mel, conforme preparo prévio de curva padrio (Apéndice 2) de 4cido

galico (0-100 pg . mL™).

445 Deteccdo qualitativa de compostos antioxidantes por CCD

Um volume (25 pL) da solugdo metandlica de mel (100 mg . mL™") foi aplicado em
cromatofolhas de aluminio contendo silica gel 60 (F2s4 nm). Solugdes estoque (0,8 mg . mL
) dos antioxidantes acido galico, quercetina, catequina e rutina foram utilizadas como
padrdes. A cromatografia foi desenvolvida no sistema de solventes cloroférmio: metanol:
propanol: agua (6:5:1:4 v:v:v:v). Apds observacao sob luz visivel e Uv (366 ¢ 254 nm), a

revelagdao foi efetuada com solugdes metanolicas de DPPH (0,2%) e FeCls (2%), com
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reagente de Folin Ciocalteu e vapores de amonia.

4.5. Deteccao de esporos de Clostridium sp

Para detec¢do de esporos de Clostridium sp em amostras de mel, utilizou-se a
metodologia descrita por Ragazani et al. (2008). Para tanto, pesou-se assepticamente 10 g.
de cada amostra de mel e solubilizou-se as mesmas em 90 mL de dgua peptonada (0,1%).
Transferiu-se 1mL dessa solucao diluida de cada amostra para tubos de ensaio contendo 9
mL do meio de cultivo Cooked Meat Medium CMM (meio de carne cozida) (Figura 21),
ajustando o pH para 7,2 (SCHOCKEN-ITURRINO et al., 1999).

FIGURA 21 — Inoculagdo da dilui¢do de mel em agua peptonada (0,1%) no meio de
cultura Cooked Meat Medium (CMM).

Os tubos inoculados de CMM foram submetidos a um choque térmico de 80-82°C
por 10 min, e resfriados para até cerca de 30 °C em agua com gelo. Em seguida foram
incubados em jarra de anaerobiose a 37 °C, por um periodo de 10 dias.

O crescimento bacteriano caracteristico por turvagdo do meio CMM foi avaliado
diariamente. As culturas também foram submetidas a esfregagos e coloragdes
(VERMELHO et al., 2007) pelo método de Gram, rastreando-se bastonetes Gram positivos
com esporos terminais e subterminais, e pelo método de Verde Malaquita, monitorando-se
a presenca de esporos ovais subterminais nesses bastonetes Gram-positivos, os quais sao
caracteristicos do género Clostridium.

Tais culturas foram reisoladas em meio Agar Reinforced contido em duas placas de

Petri, e estas incubadas sob anaerobiose, por 24-48 h.. As colonias que apresentaram
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crescimento tipico foram transferidas para tubos contendo meio BHI (caldo de infusdo de
cérebro e coracao) acrescido de 0,5 % de cloridreto de cisteina, sendo estes incubados a
37°C por 24 a 48 h. Apo6s esse periodo, realizou-se novos esfregacos corados pelo método
de Gram, além da prova de deteccdo de catalase (VERMELHO et al., 2007), para
diferenciar os géneros Clostridium e Bacillus porventura presentes.

Posteriormente, os microrganismos isolados foram inoculados no sistema comercial
de identificagdo rapida API-Staph (Biomerieux, Franca), o qual contém 20 microtubos com
substratos desidratados para avaliacdo de 20 provas diferentes (fermentacdo/oxidacdo dos
glicidios glicose, maltose, lactose, sacarose e salicina, atividade da lecitinase, urease,
protease, gelatinase, nitrato-redutase, producao de indol, teste da motilidade e hemolise.
Assim, na caixa de incubagdo previamente identificada, distribuiu-se cerca de 5 mL de
agua destilada esterilizada nos alvéolos, para criar uma atmosfera tmida. Coletou-se,
entdo, com o auxilio de uma alca de platina, uma colonia de cada isolado (24 h). Esta foi
depositada em 5 mL de agua destilada esterilizada, agitando-se para a obtencdo da
suspensdo de células. A galeria API foi depositada na caixa de incubacdo e, com o auxilio
de uma micropipeta, a suspensdo dos microrganismos (200 pL) foi inoculada, até o nivel
recomendado, nos 20 microtubos (Figura 22). Finalmente, o conjunto foi incubado a 37 °C,
por 24 h. As leituras foram traduzidas por alteracdes de cor ou reveladas pela adi¢do de
reagentes especificos do kit API. Foi gerado um codigo numérico de 7 digitos que
corresponde a espécie identificada pelo programa de identificagdo do APILAB Plus

(versdo 3.3.3.@copyright 1990 biomerieux sa).

FIGURA 22 - Inoculagdo da suspensdo de microrganismos nas galerias do sistema API

para sua identificacdo através das respostas bioquimicas.

52



DUARTE, A. W. F. 2009. Mel de abelhas nativas e africanizadas do Estado de Alagoas:
composicdo quimica, seguranca microbioldgica e atividade terapéutica.

4.6 — Atividade antibacteriana dos diferentes méis de abelhas

Foram alvos da determinacdo da atividade antimicrobiana, as espécies bacterianas:
Escherichia coli, Salmonella Tiphymurium, isoladas a partir de alimentos contaminados e
gentilmente cedidas pelo Laboratério de Microbiologia de Alimentos da FANUT, e
Helicobacter pylori ATCC 43504, adquirida na Fundag¢ao Oswald Cruz (RJ).

Para determinacdo da atividade antimicrobiana foi utilizado o método descrito por
Macedo (2007). Foram, entdo, utilizadas duas diferentes concentracdes de solugdo aquosa
de mel (15 % e 25 %) filtrado (membrana Sartorius 0,22 um). Para padronizagdo do
inéculo bacteriano, utilizou-se a escala 4 de MacFarland equivalente a 12.10° células.mL™".

Como meio de cultura, utilizou-se o Agar Nutriente (AN), cuja composic¢io é: 5 g
de peptona, 3 g de extrato de levedura, 1 g de NaCl e 15 g de agar bacteriologico e 1 L de
agua deionizada, sendo esterilizado a 121 °C, 1 atm por 20 min. Apds o resfriamento do
meio (200 mL) para cerca de 45 °C, adicionou-se 1 mL da suspensdo bacteriana de
concentragdo pré-estabelecida, homogeneizou-se essa mistura e imediatamente verteu-se
em placas de Petri esterilizadas (cerca de 20 mL por placa). Apos solidificagdo, com
auxilio de um furador esterilizado, perfurou-se dois orificios eqiiidistantes das bordas, cada
um com cerca de 8 mm de didmetro. Em seguida, esses foram preenchidos com 100 pL da
solucao aquosa de mel em cada concentragao.

As placas foram mantidas sob refrigeracdo por 12 h, para dispersar as solugdes de
mel no agar e, em seguida, foram incubadas por 24 h a 30 + 1 °C, para E. coli e S.
Tiphymurium e a 37 °C para H. pylori. O halo de inibi¢do de crescimento bacteriano ao
redor de cada disco foi determinado com o auxilio de paquimetro de 0,05 mm de precisao.

Para os controles positivos, foram utilizados discos contendo cinco antibidticos:
Ampicilina 10 pg, Vancomicina 30 pg, Ofloxacina 10 pg, Noflaxacina 10 ug e
Cotrimoxazol 25 ug, como controle negativo utilizou-se agua estéril.

O delineamento experimental foi totalmente casualizado, sendo o experimento
fatorial, testando-se diferentes solucdes (dgua destilada estéril, discos de antibioticos de
ampicilina, vancomincina, ofloxacina, norfloxaxina e cotrimoxazol, e solucdes 15 e 25%

das amostras de mel estéreis diluidas e cultura de microrganismos).

4.7 — Atividade Antifangica dos méis de nativas e africanizadas
Os fungos filamentosos termorresistentes Byssochlamys fulva (CCT 0056),
Neosartorya fischeri (CCT 3491) e Talaromyces flavus (CCT 4683), adquiridos da

Colegao de Culturas Tropicais — Fundacdo André Tosello foram alvo de determinagao da
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atividade antifungica dos méis em estudo.

Para os fungos filamentosos, apds a esterilizagdo do meio de cultivo (4gar Saboroud
(AS), cuja composicdo contém 10 g de peptona, 40 g de glicose e 15 g de agar
bacteriologico para 1 L de agua), este foi vertido em placas de Petri previamente
esterilizadas (cerca de 20 mL de meio por placa). Apos a solidificacdo, depositou-se 500
uL da solu¢do de mel filtrada em membrana Sartorius (0,22 um) e espalhou-se a mesma
sobre a superficie com uma alg¢a de Drigalski estéril. Um disco de micélio (cerca de 8 mm
de didmetro), retirado das bordas da colonia do fungo (em AS, 7 dias de incubagdo) foi
disposto no centro. Para efeito comparativo, placas do mesmo meio, porém sem a adigdo
da solugdo de mel, foram também inoculadas.

Determinou-se o didmetro médio das colonias (em milimetros) 24, 48 ¢ 168 h
apos a incubagdo (25 + 2°C), e por comparacdo com o crescimento micelial das colonias
nas placas testemunhas, calculou-se a percentagem de inibicdo do crescimento micelial,
que consistiu na seguinte formula: [ = 100 * (T-B /T), onde: I — porcentagem de inibi¢do; B
— diametro médio das coldnias do fungo na presenga da solucdo de mel e T — didmetro

médio das colOnias testemunhas.

4.8 — Delineamento Estatistico
Antes de proceder-se a avaliacdo dos dados, testou-se a normalidade dos mesmos
pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk, premissa para escolha do teste
estatistico a ser aplicado. Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis a 95 % de
significancia, (p< 0,05), pois os dados nao apresentaram distribui¢do normal.
Realizou-se, ainda, a correlagdo de Spearman a 95 % de significancia, p<0,05 e

99% de significancia, p<0,01.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Caracteristicas Climaticas das Regides de Coleta

Conforme observa-se na Figura 23, a precipitagdo média observada de Janeiro a
Dezembro de 2008, na maior parte das mesorregides de Alagoas, ficou acima da média
acumulada, excetuando-se a mesorregido do Agreste. Nessa regido, a precipitagdo
observada ficou em torno de 1200 mm, enquanto no Baixo Sao Francisco foi de cerca de
1750 mm, na Zona da Mata foi de cerca de 1550 mm, no litoral foi de 2025 mm, e no
sertdo foi de aproximadamente 900 mm no periodo. = O maior desvio positivo da
precipitagdo acumulada foi apresentado pelo Baixo Sao Francisco (36,2 %), € o Unico
desvio negativo ocorreu na mesorregido do Agreste (-0,2 %). As demais mesorregides
atingiram os seguintes desvios entre as médias observadas e acumuladas: Sertdo: 21,5 %;
Sertdao do Sao Francisco: 7,3 %; Zona da Mata: 16,7 %; e Litoral: 24,0 % (SRHMA-AL,
2009).

mOBS COMEDIA

PRECIPITAGAQ

500 4 —
250 + —
0 T T T T T

S SSF A BSF ZM L

REGIOES

FIGURA 23 — Precipitagdo climatologica média observada e histérica acumulada, nas
mesorregides do Estado de Alagoas, nos meses de Janeiro a Dezembro de 2008. S: Sertao;
SSF: Sertao do Sao Francisco; A: Agreste; BSF: Baixo Sao Francisco; ZM: Zona da Mata;
e L: Litoral. Fonte: SRHMA — AL, 2009.

A precipitacio média acumulada de Janeiro a Fevereiro de 2009 manteve-se em
torno da média histdrica nas regides do Agreste e Baixo Sdo Francisco (-15% a +15%),
mas acima desta na Zona da Mata e Litoral e abaixo da mesma no Sertdo e Sertdo do Sao
Francisco (SRHMA-AL, 2009).

A Tabela 2, por outro lado, apresenta dados de altitude, temperatura e indice
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pluviométrico dos municipios onde as estagdes de coleta das amostras de mel foram

implantadas.

TABELA 2 — Municipios de coleta das amostras de mel (com cddigos) de abelhas nativas
e africanizadas, temperatura e indice pluviométrico dos mesmos na estagdo seca de

2008/09.

Municipios de Coleta de Amostras* Altitude Temperatura Indice
Mel (m) ** Média (°C)  Pluviométrico
** (mm) **

Barra de Santo Antbnio AUI, AU2, AU3, 10 29 2404,5
(Litoral Norte) AU11, AU12
Barra de Sdo Miguel M13 2 29 2050
(Litoral Sul)
Colbnia Leopoldina  AUS, AU9, AU10 140 22 1393,1
(regido canavieira)
Delmiro Gouveia AM1, AM2, AM3, 256 31 481,3
(Sertédo: R.S. Francisco) AJl, AJ2, AP1, AP2
Ibateguara AUS, AU6, AU7 505 22 1600
(Regido Canavieira)
Mar Vermelho (Mata M9, M10, 636 26 1550
Atlantica)
Marechal Deodoro AUI13 5 26 1872,4
(Litoral Sul)
Palmeira dos Indios AU4, AUI14, AUIS, 290 30 1102,7
(Agreste) AUl6, AU17, AU1S,

AUI19, AU20, AU21,

AU22

Vicosa (Mata Atlantica) M3, M8, M11, M14 210 29 1500

* Amostras: M3, M8-11, M13-14: Mel de Apis mellifera; M1-2, M4-7 ¢ M12: Mel
comercial de A. mellifera; AU — Mel de Urugu (M. scutellaris), AM — Mel de Mandagaia
(M. quadrifasciata), AJ — Mel de Jandaira (M. subnitida), AP — Mel de Plebéia (Plebeia
sp.). ** Dados da SRHMA -AL, 2009.

5.2 — Parametros Fisico-quimicos dos méis

A Tabela 3 apresenta um sumario das médias obtidas em todos os parametros
fisico-quimicos analisados nas 43 amostras de méis (14 de A. mellifera, 22 de M.
scutellaris, 03 de M. quadrifasciata, 02 de M. subnitida e 02 de Plebeia sp.). Ja na Tabela
4, um resumo da analise de Normalidade (Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk) dessas
médias ¢ apresentado. Apenas as médias de condutividade elétrica, glicidios redutores e
sacarose apresentaram distribui¢do normal, optando-se entdo, por testes ndo paramétrico

para todos os parametros.
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TABELA 3 — Determinagio de umidade (%), pH, acidez livre (meq. Kg™), condutividade
elétrica (mS. cm™), proteinas totais (mg . 100g™), prolina (mg . 100g™), glicidios redutores,
glicidios totais e sacarose (%), diastase (G), HMF (mg . Kg"') e cor (mm Pfund) em
amostras de mel de abelhas nativas e africanizadas de Alagoas, estacdo seca de 2008/09.

Mel U% pH Acidez CE. Prot. Pro. GR GT Sac. Diast. HMF Cor
M1 20,0 343 27,72 059 7,26 149,12 66,49 72,67 5,87 26,18 80,2 4820
M2 20,2 381 3927 049 595 5566 753 78,12 2,68 2625 759 44,12
M3 19,0 540 18,48 1,15 950 4844 68,68 71,02 222 26,55 78,1 38,55
M4 193 393 4389 0,50 8,96 12383 7352 78,12 437 51,45 1282 64,17
M5 19,0 4,13 2541 031 7,07 56,56 57,87 6579 7,52 16,82 44,2 26,66
M6 20,0 3,64 3840 027 7,18 93,13 77,16 80,2 2,89 36,45 81,1 102,42
M7 17,5 3,51 14,40 0,28 6,25 71,01 71,02 754 4,16 4,50 4277 2332
M8 18,5 6,54 7,20 0,84 6,75 7191 7621 8223 572 1245 344 45,60
M9 19,0 5,52 31,20 0,86 6,68 40,31 71,02 78,12 6,75 20,20 30,3 40,77
M10 19,5 481 2640 0,69 834 57,01 71,03 72,67 1,56 16,84 22,1 52,66
M11 20,0 424 2400 0,50 1043 5837 7530 77,16 1,77 40,50 10,5 54,89
M12 21,0 3,82 5281 042 649 103,52 68,68 72,67 3,79 29,71 10,0 94,62
M13 240 4,11 36,00 0,68 6,02 52,05 71,02 73,59 244 22380 4,5 107,99
M14 20,0 5,14 16,80 0,79 5,02 56,56 69,44 73,52 3,88 17,53 1,5 4449
AUl 38,6 6,85 6,85 0,30 11,77 10,52 62,50 63,13 0,60 2,70 2,9 2740
AU2 28,8 6,90 6,90 0,66 13,03 10,52 59,52 62,50 2,83 3,61 2,7 67,14
AU3 37,2 6,80 6,80 0,78 3,81 9,16 57,87 59,52 1,57 3,50 1,9 44,86
AU4 277 383 30,03 031 482 1322 67,93 69,44 143 4,92 1,1 76,43
AU5 290 425 13,86 028 6,52 2225 72,67 753 2,50 3,71 14,7 68,26
AU6 280 4,19 16,17 026 9,11 16,38 67,20 70,22 2,97 3,97 13,2 76,31
AU7 370 432 1386 023 506 10,51 65,79 72,67 6,54 3,51 19,8 167,79
AU8 29,5 5,80 6,93 0,48 4,05 8,71 63,777 69,44 5,39 3,15 15,6 39,66
AU9 30,0 4,96 6,93 028 420 10,97 6589 735 7,23 3,23 25,7 32,23
AU10 28,0 3,86 110,88 0,62 7,65 10,06 753 753 0,00 2,77 23,77 121,74
AU1l 26,0 545 7,20 0,59 498 31,73 73,52 75,3 1,69 3,65 16,5 89,05
AU12 28,0 597 480 0,60 5,02 3128 69,75 744 4,42 2,39 18,9 58,23
AU13 29,5 6,61 4,80 0,52 6,60 10,67 62,5 651 247 7,94 17,8 165,56
AU14 29,0 391 2880 0,51 428 31,28 69,44 73,52 3,88 8,06 80,1 138,45
AU15 280 4,56 19,20 0,60 4,12 2722 67,2 73,52 6 9,16 0,4 14922
AU16 29,0 3,87 69,60 0,66 478 3625 7022 72,67 2,733 8,43 13,3 196,38
AU17 285 4,11 2880 0,55 548 2225 65,79 71,02 497 6,13 0,0 168,16
AU18 30,0 4,18 36,00 0,56 5,59 31,73 65,79 69,44 347 5,32 0,3 196,38
AU19 25,0 6,90 240 1,15 470 2270 6944 71,02 1,5 18,60 7,8 99,46
AU20 26,0 6,90 2,40 1,16 4,01 21,80 65,78 69,44 348 14,90 6,4 98,71
AU21 29,0 4,47 28,80 0,67 5,71 31,28 63,77 67,93 3,95 4,80 6,9 118,02
AU22 275 437 2640 047 428 23,16 6649 71,83 5,07 4,74 0,9 106,14
AM1 295 376 36,96 0,57 5,17 8,70 72,67 73,53 0,82 2.07 10,1 45,60
AM2 290 3,73 40,80 0,77 6,06 4031 67,20 71,83 44 2830 12,3 263,98
AM3 270 339 5521 0,57 544 4121 70,22 73,52 3,14 8,90 0,0 84,97
AJl 320 3,75 4389 0,60 498 19,99 73,52 753 1,69 4,68 8,8 39,66
AJ2 29,0 3,38 60,00 0,55 5,60 34,60 744 753 0,85 8,36 0 51,17
P1 345 4,13 90,09 0,78 19,19 3444 7022 71,84 1,54 16,71 19,5 198,98
P2 29,0 3,71 17040 0,90 6,49 154,08 6944 70,22 0,72 1920 22,5 249,13

