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CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E MICROBIOLOGICA DOS MEIS DE
Melipona subnitida E Melipona fasciculata DO ESTADO DO PIAUI

Autora: Rosane da Silva Sant’Ana
Orientador: Prof. Dr. Fabio de Souza Dias

RESUMO: A caracterizagdo fisico-quimica e microbiolégica do mel de
meliponineos € fundamental, pois fornece informacdes para a definicdo da sua
qualidade. Nesse sentido, o presente estudo teve por objetivo avaliar as
caracteristicas microbiolégicas e fisico-quimicas do mel produzido por duas
espécies de abelhas sem ferrdo (Melipona fasciculata e M. subnitida). Foram
coletadas 29 amostras de mel, analisadas para a presenca de microrganismos
aerdbios mesdfilos, coliformes a 35°C e a 45°C, Salmonella spp., Staphylococcus
coagulase positiva, esporos de Clostridium sulfito redutor, Bacillus spp. e bolores e
leveduras. Além disso, foram analisados os parametros fisico-quimicos: umidade,
pH, acidez livre, hidroximetilfurfural, atividade diastasica, acUcares redutores,
sacarose aparente, solidos solaveis totais, cor, reacdo de Lugol, compostos
fenolicos totais, flavondides totais e acidos carboxilicos. As amostras apresentaram
contagem de mesdfilos aerébios (<10 a 2,3 x 10* UFC g), Bacillus spp. (<10 a 1,6
x 102 UFC g™) e bolores e leveduras (<10 a 2,0 x 103 UFC g™), enquanto os demais
microrganismos avaliados ndo foram detectados. Quanto as caracteristicas fisico-
quimicas foi observado que a umidade variou de 15,97 a 28,97%, o pH de 3,14 a
4,11, acidez livre entre 17,17 a 65,67 meq Kg*, HMF de 0,37 a 18,78 mg Kg*,
atividade diastasica de 0,03 a 0,82 Gothe, SST de 67,20 a 81,0 °Brix, acucares
redutores entre 63,71 a 78,8%, sacarose de 0,39 a 3,44%, compostos fendlicos
totais de 115,59 a 498,01 mg Kg' e flavonéides totais de 34,81 a 123,7 mg Kg*, a
cor variou do branco ao ambar, teste de Lugol negativo, além de ser identificado o
acido ascorbico, acético, tartarico, citrico, succinico, maléico e fumarico. As
amostras de mel apresentaram caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas
similares aos de outras espécies de Melipona, o que pode favorecer a formulacao

de uma legislacéo de qualidade para o mel desse Género.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo, Meliponini, legislacéo, acidos carboxilicos.
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Author: Rosane da Silva Sant’Ana

Adviser: Prof. Dr. Fabio de Souza Dias

ABSTRACT: The physicochemical and microbiological characterization of
Meliponini honey is fundamental, since it provides information for the definition of
quality. In this sense, the present study aimed to evaluate the microbiological and
physicochemical characteristics of honey produced by two species of stingless
bees (Melipona fasciculata and M. subnitida). Twenty-nine honey samples were
analyzed for the presence of mesophilic aerobic microorganisms, coliforms at
35°C and at 45°C, Salmonella spp., coagulase positive Staphylococcus,
Clostridium sulfite reducing spores, Bacillus spp. and molds and yeasts. In
addition, physical-chemical parameters were analyzed: moisture, pH, free acidity,
hydroxymethylfurfural, diastase activity, reducing sugars, apparent sucrose, total
soluble solids, color, Lugol's reaction, total phenolic compounds, total flavonoids
and carboxylic acids. The samples had a count of aerobic mesophiles (<10 to 2.3
x 10* CFU g™, Bacillus spp. (<10 to 1.6 x 102 CFU g™) and molds and yeasts (<10
to 2.0 x 103 CFU g™), while the other microorganisms evaluated were not detected.
Regarding the physicochemical characteristics, was observed that the moisture
varied from 15.97 to 28.97%, pH from 3.14 to 4.11, free acidity from 17.17 to 65.67
meq Kg*, HMF of 0.37 to 18.78 mg Kg™, diastase activity of 0.03 to 0.82 Gothe,
SST of 67.20 to 81.0 °Brix, reducing sugars between 63.71 to 78.8%, sucrose of
0.39 to 3.44%, total phenolic compounds from 115.59 to 498.01 mg Kg™* and total
flavonoids from 34.81 to 123.7 mg Kg™, the color varied from white to amber,
Lugol's test negative, in addition to identifying ascorbic, acetic, tartaric, citric,
succinic, maleic and fumaric acids. The honey samples presented microbiological
and physicochemical characteristics similar to those of other Melipona species,