M3, M8-11, M13-14: Mel de Apis mellifera; M1-2, M4-7 ¢ M12: Mel comercial de A.
mellifera; AU — Mel de Urugu (M. scutellaris), AM — Mel de Mandagaia (M.
quadrifasciata), AJ — Mel de Jandaira (M. subnitida), AP — Mel de Plebéia (Plebeia sp.).
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TABELA 4 — Teste de Normalidade de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk, para as
médias dos pardmetros fisico-quimicos avaliados em amostras de méis de abelhas nativas e

africanizadas do Estado de Alagoas na estacdo seca de 2008/09.

Parametros Fisico- Quimicos Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
n indice de n indice de
significancia Significancia

Umidade (%) 0,160 43 0,008 0,912 43 0,003
pH 0,210 43 0,000 0,843 43 0,000
Acidez meq. Kg* 0,191 43 0,000 0,754 43 0,000
Cond. Elétrica mS. Cm™ 0,110 43 0,200(*) 0,934 43 0,016
Proteina mg. loog'l 0,202 43 0,000 0,757 43 0,000
Prolina mg. 100g™ 0,185 43 0,001 0,805 43 0,000
Glicidios Redutores (%) 0,097 43 0,200(*) 0,969 43 0,295
Glicidios Totais (%) 0,124 43 0,095 0,956 43 0,102
Sacarose (%) 0,092 43 0,200(*) 0,965 43 0,207
Diastase (G) 0,214 43 0,000 0,833 43 0,000
HMF mg. Kg™* 0,240 43 0,000 0,745 43 0,000
Cor mm Pfund 0,148 43 0,019 0,876 43 0,000
Fenois mg. 100 g* 0,215 43 0,000 0,872 43 0,000
Flavondides mg . 100 g* 0,146 43 0,021 0,926 43 0,008
FRAP eq.mg &c. géalico. 100g* 0,231 43 0,000 0,883 43 0,000
DPPH eq.mg &c. galico. 100 g* 0,176 43 0,002 0,955 43 0,092
DPPH eq.mg quercetina.100 g'l 0,191 43 0,000 0,938 43 0,022

* apenas as médias de condutividade elétrica, concentracdo de glicidios redutores e de
sacarose apresentaram distribuicdo normal.

A Tabela 5 apresenta os indices de significincia para diferengas entre médias de um
mesmo parametro entre méis de distintas abelhas, sendo a escala crescente de diferenca
entre as médias estabelecida através de um ranking de 1-5 na Tabela 6. A Tabela 7, por
outro lado, apresenta a correlagdo de Spearman para as médias dos pardmetros fisico-

quimicos avaliados entre as amostras dos méis de diferentes origens entomologicas.
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TABELA 5 — Teste de Kruskal Wallis para verificar se ha diferenga significativa entre as

amostras de mel de abelhas nativas e africanizadas analisadas dentro de cada parametro

(estagdo seca de 2008/09).

ESTATISTICA Qui-quadrado Indice de significancia
PARAMETROS
FISICO-QUIMICOS
Um (%) 28,847 0,000*
pH 15,886 0,003*
Acidez meq. Kg* 16,582 0,002*
Cond. Elétrica mS. cm™ 4,068 0,397
Proteina mg. 100g™ 12,635 0,013*
Prolina mg. 100g™ 28,895 0,000*
GR (%) 12,464 0,014*
GT (%) 12,746 0,013*
Sacarose (%) 7,483 0,112
Diastase (G) 22,491 0,000*
HMF mg. Kg* 13,277 0,010*
Cor mm Pfund 13,927 0,008*
Fendis mg. 100 g 24,093 0,000*
Flavondides mg. 100 g 17,531 0,002*
FRAP eq.mg é&c. galico. 100 g* 20,703 0,000%
DPPH eq.mg &c. galico. 100 g* 25,274 0,000
DPPH eg.mg quercetina.100 g* 25,236 0,000

*95 % de probabilidade, p<0,05.
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TABELA 6 — Ranking (1-5) comparativo das médias estatisticamente diferentes entre si

para cada parametro fisico-quimico entre os méis de abelhas nativas e africanizadas do

Estado de Alagoas (coletados durante a estacdo de seca 2008/09), segundo teste ndo

paramétrico de Kruskal Wallis. Méis com numeros iguais a 1 ndo foram diferentes entre

si, e a partir desse, as médias foram diferentes em ordem crescente.

MEIS DE ABELHAS Apis Melipona Melipona Melipona Plebeia
. scutellaris | quadrifasciata | subnitida sp.
mellifera

PARAMETROS

FISICO-QUIMICOS

Umidade (%0) 1 3 2 4 5

pH 4 5 3 1 2

Acidez 2 1 3 4 5

meq. Kg*

Cond. Elétrica 1 1 1 1 1

mS. cm™

Proteina 4 2 3 1 5

mg. 100g™

Prolina 5 1 3 2 4

mg. 100g™

GR (%) 4 1 3 5 2

GT (%) 4 2 3 5 1

Sac (%) 1 1 1 1 1

Diastase (G) 5 1 3 2 4

HMF mg. Kg™ 5 3 2 1 4

Cor mm Pfund 2 3 4 1 5

Fendis Totais 4 3 2 1 5

mg. 100 g

Flavonoides Totais 4 3 2 1 5

mg. 100 g

FRAP eg.mg &c. gélico. > 2 3 ! 4

100 g*

DPPH eq.mg &c. galico. > ! 4 2 3

100 g*

DPPH eq.mg > ! 4 2 3

quercetina.100 g*
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TABELA 7 — Coeficiente de correlagao de Spearman entre os parametros fisico-quimicos de méis de abelhas nativas e africanizadas do Estado

de Alagoas, durante a estagdo de seca 2008/09.

PARAMETROS Umidade pH Acidez ~ Con. Elet.  Proteina Prolina Glicidios  Glicidios  Sacarose
FiSICO-QUIMICOS (%) meq. Kg*© mS.Cm? mg.100g" mg.100g* Redutores  Totais (%)
(%) (%)

Umidade (%) 1,000 0,072 20,014 20,126 20303(Y)  -0,697C°%)  -0392(**%)  -0.434(**) -0,250
pH 0,072 1,000 20,808(**) 0,288 0,111 20,400(*%)  0421(**)  -0372(*) 0,108
Acidez meq. Kg'. 20,014 20,808(**) 1,000 0,041 0,205 0396(**) _ 0.455(**) 0319 (*) -0,231
Con. Elétrica mS. cm™ -0,126 0,288 0,041 1,000 -0,048 0,146 0,050 -0,092 -0,210
Proteina mg. 100g” 20303(*)  -0,111 0,205 20,048 1,000 0,378(%) 0212 0,099  -0,185
Prolina mg. 100g™ 20,697(F%)  -0,409(*%)  0,396(**) 0,146 0.378(*) 1,000 0.4290"%)  0.428(**) 0.165
Glicidios Redutores (%) -0,392(**) -0,421(**) 0,455(**) 0,050 0212 0,429(**) 1,000 0,896(**) -0,309(*)
Glicidios Totais (%) 20,434(%%)  0372(*)  0319(*)  -0,092 0,099 0,428(**) _ 0,896(**) 1,000 0,078
Sacarose (%) -0,250 0,108 -0,231 -0,210 -0,185 0,165 -0,309(*) 0,078 1,000
Diastase G 20,605(**) -0,274 0378(*) 0272 0325(*)  0,803(**) 0292 0,251 0,091
HMF mg. Kg'. 20,369(*) 0,119 0,047 20,104 0376(*) _ 0387(") __ 0312(%) 0377(*) 0,205
Cor mm Pfund 0,309(*) -0,156 0,331(*) 0,161 -0,096 -0,026 -0,075 -0,176 -0,096
Fendis mg. 1009~ 20,569(**) -0,070 0,137 0,257 0,498(**)  0,711(**) 0,49 0,187 0,058
Flavondides mg. 1009'1 -0,453(**) -0,140 0,239 0,233 0,388(*) 0,629(**) 0,248 0,141 -0,034
FRAP mg 4c. galico.100 g~ -0,680(**) -0,208 0,239 0312(*)  0427(**) _ 0,750(**) _ 0,369(%) 0264  -0,061
DPPH mg ac. galico.100g™ -0,570(**) -0,523(**) 0,466(**) 0,019 0,270 0,754(**) 0,502(**) 0,534(**) 0,152
DPPH mg quercetina. 10097 -0,541(**) -0,512(**) 0,457(**) 0,013 0306(*) __ 0,745(**) _ 0491(**) _ 0,518(**) 0,112

* 95 % de significancia, p<0,05; **99% de significancia, p<0,01.
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TABELA 7 — Continuacao... Coeficiente de correlagdo de Spearman entre os parametros fisico-quimicos de méis de abelhas nativas e

africanizadas do Estado de Alagoas, durante a esta¢do de seca 2008/09.]

PARAMETROS Diastase HMF Cor Fenois Flavonoides FRAP DPPH DPPH
FiSICO-QUIMICOS G mg. Kg* mm mg. 100g" mg.100g" Eg.mgde Eq.mgde  Eq.mgde Q.
Pfund AG.100g-1 AG. 100g™ 100 g™
Umidade (%) 20,605(*%)  -0369(*)  0309(*) -0.569(**)  -0.453(**)  -0,680(**) _ -0,570(**) 20,541(*%)
pH -0,274 -0,119 -0,156 -0,070 -0,140 -0,208 -0,523(**) -0,512(**)
Acidez meq. Kg. 0378(*) 0,047 0331(*) 0,137 0,239 0,239 0,466(**) 0,457(*%)
Con. Elétrica mS. cm™ 0,272 -0,104 0,161 0,257 0,233 0,312(*) 0,019 0,013
Proteina mg. 100g™ 0325(*)  0,376(*) -0,096 _ 0498(**) _ 0,388(%) 0,427(*%) 0,270 0,306(%)
Prolina mg. 100g™ 0.803(**)  0.387(%) 0,026 0711("*) __ 0,629(**) __ 0,750(**) __ 0,754(*%) 0,745(**)
Glicidios Redutores (%) 0,292 0312(*) 0,075 0,249 0,248 0,369(%) 0,502(*%) 0,491(%*)
Glicidios Totais (%) 0,251 0377(*) 0,176 0,187 0,141 0,264 0,534(*%) 0,518(*%)
Sacarose (%) 0,091 0,205 -0,096 0,058 -0,034 -0,061 0,152 0,112
Diastase G 1,000 0,262 0,136 0784(**)  0,694(**)  0811(**)  0,644(*%) 0,626(**)
HMF mg. Kg'. 0,262 1,000 20226 05120°%)  0407(**)  0.400(%%)  0,414(*%) 0,405(**)
Cor mm Pfund 0,136 -0,226 1,000 0,106 0,205 0,027 -0,106 -0,139
Fenis mg. 100g™ 0,784(**)  0,512(**) 0,106 1,000 0,803(**)  0.814(**)  0,541(*%) 0,537(*%)
Flavonéides mg. 10097 0,694(**) _ 0,407(**) 0,205 __ 0,803(**) 1,000 0,795("%)  0,537(**) 0,534(*%)
FRAPmg &c. Galico.100g™ 0.811(**)  0400(*) 0027  0814*%)  0,795(*%) 1,000 0,584(*%) 0,568(**)
DPPH mg ac. galico.100g™ 0,644(**) 0,414(**) -0,106 0,541(**) 0,537(**) 0,584(**) 1,000 0,992(**)
DPPH mg quercetina 10097 0,626(**)  0,405(**) -0,139 __ 0,537(**) __ 0,534(**) __ 0,568(**) _ 0,992(*%) 1,000

* 95 % de significancia, p<0,05; **99% de significancia, p<0,01.
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Enquanto os méis de A. mellifera sdo produzidos ¢ distribuidos principalmente no
continente Europeu e Asidtico, o mel de abelhas sem ferrdo ¢ um alimento conhecido e
utilizado na América do Sul, Africa e Australia, e tem distribuicao limitada a nivel
mundial, principalmente devido a reduzida produgdo pelas diferentes espécies de
meliponineos, menor vida 1til, face ao teor de umidade desses méis e, ainda, a auséncia de
uma norma de qualidade institucional, em fun¢do da caréncia de estudos envolvendo tais

produtos (GUERRINI et al., 2009).

5.2.1 Determinacdo de Umidade

No tocante ao conteido de umidade nos diferentes méis avaliados, constatou-se
diferenca estatisticamente significativa (p <0,05) entre as amostras (Tabela 6), sendo este
menor em mel de A. mellifera (17,5 - 24,0 %, média 19,79 + 1,48 %), em relacdo as
amostras de mel de abelhas nativas, descrito em ordem crescente: Melipona quadrifasciata
(28,50 + 1,32 %) < M. scutellaris (29,51 + 3,53 %) < M. subnitida (30,50 £+ 2,12 %) <
Plebeia sp. (31,75 + 3,88 %).

Com relagdo as amostras de mel de A. mellifera, portanto, apenas 3 amostras
apresentaram valores excedentes a 20 % de umidade, que é o limite estabelecido pela
legislacao Brasil (2000). O indice de umidade dos méis de abelhas nativas, portanto, nao
atendeu essa legislacdo vigente, embora esta seja exclusiva para méis de abelhas
africanizadas. Entretanto, todas as amostras de nativas apresentaram conteiido de umidade
proximo ao de outras espécies do género Melipona (ALVES et al., 2005; ALMEIDA-
MURADIAN et al., 2007; SOUZA, 2008; SOUZA et al., 2009).

Estudos sobre as caracteristicas fisico-quimicas de méis de M. scutellaris
provenientes dos Estados da Bahia e da Paraiba, por exemplo, demonstraram que estes
apresentaram 28,40% de umidade, valores proximos aos do presente estudo (MARCHINI
et al., 1998). Esse pardmetro esta diretamente relacionado ao sabor do produto, muito
apreciado por ser menos doce e enjoativo em comparacdo ao mel de A. mellifera

(VILLAS-BOAS & MALASPINA, 2005).

5.2.2 — Determinacéao de pH e acidez livre
Com relagdo ao pH e a acidez livre dos méis das diferentes espécies avaliadas,
verificou-se diferenca estatisticamente significativa, p < 0,05 (Tabela 6). O pH dos méis de

A. mellifera variou de 3,43-6,54 (média 4,43 + 0,91), enquanto que o de mel de M.
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scutellaris variou entre 3,83 ¢ 6,90 (média de 5,14 = 1,20). Em relagdo aos méis de M.
quadrifasciata, M. subnitida e Plebeia sp. a média foi de 3,62 + 0,20, 3,56 = 0,26 ¢ 3,92 +
0,29, respectivamente.

No tocante a acidez livre, a média foi de 28,71 + 12,49 meq. Kg™' nos méis de Apis,
estando apenas uma amostra fora das recomendagdes estabelecidas pela legislacao
(BRASIL, 2000), que ¢ de no maximo 50 meq . Kg . Entretanto, nos méis de
meliponineos observou-se ampla variagdo desta (2,4 - 170,4 meq. Kg™), sendo a maior
acidez para o mel de Plebeia sp, Tabela 3. Foi observada uma correlagdo inversa
estatisticamente significativa (-0,808), p < 0,05, entre acidez livre e pH, Tabela 7.

A acidez do mel das abelhas nativas em geral ¢ maior em relagdo ao mel de A.
mellifera, fato detectavel pelo sabor, sendo este um dos parametros que define a
preferéncia do consumidor pelo mel das abelhas nativas (VIT et al., 2004). O valor
proposto por Villas-Boas & Malaspina (2005) estabelece o maximo de 85 meq. Kg™' para o
mel de meliponineos.

O pH e a acidez do mel podem estar diretamente relacionados a composi¢ao
floristica nas areas de coleta, uma vez que podem ser influenciados pela variagao de acidos
organicos e pH do néctar, o qual é submetido a agdo da glicose-oxidase formando acido
gluconico, mas também a agdo de enzimas bacterianas durante a sua maturagao, e, ainda,
pela quantidade de minerais presentes, e diferencas na composi¢do do solo ou associa¢ao
de espécies vegetais para a composicao final (CRANE, 1983; MOREIRA & DE MARIA,
2001; BOGDANOV, 2002; EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2005). Evangelista-
Rodrigues et al. (2005), por exemplo, observaram que houve diferenca significativa de pH
entre os méis de M. scutellaris ¢ A. mellifera, mesmo quando produzidos em uma mesma
localidade, Estado da Paraiba, fator que pode ser explicado pela presenca de substancias
mandibulares acrescidas ao néctar durante o transporte do mesmo até a colméia. Souza
(2008), também avaliando a qualidade fisico-quimica de méis de abelhas nativas do Estado
da Bahia, observou uma variagdao de pH entre 3,12 a 6,5, enquanto que o teor de acidez

variou entre 5,1 a 116,8 meq. Kg ™.

5.2.3 — Determinacéo de Condutividade elétrica

Em relagdo a condutividade elétrica, nao houve diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05) entre os méis das diferentes abelhas estudadas no Estado de
Alagoas na estac¢ao seca de 2008/09, (Tabela 6). A condutividade elétrica variou de 0,27-

1,15 mS.cm’ para os méis de abelhas africanizadas, e de 0,23-1,16 mS.cm’ para os méis
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de M. scutellaris. No entanto, nos méis de M. quadrifasciata, M. subnitida e Plebeia sp, a
condutividade foi respectivamente de 0,63 + 0,11 mS.cm'l, 0,57+ 0,03 mS.cm” e 0,84 +
0,08 mS.cm™.

Os conteudos de 4cidos organicos, sais minerais e proteinas influenciam na
condutividade elétrica do mel (ACQUARONE et al., 2007, BOGDANOYV, 2002; CRANE,
1983). De acordo com Souza et al. (2004), a condutividade elétrica de méis de M. asilvai
produzidos na Bahia variou de 287,5 a 525 uS.cm'l. Por outro lado, Souza et al. (2009),
avaliando mel de diferentes espécies de Melipona observaram variagdo de 255,0 e 905,7

-1 . y .
uS cm’ para os diferentes méis.

5.2.4 — Determinacdo de Glicidios Redutores, Glicidios Totais e Sacarose

Houve diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes méis avaliados
em relacdo ao contetdo GR e GT, no entanto, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa (p < 0,05) quanto ao contetudo de sacarose aparente (Tabela 6).

O percentual de GR em mel de A. mellifera foi de 70,91 + 4,91 %, enquanto que o
de GT foi de 75,09 + 4,24 %. Ja em relacdo a mel de M. scutellaris, o conteado de GR
variou entre 57,87 ¢ 75,30 % (média de 66,73 + 4,25 %), enquanto que o de GT variou de
59,52 a 75,30 % (média de 70,28 + 4,37 %). Em estudos de méis de A. mellifera de
diferentes floradas no Estado do Piaui, Silva et al. (2004) ja haviam detectado um
percentual médio de GR de 77,25 %, com variagdo entre 68,92 e 85,49 %, enfatizando a
influéncia da origem floral na composi¢ao quimica desse mel.

Em relagdo aos méis de M. quadrifasciata, M. subnitida e Plebeia sp, o contetido
de GR variou respectivamente entre 67,20 e 72,67%, 73,52 e 74,40% e 69,44 ¢ 70,22 %.
No que, se refere ao conteudo médio de GT, este foi respectivamente de 72,96 + 0,97 % ,
75,30 £ 0,0 % e 71,03 = 1,14 %. Em Sao Gabriel, municipio da regido semi-arida do
Estado da Bahia, Alves et al. (2005) detectaram que o contetdo de GR em mel de M.
mandacaia variou entre 64,29% e 82,10%, média de 74,82 + 4,28 %, semelhante aos
valores encontrados para os méis de abelhas nativas estudados na presente dissertagao.

O percentual de sacarose variou entre 1,56 ¢ 7,52% (média de 3,97 + 1,88 %) para
méis de A. mellifera, sendo que duas amostras apresentaram valores superiores ao limite de
6% preconizado pela legislagdo (BRASIL, 2000). Os méis de M. scutellaris apresentaram
média de 3,37 + 1,93 % de sacarose, enquanto que os de M. quadrifasciata, M. subnitida e
Plebeia sp apresentaram respectivamente 2,78 + 1,81 %, 1,27 £ 0,59 % ¢ 1,13 £ 0,58 % de

sacarose, todos com teores abaixo do limite estabelecido pela legislagdo para méis de
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abelhas africanizadas, ja que nao ha padrdes para méis de nativas. Foi observada uma
correlacdo positiva entre glicidios redutores e glicidios totais de 0,896 e negativa entre
glicidios totais e sacarose aparente (-0,309), Tabela 7.

Almeida-Anacleto (2007) avaliando méis de meliponineos produzidos no
municipio de Piracicaba-SP observou que o conteudo de sacarose variou entre 0,13 e
2,32%, média de 0,94%, valores inferiores aos encontrados no presente estudo. Por outro
lado, Souza et al. (2009) observaram uma varia¢ao entre 0,2 ¢ 9,0 % para méis de
diferentes meliponineos, no entanto, para o mel de M. scutellaris a varia¢ao foi de 0,2 a
6,2%. Altas concentracdes deste dissacarideo em mel ¢ indicativo de colheita prematura

deste, antes de uma maior a¢cdo da invertase sobre a sacarose (CRANE, 1983).

5.2.5 — Determinacao de Proteinas Totais

Embora ndo exista um padrio pré-estabelecido na legislagdo brasileira para esse
parametro, que oscila em fun¢do da origem floral, a concentracdo de proteinas em mel de
abelhas africanizadas geralmente ¢ baixa e, provavelmente, restrita as oxidases e
hidrolases. Para os méis de nativas existem poucos estudos a respeito, dificultando assim a
comparagdo com relagdo a esse parametro entre méis de diferentes origens entomologicas.

Houve diferenga estatisticamente significativa (p <0,05) entre os méis das
diferentes espécies avaliadas em relacdo ao contetdo de proteinas totais (Tabela 6), sendo
a menor concentragdo detectada em mel de M. subnitida, seguida por: M. scutellaris < M.
quadrifasciata < A. mellifera < Plebeia sp (Tabela 6). Em mel de A. mellifera, esse
parametro variou de 5,02-10,43 eq. mg de albumina. 100 g"' (média de 7,27 + 1,51 eq. mg
de albumina. 100 g™). No entanto, em méis de meliponineos variou de 3,81-19,19 eq. mg
de albumina. 100 g, sendo este contetido maior no mel de Plebeia sp, Tabela 3.

Dois métodos de extragdo de proteinas foram comparados visando obter-se o
melhor perfil cromatografico das mesmas em camada delgada (CCD), e a mais eficiente
quantificacdo, sendo o primeiro com acetona a -20°C (PERALTA, 2003) e o segundo com
HCl-cloroférmio-metanol (OLIVEIRA, 2006). O método mais eficiente para ambos foi
aquele que partiu da suave precipitagdo acida, revelando que o perfil de bandas protéicas
(Figuras 24 e 25) entre os méis de abelhas africanizadas e nativas foi semelhante (fatores

de retengdo (Rfs) variaram entre 0,53 ¢ 0,58).
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FIGURA 24 — Perfil cromatografico em camada delgada (silica gel 60) de proteinas totais
de mel de A. mellifera e de abelhas nativas do Estado de Alagoas (estacdo seca de
2008/09), in natura ou extraidas (por acetona a -20°C ou por suave precipitagdo com HCI:
cloroférmio: metanol), e reveladas por ninhidrina e aquecimento a 105° por 5 min. M4-6:

A. mellifera; AP: Plebeia sp.

FIGURA 25 — Perfil cromatografico em camada delgada (silica gel 60) de proteinas totais
de mel de A. mellifera e de abelhas nativas do Estado de Alagoas (estagdo seca de
2008/09), obtidas por suave precipitacdo com HCl-cloroférmio-metanol, e reveladas por
ninhidrina e aquecimento a 105° por 5 min. P= padrdo de prolina; M3-8: A. mellifera;
AUS5-12: M. scutellaris; AJ1: M. subnitida AP1: Plebeia sp; AM1: M. quadrifasciata.
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Segundo Arruda et al. (2004), o conteudo de proteinas totais em mel de abelhas
africanizadas variou de 0,0036-2,79 %. Em estudos de Alves (2008), envolvendo mel
organico de A. mellifera produzido uma APA no Estado do Parand, o contetido de
proteinas totais variou de 0,37-0,63 %, com valor médio de 0,50 = 0,07 %. Por outro lado,
quando Souza (2008) estudou esse parametro em méis de nativas do Estado da Babhia,
observou uma variacao de 0,04 a 2,37 %, enquanto que Almeida-Anacleto (2007) observou
uma variagdo entre 0,15 a 0,57 % para méis de nativas no municipio de Piracicaba, em Sao
Paulo, ocorrendo o menor contetido no mel de Scaptotrigona bipunctata, e o maior no mel
de Tetragonisca angustula. Entretanto, o método utilizado para tais quantificagdes
percentuais € o Kjedahl, que se fundamenta na correlacao entre nitrogénio total e contetido
total de proteinas, podendo assim super-estimar os resultados, considerando-se que héa no
mel aminoacidos livres que também responderdo as reagdes. No método de Lowry,
entretanto, as reagdes envolvem as ligagdes peptidicas (LOWRY et al., 1951; ZAIA et al.,
1998).

O mecanismo de redugdo do reagente de Folin-Ciocalteau ocorre diretamente
através das cadeias laterais de alguns aminoécidos (tirosina, triptofano, cisteina, asparagina
e histidina), que contribuem com quatro elétrons, ou através da retirada de dois elétrons de
cada unidade tetrapeptidica dos peptideos e proteinas, que ¢ facilitada pela formagdo do

quelato entre o cobre (II) e peptideos/proteinas (LOWRY et al., 1951; ZAIA et al., 1998).

5.2.6 — Determinacao de Prolina

Houve diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os méis de diferentes
origens entomologicas, sendo estes classificados na seguinte ordem crescente de
concentragdo de prolina: M. scutellaris < M.subnitida < M. quadrifasciata < A. mellifera <
Plebeia sp (Tabela 6). O mel de A. mellifera apresentou variagdo entre 40,31-149,12 eq.
mg de prolina. 100 g "' (média de 74,10 + 31,77 eq. mg de prolina.100 g"), enquanto os
méis de M. scutellaris apresentaram variagio de 8,71-36,25 eq. mg de prolina. 100 g
(média de 20,16 + 9,37 eq. mg. 100 g'), e os méis de M. subnitida, M. quadrifasciata e
Plebeia sp apresentaram respectivamente médias de 27,29 + 10,33, 30,07 £ 18,51 ¢ 94,26
+ 84,59 eq. mg de prolina. 100 g”'. Exceto o mel de Plebeia sp, portanto, todos os demais
méis de nativas apresentaram contedo de prolina inferior ao das abelhas africanizadas.
Verificou-se correlacdo estatisticamente significativa (p<0,05) entre o teor de prolina e o
de proteinas totais (0,325) além da correlagdo significativa entre o contetido de a-amilase

(diastase) e conteudo de prolina (0,803) (Tabela 7).
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Observou-se, ainda, uma correlacao estatisticamente significativa (p< 0,01) entre o
conteudo de proteinas totais e o contetido de compostos fendlicos totais (0,498), bem como
entre o teor de prolina e compostos fenolicos (0,711) ou de flavonodides totais (0,629)
(Tabela 7). A correlagdo positiva entre os contetidos protéicos e de aminoacidos livres
(expresso por concentracdo de prolina), e tais compostos fendlicos, esta diretamente
relacionada com a sintese destes compostos, uma vez que a prolina regula os niveis de
NADP + / NADPH, necessarios para metabolismo purinico das pentoses fosfato,
estimulando a producdo de compostos fendlicos, derivados do 4cido shiquimico via
biossintese do aminoacido fenilalanina (SHETTY, 2004; ARAUJO, 2008).

Segundo o manual “HARMONISED METHODS OF THE INTERNATIONAL
HONEY COMMISSION™, o conteudo de prolina em mel ndo deve ser inferior a 18 mg.100
g, sendo este utilizado para avalia¢io da qualidade, estimando-se o grau de maturidade do
mel e a deteccdo de adulteracdo por sacarose comercial (BOGDANOV, 2002), isto é,
quando ndo for detectada prolina, o produto provavelmente foi adulterado com xarope
acucarado. No entanto, esse limite ¢ relacionado ao mel de A. mellifera, ndo atendendo as
particularidades dos méis de abelhas nativas, uma vez que nao ha legislagao especifica.

Em méis de A. mellifera de diferentes origens florais, observou-se uma variagdo de
437,8 a 2169.,4 eq. mg de prolina.Kg™, com média de 980,95 + 400,74 eq. mg de prolina
.Kg'1 (MEDA et al. 2005). Cotte et al. (2004) avaliaram os aminoacidos livres em mel de
abelhas africanizadas utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), e
confirmando que o principal aminoacido livre do mesmo € a prolina.

Dois sistemas de extracao de aminoacidos livres de mel foram testados através de
hidrélise acida: um direto através do extrato aquoso com acido férmico (BOGDANOV,
2002), e outro a partir dos extratos protéicos previamente obtidos por suave precipitagdo
acida (OLIVEIRA, 2006). Com relagdo a resolucdo do perfil cromatografico (CCD) dos
aminoacidos livres e a quantificacdo de prolina, verificou-se que o primeiro método
(hidrolise com acido formico 98%) foi mais elucidativo. As Figuras 26 e 27 apresentam os
perfis em CCD desses extratos, sendo eles comparados com os padrdes de glicina, prolina
e arginina submetidos ou ndo (Figura 26) ao mesmo protocolo da hidrélise acida. A
submissdo dos padroes a hidrolise (Figura 27) acida mostrou-se mais correta, confirmando
que todas as amostras apresentaram uma banda com Rf = 0,15 (Figura 27), similar aos

padrdes utilizados.
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FIGURA 26 — Perfil cromatografico em camada delgada (silica gel 60) de aminoacidos
livres de mel de A. mellifera e de abelhas nativas do Estado de Alagoas (estagdo seca de
2008/09), a partir de extrato aquoso de méis hidrolisados com é4cido férmico (revelagdo
ninidrina ¢ aquecimento 105°C). P= prolina; G= glicina; A= arginina; M3-8: A. mellifera;
AU4: M. scutellaris; AJ1: M. subnitida AP1: Plebeia sp.

FIGURA 27 - Perfil cromatografico em camada delgada (silica gel 60) de aminoacidos
livres de mel de A. mellifera e de abelhas nativas do Estado de Alagoas (estagdo seca de
2008/09), a partir de extrato aquoso de méis hidrolisados com é4cido férmico (revelagdo
ninidrina e aquecimento 105°C), bem como os padrdes de aminoacidos de prolina (P),
glicina (G) e arginina (A). M3-8: A. mellifera; AU4: M. scutellaris; AJ1: M. subnitida

AP1: Plebeia sp.
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5.2.7 — Determinacéo de Diastase

A composicdo enzimatica de qualquer mel estd diretamente relacionada as fontes
vegetais e entomoldgicas das quais ele ¢ derivado (CRANE, 1983). Este fato dificulta a
proposicao de uma tnica norma para todo o Brasil, pais rico em espécies de meliponineos
e caracterizado por um grande mosaico de habitats e formagdes vegetais. Ao mesmo
tempo, sdo escassas as informagdes nesse sentido e especificas dos méis de todo o pais
(VILLAS-BOAS & MALASPINA, 2005).

A legislagdo brasileira (BRASIL, 2000) estabelece um valor minimo de atividade
diastasica de 8 Gothe (G) para classificagdo do mel de boa qualidade. Os resultados
obtidos nas amostras de méis de A. mellifera revelam que, no tocante a esse parametro,
com excecdo da amostra M7 (4,5 G), todas as demais possuem boa qualidade (variacdo de
4,50-51,45 G, média de 24,87 £ 12,06 G).