which may favor the formulation of a quality legislation for honey of this Genus.

Keywords: Stingless bees, Meliponini, legislation, carboxylic acids.



REFERENCIAL TEORICO

Importancia das abelhas na agricultura

A producdo agricola constitui um dos setores econ6micos mais importantes
no cenario mundial. A produtividade para a maioria das espécies cultivadas é
aumentada conforme o0 sucesso do processo de polinizacdo, um servico
ecossistémico importante (KLATT et al.,, 2014), realizado por agentes abioticos
(vento e &gua) e/ ou bidticos (morcegos, aves, besouros, vespas, abelhas, entre
outros) (POTTS et al., 2016).

A polinizacdo animal beneficia mais de 75% das espécies cultivadas em todo
o mundo (KLATT et al., 2014). Cerca de 70% das 124 espécies agricolas mais
cultivadas, depende de polinizadores, com maior importancia para as abelhas
(KLEIN et al.,, 2007; VIEIRA et al.,, 2010; MELATHOPOULOS, TYEDMERS,
CUTLER, 2014).

Dentre os animais, as abelhas se destacam como polinizadores, promovendo
diferentes beneficios, como a melhoria na qualidade dos frutos (tamanho, peso e
sabor), maior producédo de sementes de culturas agricolas e a contribuicdo para a
manutencdo da diversidade de espécies vegetais (MARLEBO-SOUZA, HALAK,
2013; COBRA et al., 2015).

Com diversas espécies de habito de comportamento solitario e social, cada
vez mais as abelhas tem seu papel valorado no mundo (GARIBALDI et al., 2011,
GARIBALDI et al., 2016; POTTS et al., 2016). Além da espécie cosmopolita, Apis
mellifera (abelha social com ferrdo), varias espécies de abelhas sociais sem ferrdo
sdao importantes polinizadores de culturas, destacando-se tanto pelos servicos
ecossistémicos (KERR, 1997; ALENCAR-CARVALHO et al., 2016), como na
geracdo de produtos da colbnia (pdlen, propolis, mel), proporcionando rendimento
financeiro e agregacdo de valor econémico a atividade meliponicola (MAIA et al.,
2015; SOUSA et al., 2016).

Abelhas sociais sem ferrdo (Meliponini)

As abelhas sociais sem ferrdo possuem um ferrdo atrofiado, o que possibilita
seu facil manejo e viabiliza a sua criagdo (meliponicultura) (VENTURINI et al.,
2008). Pertencentes a Ordem Hymenoptera, Familia Apidae, Subfamilia Apinae,
estdo estdo distribuidas na Tribo Meliponini, destacando-se o0 Género
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Meliponaencontrado na América do Sul, Central e llhas do Caribe (MOURE,
URBAN, MELO, 2013).

No Brasil, a maior parte das espécies de Melipona ocorre no Norte e
Nordeste, com criacdo predominante em comunidades indigenas e rurais (KERR,
1997). Dentre as espécies importantes destacam-se Melipona (Melipona) subnitida
Ducke, 1910 e Melipona (Melikerria) fasciculata Smith, 1854 (MOURE, URBAN,
MELO, 2013). Sédo espécies endémicas do semiarido brasileiro com destaque no
cenario regional, principalmente pelos produtos da colénia (NOGUEIRA-NETO,
1997; SILVA et al., 2013b).