No entanto, ocorreu diferenga estatisticamente significativa quanto ao contetido de
diastase (Tabela 6) nos méis de abelhas nativas. Em méis de M. scutellaris, o indice de
diastase variou de 2,39 a 18,60 G (média de 5,87 + 4,07 G). J4 nos méis de M.
quadrifasciata, M. subnitida e Plebeia sp, esse indice variou respectivamente de 2,07-
28,30, 4,68-8,36 ¢ 16,71-19,20 G. Isso significa que se a mesma legislagio de méis de
abelhas africanizadas estivesse vigorando para méis de nativas, apenas as amostras com
indice de diastase menor do que 8G estariam fora dos padrdes de qualidade. Porém, uma
vez que a acidez desses méis ndo foi alta na maioria das amostras (exceto para AUI10, 15-
AU18, AU21-22), o suficiente para destruir tal enzima (VILHENA &
ALMEIDAMURADIAN, 1999; MARCHINI & SOUZA, 2006), ¢ possivel que os mesmos
apresentassem baixas concentracdes de maltose e oligossacarideos indutores da expressao
da diastase, corroborando a necessidade de uma legislacdo especifica para tais méis de
abelhas nativas. Observou-se ainda uma correlagdo significativa (p< 0,05) entre o conteudo
de diastase e proteinas totais (0,325) e entre o contetido de diastase e teor de prolina
(0,803), p< 0,01, Tabela 7.

O contetido de diastase de méis paulistas produzidos por diferentes espécies de
meliponineos variou entre 3,16 e 54,11 G, média 28,19 G (ALMEIDA-ANACLETO,
2007), no entanto, em alguns estudos méis de abelhas do género Melipona este enzima

esteve ausente ou em baixa concentragdo (SOUZA et al., 2006; SOUZA et al., 2009),

5.2.8 — Determinacao de Hidroxi-Metil-Furfuraldeido (HMF)

No que se refere ao teor de HMF, ocorreu diferenga estatisticamente significativa (p
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< 0,05) entre os diferentes méis (Tabela 6), variando este entre 1,5 ¢ 128,2 mg. Kg '
(média de 45,97 + 37,52 mg. Kg'l) nos méis de A. mellifera. Destes, 4 amostras de mel
comercial excederam o limite permitido pela legislagdo, que ¢ de no maximo 60 mg. Kg™'.

Em relagao aos méis de M. scutellaris, o conteido de HMF variou de 0-80,1 mg.Kg
! (média de 13,20 mg. Kg'), enquanto nos de M. quadrifasciata, M. subnitida e Plebeia
sp a média deste foi respectivamente de 7,46 , 4,4 ¢ 21 mg. Kg' de mel. Apenas uma
amostra de mel de M. scutellaris (AU14) excedeu o limite desse pardmetro permitido pela
legislagdo para méis de abelhas africanizadas.

Uma pequena quantidade de HMF ¢ encontrada em méis recém-colhidos, no
entanto, o contetdo de HMF no mel pode ser afetado pela acidez, pH, conteudo de agua e
minerais, além de condi¢cdes de armazenamento, especialmente elevadas temperaturas
(VILHENA & ALMEIDA-MURADIAN, 1999; BOGDANOV, 2002; MARCHINI &
SOUZA, 2006). Valores elevados de HMF encontrados nos méis de meliponineos podem
estar associados as técnicas inadequadas de manejo e/ou condigdes climdticas adversas da

regido (SOUZA et al., 2006; SOUZA, 2008).

5.2.9 — Determinacao da Cor

Em relacdo a coloragdo, parametro considerado essencial para agradar o
consumidor do mel, as amostras de A. mellifera oscilaram de 23,3 a 108,0 mm Pfund,
variando do branco ao ambar, sendo a média de 56,31+ 26,79 mm Pfund (4mbar claro)
(Tabela 3). Méis de M. scutellaris apresentaram colorag¢do oscilando entre 27,4 ¢ 196,4
mm Pfund, variando do branco ao ambar escuro (média de 104,79 £ 52,53 mm Pfund =
ambar). Quanto aos méis de M. quadrifasciata, M. subnitida ¢ Plebeia sp a variagdo de
coloracdo foi respectivamente de 45,6-264,0, 39,7-51,2 e 199,0-249,1 mm Pfund, sendo o
mel de Plebeia sp diferenciado, pois apresentou uma coloragdo ambar escuro em todas as

amostras avaliadas (Figura 28).
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FIGURA 28 — Variacdo de coloracdo de méis de diferentes origens entomologicas
produzidos em Alagoas na estagdo de seca 2008/09. M5: A. mellifera; AU: M. scutellaris;
AP2: Plebeia sp; AM2: M. quadrifasciata.

Nos mercados mundiais o mel ¢ avaliado por sua cor, sendo que méis mais claros
alcangam precos mais eclevados (ALVES et al., 2005), estando essa propriedade
organoléptica relacionada com a origem floral, processamento, armazenamento, fatores
climaticos durante o fluxo de néctar e a temperatura na qual o mel ¢ produzido no interior
da colméia (ALMEIDA-ANACLETO, 2007; BOGDANOV et al., 2004).

Turkmen et al. (2006) observaram que o tratamento térmico de mel levou ao
escurecimento, provocado pela formagdo de produtos da reagdo de Maillard, como

melanoidinas e HMF, alteragdes estas indesejaveis ao consumidor.

5.3 — Avaliagao antioxidante de méis de abelhas nativas e africanizadas

5.3.1 — Determinacdo de Fendis Totais

Com relagdo ao contetido de fenois totais (Tabela 6), verificou-se que houve
diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os diferentes méis. Os méis de A.
mellifera apresentaram concentragdo média de fendis totais de 92,34 + 13,55 eq. mg de
acido galico . 100 g, sendo esta superior a de méis de nativas, exceto em relagio aos de
Plebeia sp.

No tocante ao mel de M. scutellaris, a variagao de fendis totais foi de 39,3-85,7 eq.
mg 4cido galico .100 g (média de 51,92 + 12,36 eq. mg. 4cido galico .100 g” de mel).
Me¢is de M. quadrifasciata, M. subnitida e Plebeia sp apresentaram respectivamente 63,92
+ 45,61, 42,70 = 3,60 ¢ 106,01 + 9,85 eq. mg acido galico .100 g'l, Figura 29. A maior
variagdo ocorreu entre méis de M. quadrifasciata, especialmente no que se refere a amostra
AM2, que também apresentou coloragdo mais escura, que conforme Beretta et al. (2005),

em geral méis escuros apresentam maior teor de compostos fenélicos.
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FIGURA 29 - Contetido de fendis totais [equivalentes mg de acido galico (AG). 100 g™']
em méis de abelhas nativas e africanizadas produzidos em Alagoas na estacdo de seca

2008/09.

Resultados semelhantes para mel floral de A. mellifera foram encontrados por Al et
al. (2009), Al-Mamary et al. (2002); Aljadi & Kamaruddin (2004) ¢ Beretta et al. (2005).
Meda et al. (2005), analisando mel de abelhas africanizadas, detectaram um contetido de
fenois totais variando de 32.59-114.75 eq. mg acido galico.100 g, sendo que tais autores
observaram que méis de melato apresentaram mais fenois do que méis florais. No entanto,
em relacdo a méis de abelhas nativas os dados sdo escassos, sendo de fundamental
importancia estudos que contribuam para elucidagdo da real contribuicao destes compostos
para o perfil terapéutico deste alimento.

Os compostos fenolicos sdo incluidos na categoria de bloqueadores de radicais
livres, sendo muito eficientes na prevengdao da autoxidagdo, e, portanto, da oxidacao
lipidica em tecidos vegetais e animais. Assim, quando incorporados na alimentagdo
humana, ndo apenas sdo conservantes dos alimentos, mas também reduzem o risco de
desenvolvimento de patologias como arteriosclerose e¢ cancer (ANGELO & JORGE,
2007). Sao oriundos do metabolismo secunddrio das plantas, e essenciais para o seu
crescimento e reproducdo, além de combaterem infec¢des, ferimentos, efeitos das
radiagdes UV, dentre outros. Portanto, sua deteccdo auxilia na identificacdo da origem
botanica do mel (BOGDANOYV, 2002; ANGELO & JORGE, 2007).

O método de Folin-Ciocalteu ¢ amplamente utilizado em ensaios de quantificacao

de compostos fenodlicos totais em diferentes alimentos, mas apesar disso, a metodologia
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que envolve a mistura dos acidos fosfomolibdato-fosfotungstato, pode sofrer interferéncia

de outros compostos ndo fenolicos, como acido ascérbico e alguns aminodcidos, dentre

eles a tirosina (FERREIRA et al., 2009).

5.3.2 — Flavonoides Totais

O contetdo de flavondides totais também apresentou diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) entre os diferentes méis (Tabela 6), variando de 11,69-49,50 eq. mg
de quercetina .100 g' nos méis A. mellifera (média de 28,27 + 9,40 eq. mg de
quercetina.100 g) e de 7,94-29,51 eq. mg de quercetina .100 g (média de 17,93 + 4,60

51 eq. mg de quercetina.100 g™') nos méis de M. scutellaris (Figura 30).
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FIGURA 30 — Conteudo de flavonoides totais (equivalentes mg de quercetina. 100 ") em
méis de abelhas nativas e africanizadas produzidos em Alagoas na estagdo de seca

2008/09.

No entanto, os méis de M. quadrifasciata, M. subnitida e Plebeia sp apresentaram
teor de flavonoides totais oscilando respectivamente de 7,63-49,50, 10,44-10,76 e 39,19-
40,44 eq. mg de quercetina.100 g”'. Observou-se ainda uma correlagdo estatisticamente
significativa (0,803) entre o contetido de flavonoides e o de fenois totais (Tabela 7).

Al et al. (2009), empregando a mesma metodologia de determinagdo de flavonoides
do presente estudo, observaram teor de flavondides totais variando de 0,28 e 28,25 eq. mg
de quercetina .100 g"' de mel. Por outro lado, Meda et al. (2005), analisando méis florais e

de melato de A. mellifera, com a metodologia espectrofotométrica utilizada no presente
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estudo, observaram teor de flavonoides totais variando de 0,17-8,35 eq. mg quercetina.100
g, valores inferiores aos do presente estudo.

Alguns estudos empregando a extragdo da fracdo de substancias fendlicas por
cromatografia em coluna usando a resina Amberlite XAD-2 (poro 9 nm e particula 0,3—1,2
mm) e CLAE, também relatam um teor de flavonoides totais inferior ao do presente
estudo, principalmente devido a extracdo da matriz, uma vez que os interferentes sdao
reduzidos. Segundo LIANDA (2009), o éxito de uma analise cromatografica para uma
amostra com uma matriz tdo complexa como o mel, depende, além de outros fatores, do
preparo adequado da amostra, onde sdo eliminados a0 maximo, os possiveis interferentes
da analise, efetuando-se apenas a extracdo das substancias de interesse, neste caso a fracao
rica em substancias fenolicas (IURLINA et al., 2009; LIANG et al., 2009). Truchado et al.
(2009) avaliando méis de A. mellifera de diferentes origens florais e geograficas isolaram
os flavonoides pinobanksina, pinocembrina, miricetina, tricetina, quercetina, leutolina,
kaempferol, apigenina, metilquercetina, chrisina, galangina.

Iurlina et al. (2009) realizaram a extragdo de flavonodides agliconas (miricetina,
quercetina e luteolina) de mel de A. mellifera em resina Amberlite XAD-4 e quantificaram
por CLAE estes compostos fenolicos em méis de trés regides geograficas da Argentina. O
conteudo de flavonoides agliconas variou consideravelmente de acordo com a origem
botanica e geografica, podendo, segundo estes autores, estes trés flavonoides servir de

marcadores quimicos para determinacao da origem fitogeografica do mel argentino.

5.3.3 — Atividade Antioxidante pela captura do radical DPPH

H4, atualmente, um crescente interesse da industria alimenticia por antioxidantes
naturais, devido a comprovada agdo dos efeitos deletérios sobre o figado e da marcada
proliferacdo do reticulo endoplasmatico, entre outras alteragdes causadas pelo emprego de
doses elevadas dos antioxidantes sintéticos em alimentos, em especial do butil-
hidroxitolueno (BHT) e butil hidroxianisol (BHA), (ARAUJO, 2008; BORSATO, 2008).

O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) ¢ um radical livre que pode ser obtido
diretamente por dissolucdo do reagente em meio organico. O método DPPH (BRAND-
WILLIAMS et al.,, 1995) ¢ baseado na captura do radical DPPH por antioxidantes,
produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm.

Em relacdo ao contetido de antioxidantes pelo método de captura do radical DPPH,
houve diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os méis de diferentes origens

entomologicas, variando entre 6,32 e 17,20 eq. mg de quercetina .100 g” de mel de A.
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mellifera (média de 11,44 + 2,43 eq. mg de quercetina .100 g"'). J4 no mel de M.
scutelaris, esse contetido variou entre 0,30 e 8,85 eq. mg de quercetina .100g™ (média de
5,07 + 2,15 eq. mg de quercetina .100g™"). No entanto, no tocante aos méis de M.
quadrifasciata, M. subnitida, P. droryana, o conteido de antioxidantes variou
respectivamente de 6,32-15,00, 5,66-6,79 e 5,09-17,60 eq. mg de quercetina .lOOg'1
(médias respectivamente de 9,24 + 4,98, 6,22 + 0,79 e 11,34 + 8,84 eq. mg de quercetina
.100g™).

Quando o padrio de antioxidantes utilizado foi o 4&cido galico, o teor de
antioxidantes em mel de A. mellifera variou entre 5,48-13,23 eq. mg de acido galico.100 g’
! enquanto que o mel de M. scutelaris variou de 0,06-7,86 eq. mg de 4cido galico. 100 g™
No entanto, no tocante aos méis de M. quadrifasciata, M. subnitida, Plebeia sp, o contetido
de antioxidantes variou de 5,48-11,63, 5,01-5,81 e 4,61-13,50 eq. mg de 4cido galico. 100
gl

Foram observadas correlagdes estatisticamente significativas (p<0,01) entre o
conteudo de fen6is e DPPH AG (0,541), DPPH Q (0,537), além do contetido de
flavonodides e DPPH AG (0,537), DPPH Q (0,534), Tabela 7. A atividade antioxidante dos
compostos fenolicos ¢ determinada, geralmente, pelo nimero de hidroxilas presentes na
molécula, embora outros fatores possam contribuir para tal atividade. Por exemplo, a dupla
ligagdo presente na molécula dos derivados do acido cinamico (-HC=CH-COOH) participa
da estabilidade do radical por ressonancia do deslocamento do elétron desemparelhado,
permitindo que os derivados do 4cido cindmico, como os acidos sinaptico e fertlico sejam
antioxidantes mais ativos que os derivados do acido benzdico, como os acidos siringico e
vanilico (ANGELO & JORGE, 2007; BORSATO, 2008).

Além dos compostos fendlicos presentes no mel, outros compostos possuem
atividade antioxidante, a saber, antioxidantes enzimaticos, dentre eles, as enzimas catalase,
glicose oxidase e peroxidase, além das substancias ndo enzimaticas, como acido ascérbico,
a-tocoferol, carotenoides, aminoacidos, proteinas, 4cidos organicos e produtos da reagdo
de Maillard (AL-MAMARY et al., 2002; FERREIRA et al., 2009).

Ferreira et al. (2009) avaliaram as propriedades antioxidantes de mel de A.
mellifera in natura e do extrato fendlico obtido em coluna com resina XAD-2, porosidade 9
nm, produzido em regides montanhosas de Portugal, por meio do método de sequestro do
radical DPPH, reducio do Fe' pelo FRAP, inibicdo da peroxida¢dao lipidica e
branqueamento do B-caroteno. Os mesmos autores observaram o coeficiente de correlagio

entre o conteudo de compostos fendlicos totais (mel in natura) e compostos antioxidantes
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expresso por DPPH de 0,915, enquanto que o coeficiente de correlagdo entre o conteudo de
compostos fenolicos (extraido com XAD-2) e DPPH foi de 0.982. Além disto, os mesmos
autores observaram que méis escuros de apresentaram maior conteudo de compostos
antioxidantes, dentre eles, o teor de flavondides totais foi de 58,74 mg . 100 g'l, acido
ascorbico 14,58 mg . 100g™ e B-caroteno 0,95 mg . 100 g

Conforme estudos de Beretta et al. (2005), correlagdes significativas foram
observadas para os marcadores de atividade antioxidante em mel com diferentes métodos,
variando esta de 0,933 a 0,716, e ha uma estreita correlagao entre antioxidantes, contetido
de fendis e intensidade de cor do mel. Os resultados dessas pesquisas demonstraram que
somente através da combinacao desses testes ¢ da determinacao dos teores de fendis totais
¢ que se pode alcancar uma rigorosa caracterizagdo do potencial antioxidante do mel,
auxiliando esta na compreensdo de suas propriedades bioldgicas e possiveis aplicagdes
terapéuticas.

Com relagdo a obtengdo do perfil cromatografico (CCD) de solugdes metandlicas
dos méis estudados, visando avaliacdo de componentes com atividade antioxidante, estes
foram desenvolvidos no sistema de solventes CHCl;: CH;0OH: C;H7,OH: H,0 (6:5:1:4
v:v:viv). As manchas foram intensificadas na presenca de vapores de amonia (Figura 31), e
comparadas com padrdes de quercetina, rutina, catequina, acido gélico, acido salicilico e
acido tanico, sob luz visivel ou UV longo (365 nm) ou UV curto (254 nm). Sob luz
visivel, todos os padrdes, exceto de acido salicilico, que tornou-se lilds bem claro,
assumiram coloragdo amarelo-alaranjado forte, enquanto as bandas extensas e iguais
observadas nas amostras de mel de abelhas nativas ou africanizadas apresentaram
coloragdo violeta forte sob a silica gel 60 com indicador para fluorescéncia. Sob radiagdo
UV curta, no entanto, tais bandas tornaram-se fluorescentes, embora o mesmo ndo tenha
ocorrido com os padrdes testados.

Da mesma forma, a aspersao dos cromatogramas assim obtidos com solugao
alcodlica de AICl; (10%) também revelou as bandas antioxidantes (Figura 33a) com
coloracdo amarelada contra um fundo azulado, porém, este clareou apos sua secagem,
demonstrando que a revelagdo com DPPH ¢ mais eficiente para identificacdo de compostos

antioxidantes em cromatofolhas de silica gel 60.
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FIGURA 31 - Perfil cromatografico (CCD em silica gel 60, F 54 ) de antioxidantes de
mel de abelhas nativas e africanizadas, coletado no Estado de Alagoas durante a estacao
seca de 2008/09. As bandas foram intensificadas com vapor de amonia e observadas sob
luz visivel. Q: Quercetina; AG: Acido Galico; C: Catequina; AT: Acido Tanico; AS: Acido
Salicilico; M3-8: mel de A. mellifera; AP1: mel de Plebeia sp; AU12: mel de M.
scutellaris.

FIGURA 32 — Perfil cromatografico (CCD em silica gel 60, F 154 nm) de antioxidantes de
mel de abelhas nativas, coletado no Estado de Alagoas durante a estacdo seca de 2008/09.
As bandas foram reveladas com solu¢do metandlica de DPPH (0,2%) e observadas sob luz
visivel. Q: Quercetina; AG: Acido Galico; AU16-21: mel de M. scutellaris; AM2-3: mel
de M. quadrifasciata; AJ2: mel de M. subnitida; AP2: mel de Plebeia sp.
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FIGURA 33 — Perfil cromatografico (CCD em silica gel 60, F ;54 nm) de antioxidantes de mel de abelhas africanizadas e nativas, coletado no
Estado de Alagoas durante a estagdo seca de 2008/09. As bandas foram reveladas com: a) solugdo alcoolica de AICl; (10%); b) metandlica de
DPPH (0,2%), e observadas sob luz visivel. AG: Acido Galico; Q: Quercetina; M3-8: A. mellifera; AU16-12: mel de M. scutellaris; AM2-3: mel
de M. quadrifasciata; AJ1: mel de M. subnitida; AP1: mel de Plebeia sp.
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5.3.4 — Poder antioxidante de reducéo de ferro (FRAP)

Houve diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os diferentes méis
em relagio ao poder antioxidante, expresso pela redugdo de Fe*'— Fe?. O mel de A.
mellifera apresentou contetido antioxidante por tal método variando entre 19,00 e 73,27 eq.
mg de 4cido galico .100 g (média 48,31 + 14,80 27 eq. mg de 4cido galico .100 g™),
Figura 34.
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FIGURA 34 — Conteudo de antioxidantes [equivalentes mg de acido galico (AG). 100 g™']
pelo método FRAP, em mel de abelhas nativas e africanizadas coletados no Estado de

Alagoas durante a estagao seca de 2008/09.

No que se refere ao mel de M. scutellaris, a varia¢ao foi de 4,67-52,56 eq. mg de
acido galico.100 g (média de 18,45 + 11,41 eq. mg de acido galico.100 g™), isto &,
valores inferiores aos obtidos para mel de Apis. Quanto aos méis de M. quadrifasciata, M.
subnitida e Plebeia sp, as médias foram de 32,96 + 30,67, 16,19 = 5,76 ¢ 49,91 + 21,36 eq.
mg de 4cido galico.100 g™ (Figura 34).

Correlagdes estatisticamente significativas (p<0,01) foram observadas entre o
conteudo de fendis totais e FRAP (0,814) e entre o conteudo de flavonoides totais ¢ FRAP
(0,795), evidenciando novamente a contribuicdo destes compostos na atividade
antioxidante do mel. Beretta et al. (2005) observaram uma correlagao positiva (0,885)
entre o teor de compostos fenolicos de méis florais de A. mellifera e atividade antioxidante

expresso por FRAP, corroborando o observado no presente estudo. Houve ainda,
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correlagdo estatisticamente significativa entre o conteudo de antioxidantes expresso por
FRAP e o conteudo de antioxidantes expresso por DPPH AG (0,584) e DPPH Q (0,584)
(Tabela 8).

Kuguk et al. (2007), avaliando a atividade antioxidante de mel de A. mellifera, de
diferentes origens florais, pelo ensaio FRAP, detectaram valores semelhantes aos obtidos

no presente estudo.

5.4 — Deteccao de Clostridium sp

Quanto a presenga de esporos de Clostridium sp nos méis avaliados, observou-se
que as amostras M2, M4, M6, M7, M8, M12, AU14, AU15, AU16, AU17, AMI1, AM3,
API1 e AP2 levaram o meio de cultura CMM adicionado de solugdo de dgua peptonada e
dessas amostras a turvagdo apos choque térmico (Quadro 4). Além disso, tais amostras
foram submetidas ao teste de catalase para diferenciagdo entre os géneros Clostridium e
Bacillus. Aquelas que manifestaram-se catalase positivas, apds apresentarem turvagdo em
meio CMM (Figura 35), foram semeadas em agar Reinforced, e a morfologia de suas
células coradas por Gram (Figura 36) antes de seu cultivo em caldo BHI. Apenas as
amostras de mel de M. scutellaris AU15 e AUI7 apresentaram caracteristicas de
contaminagdo por Clostridium. Os testes bioquimicos efetuados (Tabela 8, Figura 37)
confirmaram a presenga do género nessas amostras.

Dentre as 43 amostras de méis avaliadas (14 de A. mellifera e 29 de meliponineos),
apenas 2 (4,6%) apresentaram isolados caracteristicos do género Clostridium, estando
abaixo do observado por Nevas et al. (2005); Nevas (2006); Finola et al. (2007); Ragazani
et al. (2008). Segundo Cereser et al. (2008), a incidéncia de esporos de C. botulinum em

mel variou de 4 a 25%.
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QUADRO 4 - Resultados dos testes visando identifica¢do de bastonetes de Clostridium
sp. ou Bacillus sp. em amostras de mel de diferentes abelhas africanizadas e nativas

coletadas no estado de Alagoas, durante a esta¢do seca de 2008/09.

Amostras

Turvacdo do meio CMM

Catalase

M1

M2

Sim

Positivo

M3

M4

Sim

Positivo

M5

M6

Sim

Positivo

M7

Sim

Positivo

M8

Sim

Positivo

M9

M10

M1l

M12

Positivo

M13

M14

AUl

AU2

AU3

AU4

AU5

AUb6

AU7

AU8

AU9

AU10

AU11l

AU12

AU13

AU14

Positivo

AU15

Negativo™

AU16

Positivo

AU17

Negativo™*

AU18

AU19

AU20

AU21

AU22

AM1

Positivo

AM2

AM3

Positivo

AJl

AJ2

AP1

Sim

Positivo

AP2

Sim

Positivo

- ndo houve crescimento microbiano, conseqiiente turvacdo do meio de cultivo;
submetidas a identificag@o no sistema API-20E ¢ API-Staph (Biomerieux, Franca).

* culturas
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FIGURA 35 — Turvagdo do meio de cultivo CMM, inoculado com amostras de mel de
abelhas nativas (AJ1, AU1S5, AU17) e africanizadas (M3, M9), coletadas no Estado de
Alagoas, durante a estagao de seca 2008/09.

FIGURA 36 — Aspecto morfologico do bacilo Gram positivo com endosporo terminal e
subterminal isolado de amostras de mel de abelha nativa coletada no Estado de Alagoas na

estacao seca de 2008/09.
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TABELA 8. Resultados dos testes bioquimicos do sistema API 20E e API-Staph
(Biomerieux), inoculados com a amostra AU15 e AU17 de mel de abelhas nativas coletado
no Estado de Alagoas, durante a estacdo de seca 2008/2009, 24h apos incubagdo a 37 °C,

ao abrigo da luz.

Amostras AU15 AUl7
Substratos
Sigla Descricdo Reacoes
ONPG  2-nitrofenil-d- B-galactosidase - -
galactopiranosideo

ADH L-arginina arginina desidrolase - -
LDC L-lisina lisina descarboxilase - -
ODC L-ornitina Ornitina descarboxilase - -
CIT Citrato de sodio Utilizacao de citrato - -
H,S Tiosulfato de sodio Produgao de H,S - -
URE Uréia Hidrolise de uréia - -
TDA L-triptrofano deaminase - -
IND L-triptrofano Producao de indol - -
VP Piruvato de sodio Producao de acetoina - -
GEL Gelatina gelatinase + +
GLU D-glucose Oxidacao/Fermentagao + +
MAN  manitol Oxidagao/Fermentagao + +
INO Inositol Oxidacdo/Fermentacao + +
SOR D-sorbitol Oxidacao/Fermentagao + +
RHA  L-ramnose Oxidacao/Fermentagao + +
SAC D-sacarose Oxidacao/Fermentagao + +
MEL  D-melibiose Oxidagao/Fermentagao + +
AMY  Amigdalina Oxidacao/Fermentagao + +
ARA L-arabinose Oxidacao/Fermentagao + +
OX Oxidase Oxidase - -
NO, Nitrato Nitrato redutase - -
N, Nitrogénio Assimilagao de N, - -
MacC Mac Conkey lactase - -
XIL D - xilose fermentacao + +
MDG  Metil —a,D— glucopiranosideo fermentagdo + +
NAG N -—acetil — glucosamina fermentagdo + +
TRE D — trehalose fermentacao + +
XLT Xilitol fermentacao + +
Lac Lactose fermentagdo + +
NIT Nitrato de potéssio Nitrato redutase - -
PAL 3 — naftil fosfato Fosfatase alcalina - -
TRE D — trealose fermentacao +
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Controle - API-20E

FIGURA 37 — Aspecto dos resultados dos testes bioquimicos nos sistemas rapido API 20E
a) controle; b) teste ¢ API-Staph (C) (Biomerieux), inoculados com a amostra AU15 de mel
de abelhas nativas coletado no Estado de Alagoas, durante a estagcdo seca de 2008/09, 24 h

apos incubacdo a 37 °C, ao abrigo da luz.

Provavelmente, a presenca de esporos de Clostridium sp em duas amostras de méis
de M. scutellaris avaliadas se deva a contaminagdo primaria, associada a contaminagao por
esporos oriundos da via digestiva da abelha, de fatores ambientais, além de animais

proximos ao apiario e o solo contaminado (SNOWDON & CLIVER, 1996). No entanto, a
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contaminagdo secundaria deste alimento deve ser evitada, sendo com isso essencial o
manejo adequado do apiério e ou meliponario, com emprego de BPFs.

Ragazani et al. (2008) observaram que 7% (de 100 amostras de mel de A. mellifera
comercializadas por ambulantes, mercados e feiras livres, de seis Estados brasileiros Sao
Paulo, Santa Catarina, Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Ceard) estavam
contaminadas com C. botulinum, e de acordo com a Portaria 5/2006, da Secretaria de
Vigilancia em Satde do Ministério da Saude, suspeitas de casos exigem notificacdo a
vigilancia epidemioldgica local e investigacao imediata.

A importancia do C. botulinum deve-se a capacidade destes de produzir esporos
resistentes, existindo relatos de sua sobrevivéncia por mais 30 anos em um meio fluido.
Essa espécie ¢ caracterizada por bastonetes Gram positivos, anaerdbios estritos, moveis,
com flagelos peritriqueos, sendo destruidos a 121° C por 15 minutos, enquanto suas toxinas
sdo destruidas a 100°C por 20 minutos. O pH ideal para o C. botulinum varia de neutro a
alcalino, temperatura entre 30 e 37°C, porém ha registros da sobrevivéncia de esporos
dessa bactéria a temperatura de 4°C (JAY, 2005; NEVAS, 2006; CERESER et al., 2008).

O botulismo infantil, também conhecido como botulismo de lactentes (associado a
Sindrome de Morte Subita do Recém-Nascido), ocorre em criangas muito jovens devido a
absor¢do de toxina produzida in vivo, no intestino da crianga. A auséncia da microbiota de
protegdo permite a germinagdo de esporos de Clostridium botulinum ingeridos e a
producao de toxina na luz intestinal (CERESER, et al., 2008; RAGAZANI et al., 2008).

5.5 — Atividade Antibacteriana

As diferentes amostras de méis de abelhas nativas, em geral, apresentaram maior
atividade antimicrobiana frente a S. Typhimurium e E. coli (Figura 38, Tabelas 9 e 10) do
que méis de abelhas africanizadas. Em relag@o a H. pylori esta diferenga nao foi observada.

O maior halo de inibicdo frente a S. Typhimurium foi observado para solucao de
mel a 25% do mel de M. scutellaris AUS8 (39,95 + 3,04). No entanto, em relagdo a E. coli,
os méis de abelhas nativas apresentaram atividade antimicrobiana superior aos de A.
mellifera, no qual apenas as amostras M8, M13 e M14 apresentaram atividade. O maior
halo de inibicdo contra essa enterobactéria foi observado para o mel de Jandaira (M.

subnitida) AJ1 (35,5 £ 3,04), solugdo a 25% (Tabelas 9 e 10).
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TABELA 9 — Halo de inibi¢ao (Média de Diametro + DP) de solucdes aquosas de méis de
Apis mellifera (M1-M14), colhidos na estagdo seca de 2008/09, no Estado de Alagoas,
frente a microrganismos incubados por 24 h a 30 + 1 °C (Escherichia coli e Salmonella

Typhimurium) ou a 37 °C (H. pylori) em meio AN.

AMOSTRAS Halo de inibi¢cdo (Didametro em mm)
E. coli S. Typhimurium H. pylori
M1 25% - - -

15% - - -
M2 25% - - -

15% - - -
M3 25% - -

15% - - -
M4 25% - - -

15% - - -
M5 25% - - -

15% - - -

M6 25% - - 45,80 + 0,70

15% - - 39,45+2,19
M7 25% - - -

15% - - -

M8 25% 23,50 +0,70 29,75 +0,38 42,50 +£0,70

15% 19,00 + 0,00 23,20 £0,28 38,55+ 0,63
M9 25% - 34,50 +£ 0,70 45,55+ 0,63

15% - 24,50 + 0,70 42,00+ 1,41
M10 25% - 26,00 + 0,00 -

15% - - -

M11 25% - - -

15% - - -
M12 25% - 34,00 = 0,00 -

15% - 18,70 + 0,70 -

M13 25% 26,00 + 0,00 27,00 £+ 0,00 31,50 0,70

15% 18,00 £ 0,70 - 27,90 + 1,55
M14 25% 29,50 +0,70 30,50 + 0,70 -

15% 20,00 + 1,41 21,00 +£4,24 -
Vancomicina (30 pg) 15,50 + 3,52 11,36 + 0,79 30,42+ 1,11
Norfloxacina (10 pg) 42,56 + 1,47 41,16 0,79 30,57 £ 1,58
Ampicilina (10 pg) 14,54 £ 1,98 24,90+ 3,11 37,32+ 1,54
Cotrimoxazol (25 ug) 51,25+ 1,20 35,10 = 0,00 48,50 + 3,53
Ofloxacina (10 pg) 24,00 + 0,14 40,6 2,12 39,05 + 3,04
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TABELA 10- Halo de inibigao (Média de Didmetro + DP) de solugdes aquosas de méis de Melipona scutellaris (AU1-AU22), M. quadrifasciata
(AM1-AM3), M. subnitida (AJ1-AJ2) e Plebeia sp. (AP1-AP2), colhidos na estagdo seca de 2008/09, no Estado de Alagoas, frente a
microrganismos incubados por 24 h a 30 + 1 °C (Escherichia coli, Salmonella Typhimurium) ou a 37 °C (H. pylori) em meio AN.