Melipona (Melipona) subnitida Ducke, 1910

Aespécie Melipona subnitida, conhecida como abelha jandaira, tem
ocorréncia nos estados nordestinos, desde o Maranhdo até a Bahia (PEREIRA et
al., 2011; LIMA et al., 2016). Seu habitat natural ocorre nas cavidades das arvores,
tipicas do semiéarido, preferencialmente as espécies Cammiphora leptophloeos
(Imburana) e a Caesalphinia pyramidalis (Catingueira) (MARTINS et al., 2004).

A criacdo da M. subnitida € comumente realizada em comunidades rurais,
(NOGUEIRA-NETO, 1997). Esta entre as espécies mais utilizadas, devido a
possibilidade de multiplicacdo, comercializacdo de enxames e principalmente pelo
valor comercial que o mel vem conquistando (MAIA et al., 2015). Considerando a
sua importancia econdmica e socioambiental, estudos recentes tém abordado seu
comportamento na natureza (OLIVEIRA et al., 2012b), distribuicdo geografica e
populacional (PEREIRA et al., 2011; LIMA et al., 2014; LIMA et al., 2016), habitos
alimentares (BARTH et al, 2013), nidificacdo (CARVALHO, KOEDAM,
IMPERATRIZ-FONSECA, 2014), caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
terapéuticas do mel (MONTE et al., 2013; SILVA et al., 2013a; SOUSA et al.,
2016).

A producdo de mel por colénia chega até cerca de dois litros ou mais,
variando conforme o manejo, a estacdo do ano e disponibilidade de recursos
floristicos (CAMARA et al., 2004; KOFFLER et. al., 2015).

O mel de M. subnitida é utilizado e valorizado pela medicina popular, devido
as suas propriedades terapéuticas, as quais estdo relacionadas principalmente a

presenca de compostos fenolicos com potencial antioxidante e antimicrobiano
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(SOUSA et al., 2016; SILVA et al.,, 2013a), além de atividade anti-inflamatéria
(ALVES et al., 2008).

Melipona (Melikerria) fasciculata Smith, 1854

A espécie Melipona fasciculata, conhecida popularmente por abelha tidba, €
natural de regides onde ocorre transicdo entre a vegetacédo da floresta amazonica,
cerrado, restinga e caatinga (BARROS, LUZ, ALBQUERQUE, 2013), mais
especificamente no Maranhdo (RIBEIRO, ALBUQUERQUE, LUZ, 2016), Para e
Piaui (SARAIVA et al.,, 2012). Essa abelha contribui para a perpetuacdo de
espécies vegetais nativas do semiarido, de importancia econdmica para a
agricultura familiar (MARTINS et al., 2011) e de culturas agricolas cultivadas nas
pequenas propriedades (BARROS, LUZ, ALBQUERQUE, 2013; ALENCAR-
CARVALHO et al., 2016).

Melipona fasciculata destaca-se pela producdo de mel e geopropolis, os
quais vém conquistando aceitacdo no mercado devido as propriedades
terapéuticas (CUNHA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2012a; ARAUJO, BOSCO,
SFORCIN, 2016) e ao sabor diferenciado do mel, conferido especialmente pela
acidez e docura, distinta da observada em outras espécies
de Melipona (HOLANDA et al., 2012).

Composicéo e caracteristicas fisico-quimicas do mel de abelha sem ferréo

O mel é um produto elaborado pelas abelhas a partir do néctar ou de
excrecoes de insetos sugadores de secrecdes de plantas (BRASIL, 2000).
Coletado e transportado para a colénia pelas abelhas, o néctar passa por
processos fisicos e quimicos, sendo acrescido de enzimas das glandulas
hipofaringeanas (4-amilase, invertase e glicose-oxidase) e evaporacdo da agua,
resultando num composto “maduro” o mel (CRANE, 1980).