AMOSTRAS Halo de inibi¢do (Diametro em mm) AMOSTRAS Halo de inibi¢do (Diametro em mm)
E. coli S. Typhimurium H. pylori E. coli S. Typhimurium H. pylori
AUl 25% 32,46 1,08 31,94 + 1,20 - AU17 25 - - 34,4+ 0,56
15% 26,60 + 0,62 25,26 £ 1,62 - 15% - - -
AU2 25% 28,40 £ 0,61 29,20 + 1,30 - AU18 25% - - -
15% - - - 15% - - -
AU3 25% 28,66 + 0,58 22,32 +0,38 - AU19 25% 25,25 +3,18 29,53 +£2,23 -
15% 22,06+ 1,10 17,92 £0,55 - 15% 30,25+ 1,06 25,02 +2,12 -
AU4 25% 28,60 + 4,00 34,00 + 1,41 - AU20 25% - - -
15% - - - 15% - - -
AU5 25% 18,55 + 2,05 28,16 +4.47 - AU21 25% 23,50 £ 0,50 30,00 + 1,00 43,60 + 0,70
15% - 20,30 + 1,60 - 15% - 28,00 + 1,00 37,55+0,63
AUGB 25% 25,3 +£0,34 27,10 £2,82 - AU22 25% - 29,50 + 1,50 -
15% 17,66 = 1,15 17,55 + 4,87 - 15% - 27,50 + 0,50 -
AU7 25% 32,23 +£3,10 21,50 £ 0,70 - AM1 25% 28,33 + 3,51 32,45+ 0,77 -
15% 20,66 + 0,55 14,90 + 0,14 - 15% - 25,10+£2,12 -
AUS8 25% - 39,95 + 3,04 - AM2 25% 23,50 £0,70 35,80 + 0,28 -
15% - 28,60 + 4,94 - 15% - - -
AU9 25% 33,70 £ 1,50 29,60 + 5,93 - AM3 25% - 33,50 £ 0,70 -
15% 26,43 £ 0,90 20,00 £ 0,00 - 15% - 26,75 + 1,06 -
AU10 25% 26,03 + 1,05 34,56 £ 1,96 - AJl 25% 35,50+3,04 32,40 £ 1,21 -
15% 12,63 + 0,72 25,13 £ 1,41 - 15% 25,66 £ 0,57 26,60 + 0,52 -
AU11 25% - 31,50 + 1,50 42,55 +0,63 AJ2 25% - 31,00 + 1,41 -
15% - 25,66 + 0,57 36,0+ 0,0 15% - 18,00 + 0,70 -
AU12 25% 23,90 + 1,27 27,60 £ 0,53 430+14 AP1 25% 32,00 + 1,00 32,66 + 0,57 -
15% 19,40 + 0,40 21,66 + 0,57 35,55+0,63 15% 25,80 + 0,40 25,66 + 0,57 -
AU13 25% - 33,70 +£ 1,66 - AP2 25% - - 30,75 + 1,06
15% - 26,33 £ 0,57 - 15% - - 21,00 + 0,00
AU14 25% - - - Vancomicina (30 pg) 15,50 + 3,52 11,36 = 0,79 30,42+ 1,11
15% - - - Norfloxacina (10 pg) 42,56 £ 1,47 41,16 £ 0,79 30,57 £ 1,58
AU15 25% - - - Ampicilina (10 pg) 14,54 + 1,98 24,90 £ 3,11 37,32+ 1,54
15% - - - Cotrimoxazol (25 pg) 51,25+ 1,20 35,10 £ 0,00 48,50 + 3,53
AU16 25% - 20,66 + 0,57 - Ofloxacina (10 pg) 24,00+ 0,14 40,60 £ 2,12 39,05 + 3,04
15% - - -
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FIGURA 38 — Halo de inibi¢do de crescimento de S. Tiphymurium e E. coli de solugdes
aquosas de mel (15 e 25%) de Plebeia sp coletado em Delmiro Gouveia — AL na estagdo
das secas 2008/09.

No tocante a H. pylori, microrganismo comumente associado a patologias gastricas,
observou-se que apenas as amostras de méis de nativas AU11, AU12, AU17, AU21 e AP2
apresentaram agao antimicrobiana, no entanto, em relagdo aos méis de A. mellifera apenas
as amostras M6, M8, M9 e M13 também apresentaram atividade antimicrobiana contra
esse patogeno. O maior halo de inibi¢do foi observado para o mel de A. mellifera M6 (45,8
+ 0,7), sendo esse inclusive superior ao do antibidtico Norfloxaxina (30,57 + 1,58), e
semelhante ao do antibidtico mais indicado no tratamento contra essa bactéria, o
Cotrimoxazol (48,5 + 3,53).

Apenas as amostras AUI2 e AU21 de M. scutellaris apresentaram acao
antibacteriana contra os trés microrganismos testados. No entanto, em relagdo aos méis de
A. mellifera as amostras M8 ¢ M13 apresentaram ac¢do antimicrobiana contra as trés
bactérias.

Observou-se ainda que os 5 antibidticos utilizados como controles positivo
apresentaram acdo antimicrobiana, destacando-se o cotrimoxazol, uma sulfonamida que
inibe a incorporagdo do PABA (acido para-aminobenzdico) na sintese de &cido
dihidrofdlico (necesséario para sintese das purinas), atuando na sintese de DNA (amplo
espectro) (TRABULSI & ALTHERTUM, 2004). Apesar da vancomicina ser indicada para
bactérias Gram positivas, ¢ um glicopeptideo que inibe a sintese da parede celular

bacteriana, bloqueando a incorporacao das subunidades N-acido acetilmuramico e N-
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acetilglucosamina no peptideoglicano, e apresentou atividade contra as cepas Gram
negativas testadas, ainda que menor (TRABULSI & ALTHERTUM, 2004).

Demera & Angert (2004) compararam a atividade antimicrobiana do mel produzido
por A. mellifera e Tetragonisca angustula na Costa Rica contra Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ¢ duas leveduras Saccharomyces
cerevisiae, Candida albicans, e constaram que nd3o houve diferenga estatistica entre os
méis quanto a agdo testada. Resultados semelhantes foram observados por Miorin et al.
(2003), os quais avaliaram a atividade antimicrobiana de mel de A. mellifera e T. angustula
produzidos nos Estados do Parana e Minas Gerais frente a S. aureus. A concentracao
inibitéria minima (CIM) variou de 126,23 a 185,70 mg . mL' para o mel de A. mellifera,
enquanto em relagdo ao mel de T. angustula a variagdo foi de 142,87 a 214,33 mg.
mL'.

Macedo (2007), por sua vez, avaliou a atividade antimicrobiana de solugdes
aquosas de 15% e 25% de mel de abelhas africanizadas e de M. quadrifasciata
(mandacgaia), também através da metodologia de difusdo em agar, evidenciando que o mel
de abelha sem ferrdo apresentou atividade antimicrobiana superior ao de abelhas
africanizadas, e atribui isso principalmente ao efeito osmotico, ja que o controle negativo
(solugao de glicose com concentracdo glicidica equivalente) apresentou resultado
semelhante.

Muitos compostos antimicrobianos tém sido identificados a partir de méis de
diferentes origens florais, como ¢é o caso de mel de manuka (L. scoparium), espécie vegetal
nativa da Nova Zelandia. Este teve sua forte atividade antibacteriana desassociada da
concentragdo do peroxido de hidrogénio produzido pela agdo da glicose-oxidase sobre
glicose, quando em estudos de WESTON et al. (2000), utilizou-se a enzima catalase em
associacdo com o mel nos ensaios antimicrobianos. Tal enzima converte H,O, em agua e
0,, mas as amostras continuaram apresentando forte atividade antimicrobiana. Segundo
Russel (1983), citado por Al-Mamary et al., (2002), os compostos com atividade
antimicrobiana isolados nesses méis de manuka sdo o metil 4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzoato ¢ metil 3,4,5-trimetoxibenzoato. Weston et al. (1999) também
identificaram os flavonoides pinobanksina, pinocembrina, chrisina e galangina em mel
dessa planta, atribuindo a eles, independentemente de serem originarios de néctar, pdlen e
propolis, a responsabilidade parcial nessa acao.

Thuchado et al. (2009) avaliando a atividade antibacteriana do mel de A. mellifera

de diferentes origens florais ¢ geograficas frente a Cromobacerium violaceum (bactéria
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Gram negativa) observaram que méis de mesma origem floral, embora de diferentes locais,
apresentaram atividade antibacteriana semelhante. Os méis de castanheira foram os que
apresentaram maior atividade antimicrobiana, por outro lado os méis de laranjeira foram
aqueles com menor acdo contra bactérias, evidenciando a influéncia da origem floral,
independentemente da origem geografica para essa funcao.

Estudos recentes tém relacionado a atividade antimicrobiana do mel a diferentes
flavonoides (incluindo flavonas, flavonoéis e flavanonas) e outros compostos fenolicos
(principalmente acido cinamico e seus ésteres) (KUCUK et al., 2007, THUCHADO et al.,
2009). No entanto, no presente estudo nao foi observada relagdo direta entre o contetido de
compostos fenodlicos e flavondides totais e a atividade antibacteriana dos diferentes méis.
ortanto, a acdo antibacteriana de algumas das amostras de mel, especialmente de abelhas
nativas de Alagoas, coletado na estacdo seca de 2008/09, provavelmente se deva ao efeito
sinergistico do alto contetdo de ions H', glicidios e compostos fendlicos que se ligam as

unidades glicidicas formadoras de sua parede celular, inviabilizando sua proliferagao.

5.6 — Atividade Antifangica

Solugdes aquosas de mel (50%) de abelhas nativas e africanizadas foram testadas
frente aos fungos filamentosos Bysshoclamys fulva, Talaromyces flavus ¢ Neosartorya
fischeri, os quais sdo termorresistentes e comumente isolados em fluxogramas de produgao
de polpa e sucos de frutas industrializados e submetidos a pasteurizacio (SALOMAO et
al., 2008). Varios trabalhos tém relatado a ocorréncia desses fungos em alimentos
(HOFFMANN, 2004; LEAL, 2007, SALOMAO et al., 2008), sendo um dos grandes
problemas na indistria alimenticia processadora de alimentos vegetais, no entanto, a
producdo da micotoxina 4-hidroxi-4H-furo [3,2-c] pirano2 (6H) patulina, Bysshoclamys é um
fator a mais de interesse na area da saude.

O crescimento médio (Figura 39) desses fungos obtido em agar Saboraund sem
adi¢@o de mel e incubado a 25 + 1°C, ao abrigo da luz, durante 7 dias foi de 69 mm para N.
fischeri, 55 mm para T. flavus e 90 mm para B. fulva.

Independente da origem entomoldgica, em geral, os méis estudados nao
apresentaram atividade contra os trés fungos termorresistentes testados, destacando-se
apenas as amostras de mel AU7, AUI0 e M4, as quais reduziram ligeiramente o
crescimento de N. fisheri, AU6, AU7, AJ2, AP2 e M1, as quais reduziram ligeiramente o
crescimento de T. flavus, e AU1, AU11, AJ1, AP1 e AP2, as quais reduziram ligeiramente

o crescimento de B. fulva (Figura 40). As maiores inibi¢des do crescimento foram
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proporcionadas pelas amostras AJ2 ¢ AP2 contra T. flavus (30,3-31%). Apenas as amostras

AU7, AP2 e M1 reduziram o crescimento de mais de um fungo (Tabela 11).

FIGURA 39 - Aspecto do crescimento de Neosartorya fischeri (a), Talaromyces flavus
(b) e Bysshoclamys fulva (c), incubados a 25 + 1°C, ao abrigo da luz, durante 7 dias.

FIGURA 40 — Inibi¢ao de B. fulva frente a solugdo aquosa de mel de M. scutellaris 50%
A) Controle negativo, B) Inibi¢ao do B. fulva e diminui¢do do volume de micélio e aspecto

de esporulacio.
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TABELA 11 - Inibi¢do de crescimento (%) dos fungos Neosartorya fischeri, Talaromyces

flavus e Bysshoclamys fulva frente a solu¢do aquosa de mel (50%) de abelhas A. mellifera,

M. scutellaris, M. quadrifasciata, M. subnitida e Plebeia sp, coletadas na estagdo seca
(2008/09) do Estado de Alagoas.

AMOSTRAS

Neosartoty fischeri

| Talaromyces flavus |

Bysshoclamys fulva

Inibicdo do crescimento micelial (%0)

AUl

17,66

AU2

AU3

AU4

AUS

1,12

3,94

AUG6

17,32

AU7

14,13

16,71

AU8

AU9

AU10

AU11

15,90

AU12

AU13

AU14

AU15

AU16

AU17

AU18

AU19

AU20

AU21

AU22

AM1

AM?2

AM3

AJl

AJ2

AP1

AP2

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

M9

M10

M11

M12

M13

M14

- Nao houve inibi¢do de crescimento.
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Al-Mughrab (2003), avaliando a atividade antifungica de mel contra fungos
fitopatogénicos, observou que Alternaria solani, Phytophtora infestans, Rhizoctonia
solani, Fusarium oxysporum, Stemphylium solani e Colletotrichum sp foram sensiveis a
uma solugdo aquosa contendo 1 mg de mel. mL™. A concentragio testada foi eficaz na
redugdo do crescimento micelial de A. solani (42 + 4,3 %) e de P. infestans (38,2 + 3,3 %).
No entanto, as espécies S. solani ¢ Colletotrichum sp foram menos sensiveis a essa
solugdo. No caso dos fungos aqui utilizados, sua propria forma de reproducao (ascocarpos,
produzindo ascos com ascosporos) os habilita a resistirem aos agentes que em geral atacam

outros microrganismos.
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6. CONCLUSAO

Diante do exposto, foi possivel concluir que:

1y

2)

3)

4)

5)

6)

Mesmo os méis de diferentes espécies de abelhas, de uma mesma regido
e estacdo do ano, apresentaram diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) em relagdo a sua composi¢do quimica, exceto no que diz
respeito a condutividade elétrica e sacarose. Isso revela a importancia de

se adequar a legislacdo atual conforme a origem entomologica do mel.

Observou-se que o contetdo de fenois e flavondides totais, principais
antioxidantes encontrado em mel, variou estatisticamente segundo a
variavel entomologica, sendo os méis de Plebeia sp e A. mellifera aqueles

com maior teor destes compostos.

No que se refere as substincias antioxidantes, os méis de abelhas
africanizadas (A. mellifera) apresentaram maior conteudo dessas
substancias do que as abelhas nativas, com exce¢do de méis da espécie
Plebeia sp, que inclusive se mostraram superiores nesse € em oOutros

aspectos aos méis das demais abelhas nativas.

No tocante a seguranga microbioldgica do mel produzido nas diferentes
regides do Estado, durante a estagdo seca de 2008/09, apenas duas
amostras de mel de M. scutellaris apresentaram esporos de Clostridium
sp, provavelmente veiculados pela propria abelha, pois as mesmas foram

colhidas segundo todos os critérios de boas praticas de higiene.

Em relagdo a atividade antimicrobiana, verificou-se que em
concentragdes de até 25%, os méis de abelhas nativas apresentaram maior
atividade em rela¢do aos méis de A. mellifera, principalmente em relacao

as enterobactérias S. Typhimurium e E. coli.

Independente da origem entomolodgica, em geral, os méis estudados nao
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7)

apresentaram atividade contra os fungos termorresistentes N. fisheri, T.
flavus ¢ B. fulva. Destacaram-se apenas as amostras de mel de abelhas
nativas AU7 e AP2 ¢ M1 de A. mellifera as quais reduziram ligeiramente

o crescimento de mais de um fungo.

Portanto, a a¢do antibacteriana de algumas amostras de mel,
especialmente de nativas, do Estado de Alagoas, coletado na estagdo seca
de 2008/09, provavelmente se deve ao efeito sinergistico da alta
concentragdo de ions H' (baixo pH), glicidios (potencial osmético) e
compostos fenolicos que se ligam as unidades glicidicas formadoras de
sua parede celular, inviabilizando sua adequada proliferagdo. A
resisténcia fungica as altas concentracdes glicidicas e baixo pH, aliada a
constituicdo diferenciada da parede celular micelial (quitina e celulose) e
envolvendo seus esporos (glicoproteinas), provavelmente expliquem a
baixa atividade das solugcdes de mel contra o desenvolvimento dos

mesmeos.
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7. PERSPECTIVAS E SUGESTOES DE ESTUDOS

O presente trabalho ¢ parte de um projeto global que visa avaliar a qualidade fisico-
quimica e microbioldgica de mel e polen de diferentes mesorregides do Estado de Alagoas,
nas estacdes de seca e chuvas, por mais de um ano. Nesse sentido, como perspectivas
espera-se que seja possivel dar continuidade ao trabalho nos mesmos apidrios durante a
estagdo de chuvas de 2009, além de estendé-lo para mais mesorregides. Além disso, a
avaliacdo da origem palinologica e da qualidade fisico-quimica e microbioldgica desse
polen das colméias também deverd ter continuidade, ndo sé pelo interesse do setor apicola
de Alagoas como um todo nessas informacdes, que serdo cadastradas num sistema de
dados georreferenciado para melhorar a logistica de produgdo, manejo e comercializagao,
mas também do governo federal. Este tem como meta incentivar o desenvolvimento
sustentavel, apoiando atividades como a apicultura e a meliponicultura, e também legislar e

fiscalizar a qualidade sanitaria dos alimentos e nutracéuticos em geral.
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AFRICANIZADAS DO ESTADO DE ALAGOAS EM ESTACAO DE SECAS
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PHYSICO-CHEMICAL EVALUATION OF THE HONEY BEE AND NATIVE
AFRICANIZED OF ALAGOAS STATE IN THE DRY SEASON

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the quality of honey from different entomologic
sources of the State of Alagoas, in the dry season of 2008/09, by physico-chemical criteria.
Thus, 43 samples of honey (14 of Apis mellifera and 29 of native bees) were collected
from different municipalities of Alagoas. We used the nonparametric test of Kruskal Wallis
to 95% (p <0.05), because the data did not show normal distribution. It was also performed
the correlation of data by the Spearman test to 95% significance, p <0.05, and 99%
significance, p <0.01. With regard to the physico-chemical parameters, only electrical
conductivity and sucrose showed no statistically significant difference (p <0.05) among the
different species of honey bees. Even honeys from different species of bees in the same
region showed statistically significant difference (p <0.05) in relation to their chemical
composition, emphasizing the importance of a legislation that addresses the range of
entomological origin of honeys.

KEYWORDS: Honey, composition physico-chemical, Stingless

119



DUARTE, A. W. F. 2009. Mel de abelhas nativas e africanizadas do Estado de Alagoas:
composicdo quimica, seguranca microbioldgica e atividade terapéutica.

INTRODUCAO

Face a grande adaptabilidade das abelhas ao clima das diversas regides onde se
instalam, sua criacdo ¢ uma atividade mundialmente conhecida'. A composi¢do quimica do
mel ¢ bastante variada, dependendo principalmente da origem floral. No entanto, a origem
entomologica deste alimento exerce papel fundamental em sua composi¢ao quimica, visto

que diferentes espécies de abelhas possuem hébitos de visitacdo floral distintos *°.

A meliponicultura se destina ao estudo de abelhas sem ferrdo (nativas), cujas
principais espécies de ocorréncia na regido Nordeste sdo: Melipona scutellaris (Urugu),
Tetragonisca angustula (Jatai) e Melipona subnitida (Jandaira)’. O mel dessas abelhas é
um produto que também tem apresentado uma demanda crescente de mercado em
diferentes regides do Brasil, obtendo pre¢os mais elevados que o das abelhas do género
Apis. Entretanto, ainda existem poucos estudos sobre as caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas e nutrac€uticas desse produto, dificultando assim a definicdo de padrdes

- i s 3,567
de qualidade para a sua comercializagdo ™™ ".

Enquanto os méis de A. mellifera sdo produzidos e distribuidos principalmente no
continente Europeu e Asiatico, o mel de abelhas sem ferrdo ¢ um alimento conhecido e
utilizado na América do Sul, Africa e Australia, e tem distribuicao limitada a nivel
mundial, principalmente devido a reduzida producdo pelas diferentes espécies de
meliponineos, menor vida util, face ao teor de umidade desses méis e, ainda, a auséncia de
uma norma de qualidade institucional, em fun¢do da caréncia de estudos envolvendo tais

produtos > %7,

Diante do exposto, o propdsito deste trabalho foi avaliar a qualidade do mel de
abelhas nativas e africanizadas coletados na estacdo seca de 2008/09 em municipios de

diferentes mesorregioes do Estado de Alagoas, por meio de parametros fisico-quimicos.
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METODOLOGIA
AMOSTRAGEM

Os méis de abelhas nativas (M. scutellaris, M. subnitida, M. quadrifasciata e
Plebeia sp) foram coletados em meliponarios particulares, estando os ninhos
acondicionados em ocos de troncos de arvores da forma como foram capturados na
natureza, ou em caixas de cria¢do racional. As coletas foram realizadas com auxilio de
seringas estéreis descartaveis, na estagdo seca de 2008/09, sendo transportadas em caixas
isotérmicas refrigeradas, para ao laboratorio de Bioquimica do Parasitismo e Microbiologia
Ambiental (LBPMA), do Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) - Universidade
Federal de Alagoas (UFAL).

Por outro lado, os méis de A. mellifera foram coletados em apiarios experimentais
instalados com fins de estudo, em municipios representativos de duas mesorregides — Zona
da Mata e Litoral. Ap6s a centrifugagdo desses méis no local de beneficiamento (casa de
mel dos apidrios experimentais), os mesmos foram também transportados em caixas
isotérmicas refrigeradas, para o LBPVMA/IQB/UFAL, visando sua decantacdo e

posteriores analises.

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

Os parametros fisico-quimicos avaliados foram: umidade °, pH e acidez, glicidios
redutores, glicidios totais e sacarose aparente '°, condutividade elétrica e teor de prolina ',
proteinas totais 12" atividade diastasica °, hidroxi-metil-furfural (HMF) e cor ',

Para quantificacdo do teor de proteinas totais e visualizagdo do perfil protéico por
Cromatografia de Camada Delgada (CCD), realizou-se uma extracdo prévia por

precipitagdo acida. Solubilizou-se 2,5 g de mel em 7,5 mL de agua, e acidificou-se com
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HCL 32 % até pH 2. As amostras acidificadas foram mantidas na geladeira por 24 h para
facilitar a precipitacao e depois centrifugada a 3.800 g por 15 min.

O precipitado foi ressuspenso em 7,5 mL de uma solucao de cloroférmio-metanol
(2:1 v.v'). Os frascos contendo a solugdo foram submetidos & agitagdo oscilatoria (250
rpm) por 15 min a temperatura ambiente.

Para visualizacdo do perfil protéico em CCD, 10 pL do extrato protéico de cada
amostra de mel foi aplicado em cromatoplaca de aluminio coberta com silica (0,25 mm de
espessura) e com indicador para fluorescéncia (Merck, 60 F,s4). As cromatografias foram
desenvolvidas no sistema de solventes: cloroformio: metanol (65:25 v:v), sendo reveladas
com solu¢do de ninhidrina 7,5 % em metanol e acetona (1:1 v:v), seguida por aquecimento
a 105 °C (5 min).

Para avaliacdo qualitativa do perfil de aminoacidos nos diferentes méis, dois
sistemas de extracdo de aminodcidos livres foram testados - um direto, empregando
hidrélise 4cida ', e outro a partir de extratos protéicos de mel, obtidos para quantificacio
de proteinas totais. Para tanto, aliquotas de 25 pL dos extratos aquosos hidrolisados em
acido formico foram aplicadas em cromatoplacas de aluminio coberta com silica (0,25 mm
de espessura) e contendo indicador para fluorescéncia (Merck, 60 F,s4). As cromatografias
foram desenvolvidas no sistema de solventes butanol: acido acético: agua (4:1:1 viviv)
cloroférmio: metanol (65:25 v:v), sendo reveladas com solu¢do de ninidrina 7,5 % em

etanol e acetona (1:1 v:v), seguida por aquecimento a 105 °C (5 min).

DELINEAMENTO ESTATISTICO
Antes de proceder-se a avaliagdo dos dados, testou-se a normalidade dos mesmos
pelos testes de Kolmogorov-Smirnov ¢ Shapiro-Wilk, premissa para a escolha do teste

estatistico a ser aplicado. Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis ao nivel
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de 95 % de significancia, (p< 0,05), pois os dados ndo apresentaram distribui¢do normal.
Realizou-se ainda a correlagdo de Spearman a 95 % de significancia, p<0,05 e 99% de

significancia, p<0,01.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Parametros Fisico-quimicos dos méis

A Tabela 1 apresenta dados de altitude, temperatura e indice pluviométrico dos
municipios onde as coletas das amostras de mel foram realizadas. Por outro lado as
Tabelas 2 e 3 apresentam um sumadrio das médias obtidas em todos os parametros fisico-
quimicos analisados nas 43 amostras de méis (14 de A. mellifera, 22 de M. scutellaris, 03
de M. quadrifasciata, 02 de M. subnitida e 02 de Plebeia sp).

A Tabela 4 apresenta a escala crescente de diferenca entre as médias estabelecida
através de um ranking de 1-5 de cada parametro fisico-quimico entre os méis de abelhas
nativas e africanizadas do Estado de Alagoas (coletados durante a estacdo de seca
2008/09). A Tabela 5 apresenta a correlagdo de Spearman a 95 % de significancia, p<0,05

e 99% de significancia, p<0,01.

Determinacédo de Umidade

No tocante ao teor de umidade nos diferentes méis avaliados, constatou-se
diferencga estatisticamente significativa (p <0,05) entre as amostras (Tabela 4), sendo este
menor em mel de A. mellifera (17,5 - 24,0 %, média 19,79 + 1,48%), do que nas amostras
de mel de nativas, na seguinte ordem crescente: M. quadrifasciata (28,50 + 1,32) < M.
scutellaris (29,51 + 3,53%) < M. subnitida (30,50 =+ 2,12 %) < Plebeia sp (31,75 + 3,88%),
Tabela 2.

Com relagdo ao mel de A. mellifera, portanto, apenas 3 amostras apresentaram
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valores excedentes a 20 % de umidade, que ¢ o limite estabelecido pela legislacdo. O
indice de umidade dos méis de abelhas nativas ndo atendeu essa legislacdo, embora a
mesma seja exclusiva de méis de abelhas africanizadas. Todas as amostras de nativas
apresentaram conteudo de umidade proximo ao de méis de outras espécies do género
Melipona ** '°.

Estudos sobre as caracteristicas fisico-quimicas de méis de M. scutellaris

provenientes dos Estados da Bahia e da Paraiba, por exemplo, demonstraram que estes

apresentaram 28,40% de umidade '°.

Determinacéo de pH e acidez livre

Com relacdo ao pH e a acidez livre dos méis das diferentes espécies avaliadas,
verificou-se diferenca estatisticamente significativa (Tabela 4). O pH dos méis de A.
mellifera variou de 3,43-6,54 (média 4,43 = 0,91), enquanto que o de mel de M. scutellaris
variou entre 3,83 ¢ 6,90 (média de 5,14 + 1,20). Méis de M. quadrifasciata, M. subnitida e
Plebeia sp apresentaram pH médio de 3,62 + 0,20, 3,56 + 0,26 ¢ 3,92 + 0,29,
respectivamente, Tabela 2.

Em relagio & acidez livre, a média foi de 28,71 + 12,49 meq. Kg"' nos méis de A.
mellifera, sendo que apenas uma amostra de mel de A. mellifera apresentou-se fora das
recomendacdes estabelecidas pela legislagio (BRASIL, 2000), que ¢ de no maximo 50
meq . Kg . Entretanto, em relagio aos méis de meliponineos, observou-se ampla variagio
(2,4- 170,4 meq. Kg™), sendo o maior valor para o mel de Plebeia sp. Foi observada uma
correlacdo negativa (-0,808) entre acidez livre e pH.

O pH e a acidez podem ser diretamente relacionados a composicao floristica nas
areas de coleta, uma vez que podem ser influenciados pelo pH e variacdo de acidos

organicos do néctar, o qual ¢ submetido a acdo da glicose-oxidase que forma o acido
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gluconico, mas também a agdo de enzimas bacterianas durante a sua maturagao, e, ainda,
pela quantidade de minerais presentes, e diferengas na composi¢ao do solo ou associagao
de espécies vegetais para a composicdo final ' '"'® 1 Evangelista-Rodrigues et al. (2005)
'8 por exemplo, observaram que houve diferenca significativa de pH entre os méis de M.
scutellaris e A. mellifera, mesmo quando produzidos em uma mesma localidade, fator que
pode ser explicado pela presencga de substancias mandibulares acrescidas ao néctar durante
o transporte do mesmo até a colméia. Alves et al. (2005) '°, por outro lado, constataram
variacdo de acidez livre de 18,5 a 62,5 meq. Kg' entre méis de nativas no municipio de
Sdo Gabriel, no Estado da Bahia. Souza (2008) ®, também avaliando a qualidade fisico-
quimica de méis de abelhas nativas do Estado da Bahia, observou uma variacdo de pH

entre 3,12 a 6,5, enquanto que o teor de acidez variou entre 5,1 a 116,8 meq. Kg ™.

Determinacdo de Condutividade Elétrica

Em relacio a condutividade elétrica (Tabela 4), n3o houve diferenga
estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os méis das diferentes abelhas estudadas no
Estado de Alagoas na estacdo seca de 2008/09. A condutividade elétrica variou de 0,27-
1,15 mS.cm™ para os méis de abelhas africanizadas, ¢ de 0,23-1,16 mS.cm™ para os méis
de M. scutellaris. No entanto, nos méis de M. quadrifasciata, M. subnitida e Plebeia sp, a
condutividade foi respectivamente de 0,63 + 0,11 mS.cm”, 0,57+ 0,03 mS.cm™ € 0,84 +
0,08 mS.cm™', Tabela 2.

Os contetidos de 4cidos orgénicos, sais minerais e proteinas interferem na
condutividade elétrica do mel ' ?. De acordo com Souza et al. (2004) ¢, a condutividade
elétrica de méis de M. asilvai produzidos na Bahia variou de 287,5 a 525 pS.cm™. Souza et
al. (2006)" também constataram que a condutividade elétrica em méis de diferentes

meliponineos de regides geograficas distintas variou entre 0.49 ¢ 8.77 mS.cm™.
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Determinagéo de Proteinas Totais

Houve diferenga estatisticamente significativa (p <0,05) entre os méis das
diferentes espécies avaliadas em relagdo ao contetido de proteinas totais (Tabela 6), sendo
a menor concentragdo detectada em mel de M. subnitida, seguida por M. scutellaris, M.
quadrifasciata, A. mellifera, Plebeia sp, Tabela 5. Em mel de A. mellifera, esse parametro
variou de 5,02-10,43 eq. mg de albumina. 100 g (média de 7,27 + 1,51 eq. mg de
albumina. 100 g™"). No entanto, em méis de meliponineos variou de 3,81-19,19 eq. mg de
albumina. 100 g'], sendo este conteudo maior no mel de Plebeia sp, Tabela 2.

Segundo Arruda et al. (2004) >, o conteudo de proteinas totais em mel de abelhas
africanizadas varia de 0,0036-2,79 %. Em estudos de Alves (2008) 2 envolvendo mel
organico de A. mellifera em uma APA do Parana, o conteudo de proteinas totais variou de
0,37-0,63 %, com valor médio de 0,50 = 0,07 %. Por outro lado, quando Souza (2008) 8
estudou esse parametro em méis de nativas do Estado da Bahia, observou uma variagao de
0,04 a 2,37 %, enquanto que Almeida-Anacleto (2007) 3 observou uma variagao entre 0,15
a 0,57 % para méis de nativas no municipio de Piracicaba, em Sao Paulo, ocorrendo o
menor contetido no mel de Scaptotrigona bipunctata, ¢ o maior no mel de Tetragonisca
angustula. Entretanto, o método utilizado para tais quantificagdes percentuais ¢ o Kjedahl,
que se fundamenta na correlagdo entre nitrogénio total e contetido total de proteinas, mais
esse pode superestimar os resultados, considerando-se que hd no mel aminoacidos livres
que também responderdo as reagdes. No método de Lowry, entretanto, as reagdes
envolvem as ligacdes peptidicas '*.

Dois métodos de extragdo de proteinas foram comparados visando obter-se o
melhor perfil cromatografico das mesmas em camada delgada (CCD), e a mais eficiente
quantificagdo. No primeiro utilizou-se acetona a -20° e no segundo

HCl:cloroférmio:metanol. O método mais eficiente para ambos foi aquele que partiu da
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suave precipitagdo acida, revelando que o perfil de bandas protéicas entre os méis de
abelhas africanizadas e nativas foi semelhante [fatores de retencdo (Rfs) variaram entre
0,53 ¢ 0,58]. E de conhecimento que a concentragdo de proteinas em mel ¢ muito baixa,

provavelmente restrita as oxidases e hidrolases.

Determinacéo de Prolina

Em relagdo ao conteudo de prolina, houve diferenga estatisticamente significativa
(p < 0,05) entre os méis de diferentes origens (Tabela 4), sendo estes classificados em
ordem crescente de concentragdo de prolina da seguinte forma: M. scutellaris <
M.subnitida < M. quadrifasciata < A. mellifera < Plebeia sp (Tabela 4). O mel de A.
mellifera apresentou variagio entre 40,31-149,12 eq. mg de prolina.100 g "' (média de
74,10 + 31,77 eq. mg de prolina.100 g™), enquanto os méis de M. scutellaris apresentaram
variagdo de 8,71-36,25 eq. mg de prolina.100 g™ (média de 20,16 + 9,37 eq. mg.100 g™), e
os méis de M. subnitida , M. quadrifasciata ¢ Plebeia sp apresentaram respectivamente
médias de 27,29 + 10,33, 30,07 + 18,51 e 94,26 + 84,59 eq. mg de prolina.100 g'l, Tabela
2. Portanto, com exce¢ao do mel de Plebeia sp, todos os demais méis de nativas
apresentaram teor de prolina inferior ao de abelhas africanizadas. Verificou-se correlagdo
estatisticamente significativa (p<0,05) entre o conteudo de prolina e proteinas totais
(0,378) e atividade diastasica (0,803), Tabela 5.

Segundo o manual “HARMONISED METHODS OF THE INTERNATIONAL
HONEY COMMISSION”, o teor de prolina em mel nio deve ser inferior a 0,18 mg. g,
sendo este utilizado para avaliacdo da qualidade, estimando-se o grau de maturidade do
mel e a deteccdo de adulteragdo por sacarose comercial , isto €, quando ndo for detectada
prolina, o produto provavelmente foi adulterado com xarope agucarado. No entanto, esse

limite é relacionado ao mel de A. mellifera, ndo atendendo as particularidades dos méis de
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abelhas nativas, uma vez que nado ha legislagao especifica para tais méis.

Em méis de A. mellifera de diferentes origens florais, observou-se uma variagéo de
437,8 a 2169,4 eq. mg de prolina. Kg', com média de 980,95 + 400,74 eq. mg de prolina.
Kg' #. Cotte et al. (2004) *° avaliaram os aminoacidos livres em mel de abelhas
africanizadas utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), e confirmando
que o principal aminoacido livre do mesmo ¢é a prolina, e que a técnica ¢ eficiente para
certificar a natureza genuina do mel.