O mel é composto basicamente por 4gua e acUcares, entretanto, existe
cerca de 200 outras diferentes substancias, tais como: carboidratos, proteinas,
enzimas, vitaminas, minerais, acidos carboxilicos, componentes aromaticos,
compostos nitrogenados e fendlicos (acidos e flavonoides), pigmentos
(carotendides), graos de pélen, além de residuos de cera de abelha (BRSIL, 2000;
HOSNY et al., 2009; KHALIL et al., 2012).



A composicao quimica do mel pode variar conforme a origem floral, natureza
do solo, espécie de abelha, condi¢cdes climaticas e manejo do meliponicultor
(SOUZA et al., 2013; SILVA et al., 2013a; BILUCA et al., 2014). Além disso,
durante a coleta, manipulacdo e armazenamento, 0 mel passa por mudancas na
sua composicdo, bem como adulteracbes (SILVA et al., 2016). Por esta razao,
padrées e normas sao estabelecidos para avaliar a sua qualidade e identidade
(MEIRELES, CANCADO, 2013; ANJOS et al., 2015).

Comparando os resultados de caracterizacdes fisico-quimicas realizadas no
mel de meliponineos com os padrfes exigidos pela Legislacdo Brasileira para mel
de Apis mellifera (Tabela 1) (MARCHINI et al., 2004; SODRE et al., 2011), observa-
se, de modo geral, que as caracteristicas dos méis produzidos pelas diferentes
espécies de abelhas sem ferrdo ndo sdo atendidas pelas normas existentes,
principalmente em relagéo a elevada umidade (CARVALHO et al., 2005a).

A auséncia de uma legislacdo especifica e a diversidade de espécies de
meliponineos no Brasil, reforca a necessidade de investigar grupos de meéis com
vista a obter informacBes sobre suas caracteristicas fisico-quimicas para o
estabelecimento de padrbes de qualidade e identidade (CARVALHO et al., 2013).
Nesse sentido, foi criado o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Mel
de abelha social sem ferrdo, Género Melipona do Estado da Bahia, estabelecido
pela Agéncia Estadual de Defesa Agropecudria da Bahia, N° 207 de 21 de
novembro de 2014, com base nos resultados encontrados em estudos realizados
na regiao (ADAB, 2014). Essa normativa determina quais parametros devem ser
considerados para avaliar a qualidade do mel, tais como a umidade, acucares
redutores, sacarose aparente, atividade diastasica, hidroximetilfurfural, acidez livre

e cor.

Umidade

A umidade representa a agua contida no alimento e pode ser classificada
em: umidade de superficie, relacionada a agua livre, encontrada na superficie
externa do alimento, de facil evaporacédo e a umidade de absorcao, referente a
agua ligada, presente no interior do alimento (IAL, 2008).

No mel, a umidade é uma das caracteristicas mais importantes,
influenciando a viscosidade, grau de maturagdo, cristalizacdo e sabor, com
implicagbes na sua conservacao (SEEMANN, NEIRA, 1988; BILUCA et al 2014;
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Tabela 1. Variacdes fisico-quimicas de méis de diferentes espécies de abelha sem ferrdo (Meliponini) (adaptado de CARVALHO
et al., 2005a), comparado aos padrdes estabelecidos pela Legislacdo Brasileira, Codex Alimentarius e Agéncia Estadual de
Defesa Agropecuéaria da Bahia.