Dois sistemas de extracdo de aminoacidos livres de mel foram testados através de
hidrélise 4cida: um direto através do extrato aquoso com 4cido formico '', e outro a partir
dos extratos protéicos previamente obtidos por suave precipitacdo acida. Com relagdo a
resolugdo do perfil cromatografico (CCD) dos aminoacidos livres e a quantificagdo de
prolina, verificou-se que o primeiro método (hidrolise com acido féormico) foi mais
elucidativo. A submissdo dos padroes a hidrélise acida mostrou-se mais correta,
confirmando que todas as amostras apresentaram uma banda com Rf = 0,15, igual a desses

padroes utilizados.

Determinacéo de Glicidios Redutores, Glicidios Totais e Sacarose

Houve diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os diferentes méis
avaliados em relagdo ao contetdo GR e GT, no entanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) quanto ao contetido de sacarose (Tabela 4).

O percentual de GR em mel de A. mellifera foi de 70,91 + 4,91 %, enquanto que o
de GT foi de 75,09 + 4,24 %. Ja em relagdo a mel de M. scutellaris, o contedo de GR
variou entre 57,87 ¢ 75,30 % (média de 66,73 + 4,25 %), enquanto que o de GT variou de
59,52 a 75,30 % (média de 70,28 + 4,37 %), Tabela 3. Em estudos de méis de A. mellifera

de diferentes floradas no Estado do Piaui, Silva et al. (2004) *' j& haviam detectado um
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percentual médio de GR de 77,25 %, com variagao entre 68,92 ¢ 85,49 g . 100 g'l,
enfatizando a influéncia da origem floral na composi¢do quimica desse mel.

Em relagdo aos méis de M. quadrifasciata, M. subnitida e Plebeia sp, o contetudo
de GR variou respectivamente entre 67,20 ¢ 72,67%, 73,52 ¢ 74,40% e 69,44 ¢ 70,22 %.
No que, se refere ao contedo médio de GT, este foi respectivamente de 72,96 + 0,97 % ,
75,30 £ 0,0 % e 71,03 = 1,14 %, Tabela 3. Em municipio da regido semi-arida do Estado
da Bahia, Alves et al. (2005) '° detectaram que o contetido de GR de mel de M. mandacaia
variou entre 64,29% e 82,10%, com média de 74,82 + 4,28 %, semelhante aos valores
encontrados para os méis de abelhas nativas estudados na presente dissertagao.

No tocante ao percentual de sacarose, este variou entre 1,56 ¢ 7,52% (média de 3,97
+ 1,88 %) para méis de A. mellifera, sendo que duas amostras apresentaram valores
superiores ao limite de 6% preconizado pela legislagio **. Uma média de 3,37 + 1,93 % de
sacarose foi detectada em méis de M. scutellaris, enquanto que os de M. quadrifasciata, M.
subnitida e Plebeia sp apresentaram respectivamente 2,78 + 1,81 %, 1,27 + 0,59 % e 1,13
+ 0,58 % de sacarose, todos com teores abaixo do limite estabelecido pela legislagdo para
méis de abelhas africanizadas, ja que ndo ha padrdes para méis de nativas. Foi observada
uma correlagdo positiva entre glicidios redutores e glicidios totais (0,896) e negativa entre

glicidios totais e sacarose (-0,309) .

Determinacéo de Diastase

A composicao enzimatica de qualquer mel esta diretamente relacionada as fontes
vegetais e entomologicas das quais ele ¢ derivado . Este fato dificulta a proposicdo de
uma unica norma para todo o Brasil, pais rico em espécies de meliponineos e caracterizado
por um grande mosaico de habitats e formacdes vegetais. Ao mesmo tempo, sdo escassas

. ~ . ’ L r 2
as informagdes nesse sentido e especificas dos méis de todo o pais *’.
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A legislacdo brasileira ** estabelece um valor minimo de atividade diastasica de 8
Gothe (G) para classificagdo do mel de boa qualidade. Os resultados obtidos nas amostras
de méis de A. mellifera revelam que, no tocante a esse parametro, com exce¢do da amostra
M7 (4,5 G), todas as demais possuem boa qualidade (variacdo de 4,50-51,45 G, média de
24,87 + 12,06 G). Observou-se ainda uma correlacao significativa (p< 0,05) entre o
conteudo de diastase e proteinas totais (0,325) e entre o conteido de diastase e teor de
prolina (0,803), p< 0,01, Tabela 5.

No entanto, ocorreu diferenga estatisticamente significativa quanto ao contetido de
diastase (Tabela 4) nos méis de abelhas nativas. Em méis de M. scutellaris, o indice de
diastase variou de 2,39 a 18,60 G (média de 5,87 £ 4,07 G). J4 nos méis de M.
quadrifasciata, M. subnitida e Plebeia sp, esse indice variou respectivamente de 2,07-
28,30, 4,68-8,36 ¢ 16,71-19,20 G, Tabela 3. Isso significa que se a mesma legislacdo de
méis de abelhas africanizadas estivesse vigorando para méis de nativas, apenas as amostras
com indice de diastase menor do que 8G estariam fora dos padrdes de qualidade. Porém,
uma vez que a acidez desses méis ndo foi alta na maioria das amostras o suficiente para

. o 2 2
destruir tal enzima 2% %

, € possivel que os mesmos apresentassem baixas concentragdes de
maltose e oligossacarideos indutores da expressao da diastase, corroborando a necessidade

. ~ ’ . re 1
de uma legisla¢io especifica para tais méis .

Determinacéo de Hidroxi-Metil-Furfuraldeido (HMF)

No que se refere ao teor de HMF, ocorreu diferenga estatisticamente significativa (p
< 0,05) entre os diferentes méis (Tabela 4), variando este entre 1,5 ¢ 128,2 mg .Kg '
(média de 45,97 + 37,52) nos méis de A. mellifera. Nestes, 4 amostras de mel comercial
excederam o limite permitido pela legislagdo, que é de no maximo 60 mg . Kg™.

Em relagdo aos méis de M. scutellaris, o conteudo de HMF variou de 0-80,1 mg.
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Kg ', (média de 13,20 mg . Kg'), enquanto nos de M. quadrifasciata, M. subnitida e
Plebeia sp a média deste foi respectivamente de 7,46 , 4,4 ¢ 21 mg . Kg' de mel. Apenas
uma amostra de mel de M. scutellaris excedeu o limite desse parametro permitido pela
legislacao para méis de abelhas africanizadas.

Uma pequena quantidade de HMF ¢ encontrada em méis recém-colhidos, no
entanto, o conteido de HMF no mel pode ser afetado pela acidez, pH, contetido de agua e
minerais, além de condi¢des de armazenamento, especialmente elevadas temperaturas '
28.29.39 yalores elevados de HMF encontrados nos méis de meliponineos podem estar
associados as técnicas inadequadas de manejo e/ou condigdes climaticas adversas da regiao
6.7.8
Determinacéo da Cor

Em relacdo a coloragdo, pardmetro considerado essencial para atrair o consumidor
do mel, as amostras de A. mellifera oscilaram de 23,3 a 108,0 mm Pfund, variando do
branco ao ambar, sendo a média de 56,31+ 26,79 mm Pfund (dmbar claro). Méis de M.
scutellaris apresentaram coloragdo oscilando entre 27,4 ¢ 196,4 mm Pfund, variando do
branco ao ambar escuro (média de 104,79 + 52,53 mm Pfund = dmbar). Quanto aos méis
de M. quadrifasciata, M. subnitida e Plebeia sp a variagdo de coloragdo foi
respectivamente de 45,6-264,0, 39,7-51,2 ¢ 199,0-249,1 mm Pfund, sendo o mel de
Plebeia sp diferenciado, pois apresentou uma coloragdo ambar escuro, Tabela 3.

A cor do mel estd correlacionada com sua origem floral, processamento,
armazenamento, fatores climaticos durante o fluxo de néctar e a temperatura na qual o mel
¢ produzido no interior da colméia > *'. Turkmen et al. (2006) ** observaram que o
tratamento térmico de mel de A. mellifera levou ao escurecimento, provocado pela
formagdo de produtos da reacdo de Maillard, como melanoidinas ¢ HMF, alteragdes

indesejaveis para o consumidor.
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CONCLUSAO

Apenas condutividade elétrica e sacarose ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) entre méis das distintas espécies de abelhas
coletados na estacdo seca 2008/09. Mesmo quando estes pertenciam a uma mesma regiao,
apresentaram diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo a sua
composi¢ao quimica, ressaltando a importancia de uma legislagdo que atenda a essa

necessidade conforme a variagao entomologica.
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TABELA 1 — Municipios de coleta das amostras de mel (com codigos) de abelhas nativas

e africanizadas, temperatura e indice pluviométrico dos mesmos na estagdo seca de

2008/09.
Municipios de Coleta de Mel Amostras* Altitude  Temperatura indice
(m) ** Média (°C)  Pluviométrico
*x (mm) **
Barra de Santo Antoénio AUI, AU2, 10 29 2404,5
(Litoral Norte) AU3, AUI1,
AUI2
Barra de Sdo Miguel (Litoral M13 2 29 2050
Sul)
Coldnia Leopoldina (Regiao AUS, AU9, 140 22 1393,1
Canavieira) AU10
Delmiro Gouveia AM1, AM2, 256 31 481,3
(Sertéo — Rio S&o Francisco) AM3, AJl, AJ2,
API1, AP2

Ibateguara AUS5, AU6, AU7 505 22 1600
(Regido Canavieira)
Mar Vermelho M9, M10, 636 26 1550
(Mata Atlantica)
Marechal Deodoro (Litoral AUI13 5 26 1872,4
Sul)
Palmeira dos Indios AU4, AU14, 290 30 1102,7
(Agreste) AULS, AUI6,

AUI17, AUIS,

AUI19, AU20,

AU21, AU22
Vigosa (Mata Atléantica) M3, M8, M11, 210 29 1500

M14

** Amostras: M3, M8-11, M13-14: Mel de Apis mellifera; M1-2, M4-7 ¢ M12: mel comercial de A.

ellifera; AU: mel de Urugu (M. scutellaris); AM: mel de Mandagaia (M. quadrifasciata); AJ: mel
de Jandaira (M. subnitida); AP: mel de Mirim (Plebeia sp). ** Dados da SRHMA -AL, 2009.
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TABELA 2 — Determinagio de umidade (%), pH, acidez livre (meq. Kg™), condutividade elétrica (mS. cm™), proteinas totais (mg . 100g™),

prolina (mg . 100g™), glicidios redutores, glicidios totais e sacarose (%), diastase (G), HMF (mg . Kg') e cor (mm Pfund) em mel de abelhas

nativas e africanizadas de Alagoas na estag¢do seca de 2008/09.

Amostra Umidade pH Acidez Condutividade elétrica Proteinas Prolina
(%) (meq. Kg'l) (mS. cm™) (mg . 100g'1) (mg . lOOg'l)
Apis mellifera 19,79 + 1,48 4,43 +091 28,71 + 12,49 0,59 + 0,25 7,27+ 1,51 74,10 + 31,77
M. scutellaris 29,51 £3,53 5,14+ 1,20 21,74 £ 25,33 0,55+0,24 5,88 £2,47 20,16 £ 9,37
M. quadrifasciata 28,50 + 1,32 3,62+ 0,20 44,32 +£ 9,62 0,63+0,11 5,55+ 0,45 30,07 + 18,51
M. subnitida 30,50 £2,12 3,56+ 0,26 51,94 £ 11,39 0,57+ 0,03 5,29 +0,43 27,29 +£10,33
Plebeia sp 31,75+ 3,88 3,92+0,29 130,24 + 56,78 0,84 + 0,08 12,84 + 8,98 94,26 + 84,59
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TABELA 3 — Determinagdo de glicidios redutores, glicidios totais, sacarose (%), diastase (G), HMF (mg . Kg") e cor (mm Pfund) em mel de

abelhas nativas e africanizadas de Alagoas na estag¢do seca de 2008/09.

Amostra Glicidios Redutores Glicidios Totais Sacarose Diastase HMF Cor

(%) (%0) (%0) (©) (mg . Kg™) (mm Pfund)

Apis mellifera 70,91 £4,91 75,09 4,24 3,97+ 1,88 24,87 12,06 45,97 + 37,52 56,31 + 26,79
Ambar claro

M. scutellaris 66,73 £4,25 70,28 +£4,37 3,37+ 1,93 5,87+4,07 13,20+ 17,07 104,79 + 52,53

Ambar

M. quadrifasciata 70,03 £2,73 72,96 £ 0,97 2,78 £ 1,81 13,09 + 13,60 7,46 £ 6,55 131,51 £ 116,39
Ambar Escuro

M. subnitida 73,96 +£ 0,62 753+0 1,27 £ 0,59 6,52 +2,6 4,40 + 6,22 4541+ 8,13

Ambar Extra Claro
Plebeia sp 69,83 £0,55 71,03 £ 1,14 1,13+ 0,57 17,95+ 1,76 21 £2,12 224,05+ 35,46

Ambar Escuro
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TABELA 4 — Ranking (1-5) comparativo das médias estatisticamente diferentes entre si para
cada parametro fisico-quimico entre os méis de abelhas nativas e africanizadas do Estado de
Alagoas (coletados durante a estacdo de seca 2008/09), segundo teste ndo paramétrico de
Kruskal Wallis. M¢is com niimeros iguais a 1 ndo foram diferentes entre si, e a partir desse,

as médias foram diferentes em ordem crescente.

EIS DE ABELHAS  Apis mellifera Melipona Melipona Melipona Plebeia sp

scutellaris quadrifasciata subnitida

PARAMETROS
FISICO-QUIMICO
Umidade (%) 1 3 2 4 5
pH 4 5 3 1 2
Acidez 2 1 3 4 5
(meg. Kg™)
Cond. Elétrica 1 1 1 1 1
(mS. cm™)
Proteina 4 2 3 1 5
(mg . 100g™)
Prolina 5 1 3 2 4
(mg . 100g™)
GR (%) 4 1 3 5 2
GT (%) 4 2 3 5 1
Sac (%) 1 1 1 1 1
Diastase (G) 5 1 3 2 4
HMF (mg . Kg™) 5 3 2 1 4

2 3 4 1 5

Cor (mm Pfund)
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TABELA 5 — Coeficiente de correlagao de Spearman entre os parametros fisico-quimicos de méis de abelhas nativas e africanizadas do Estado

de Alagoas, durante a estacao de seca 2008/09.

PARAMETROS Fisico-  Umidade  pH Acidez Con. Elet.  Proteina Prolina GR GT Sac Diastase HMF
QUIMICOS (%) meg. Kg© mS.Cm* mg.100g7 mg.100g" (%) (%) (%) G mg . Kg*
Umidade (%) 1,000 0,072 -0,014 -0,126 -0,303(*%) 20,697(*%)  -0,392(**) -0,434(**) -0,250 -0,605(**)  -0,369(*)
pH 0,072 1,000 -0,808(**) 0,288 -0,111 -0,409(**) -0,421(**)  -0,372(*) 0,108 -0,274 -0,119
Acidez meq. Kg* -0,014 -0,808(**) 1,000 0,041 0,205 0,396(**) 0,455(**) 0,319 (*) -0,231 0378(*) 0,047
Con. ElétricamsS. cm™ -0,126 0,288 0,041 1,000 -0,048 0,146 0,050 -0,092 -0,210 0,272 -0,104
Proteina mg . 100g™ -0,303(*) 0,111 0,205 -0,048 1,000 0,378(*) 0,212 0,099 -0,185 0,325(*)  0,376(%)
Prolina mg . 1009 0,697(**)  -0,409(**)  0,396(**) 0,146 0,378(*) 1,000 0,429(**)  0,428(**) 0,165 0,803(**)  0,387(%)
Glicidios Redutores (%) 0,392(**)  -0421(**)  0,455(**) 0,050 0,212 0,429(**) 1,000 0,896(**) -0,309(*) 0,292 0,312(*)
Glicidios Totais (%) -0,434(**)  -0372(*)  0,319(*)  -0,092 0,099 0,428(**) 0,896(**) 1,000 0,078 0,251 0,377(*)
Sacarose (%) -0,250 0,108 -0,231 -0,210 -0,185 0,165 -0,309(*) 0,078 1,000 0,091 0,205
Diastase G -0,605(**)  -0,274 0,378(*) 0,272 0,325(*) 0,803(**) 0,292 0,251 0,091 1,000 0,262
HMF mg . Kg™ -0,369(*)  -0,119 0,047 -0,104 0,376(*) 0,387(*) 0312(*)  0,377(*) 0,205 0,262 1,000

* 95% de significancia, p < 0,05, ** 99% de significancia, p < 0,01.
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APENDICE 2 - CURVAS PADRAO
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APENDICE 2.1 — Curva padrio de solugdo aquosa de prolina para o ensaio de

quantifica¢do de prolina em amostras de mel.
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APENDICE 2.2 — Curva padrio de solugio aquosa de acido gilico no ensaio de

determina¢do de compostos fendlicos totais.
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APENDICE 2.3 — Curva padrio de solugdo metanédlica de quercetina no ensaio de

determinagdo de flavonoides totais em amostras de mel.
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APENDICE 2.4 - Curva padrio de solugdo aquosa de acido galico no ensaio de

determinagdo do poder antioxidante de reducdo de ferro (FRAP).
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