Espécie de abelha Pais/Estado Umidade (%) pH Acidez (meq kg-") AR (%) SA (%) HMF (mg kg-') AD (Gothe) SST(°Brix) AT (%) Fonte
Melipona scutellaris
Brasil/Nordeste 27,7 4. 37 28,75 57.8 1,72 1,53 Carvalho et al. (2009)
M.quadrifasciata
T Brasil/Bahia 34,26 3,65 33,68 61,44 2,99 16,96 69,27 Souza et al. (2009)
Melipona spp.
M. flavonielata, M. rasciculata Brasil/Para Oliveira et al. (2012a)
M. compressipes, M.subnitida,
. Brasil/Piaui 25,8 3,28 73,3 46,23 Monte et al. (2012)
M. scutellaris
M. fasciculata Brasil/Maranhao 23,8 3,6 31,88 60,68 2,65 27,38 Holanda et al. (2012)
Almeida-Murandian et al
Melipona subnitida Brasil/Paraiba 24.8 32,49 50,97 4,86 7,56
(2013)
M. subnitida Brasil/Paraiba 22,92 2,99 41,22 51,17 13,67 Silva et al. (2013a)
M. seminigra merrillae Brasil/Amazonas 28,23 3,69 48,31 62,83 10,88 Silva et al. (2013b)
Brasil/ Santa
Meliponini spp. 52,9 0,0* 0,0* Biluca et al. (2014)
Catariina
M. fasciculata Brasil/Maranhdo 23,94 3,3 29 62,93 2,7 7,56 Holanda et al. (2015)
Ramon-Sierra, Ruiz-
M. beechii Meéxico 22,8 38,6 53,1 8,3 61,4 Ruiz, Ortiz-Vazquez
(2015)
M. subnitida, M.scutellaris Brasil/ PB, RN ND Costa, Maruga (2018)
Brasil/ Rio Grande
M. subnitida, M.scutellaris 25,53 3,88 2,11 ND 72,68 67,47 Sousa et al. (2016)
do Norte
X Brasil/ Santa
Meilipona spp. 28,7 3,59 58,8 59,4 0,0* 0,0* 65,5 Biluca et al. (2016)
Catariina
Melipona spp. Tailandia 33,08 36,93 ND 12,76 51,13 Chuttong etal. (2016)
PADROES
Melipona spp. Brasil/ Bahia 20-35 NR Max 50 Min 60 Max6 Max 10 NR NR ADAB (2014)
Apis mellifera Brasil Max 20 NR Max 50 Min 65 Max6 Max 60 NR NR Brasil (2000)
Apis mellifera Europa Max 20 NR Max 50 Min 60 Max5 Max 40 NR NR Codex Alimentarius (2001)

AR= agUcares redutores; SA= sacarose aparente; HMF= hidroximetilfurfural; AD= atividade diastasica; SST= solidos sollveis totais; AT= aclicares totais;
AC= ambar claro; EAC= éxtra &mbar claro; ND= ndo detectado; NR= néo referenciado; 0,0* = valor aproximado de zero; QI = Quase incolor; PE= Pardo

escuro; umidade (%).
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BILUCA et al., 2016), além disso, pode influenciar sua estabilidade.

O teor de umidade dos méis de meliponineos é variado (média de 23,1% a
37,2%), podendo ser influenciado pela origem do néctar, regido, época da coleta
e manejo do meliponicultor (SOUZA et al., 2009; SILVA et al., 2013a;
NASCIMENTO et al., 2015; CHUTTONG et al., 2016; BILUCA et al.,, 2016;
SOUSA et al., 2016).

Durante a manipulacdo, o mel pode absorver agua do ambiente e
consequentemente elevar a sua umidade, estando sujeito a deterioracdo e
fermentacdo por microrganismos osmofilicos (tolerantes a elevadas
concentracdes de soluto) (BRASIL, 2000).

AcUcares redutores e sacarose aparente

Os acucares sao carboidratos, indicativos da qualidade do mel, influenciam
na viscosidade, higroscopicidade, valor energético e atividade antibacteriana
(MOREIRA, DE MARIA, 2001; ALMEIDA-MURANDIAN et al., 2013; KUROISHI et
al.,, 2012). Quando em teores elevados, provocam alteracbes em suas
caracteristicas, assim como na cristalizacdo (LAOS et al., 2011; ESCUREDO et
al., 2014), sendo utilizado para atestar a maturidade do produto (BRASIL, 2000;
CODEX, 2001).

Dentre os acucares totais no mel, destacam-se 0s monossacarideos
(glicose e frutose), os quais sdo agucares redutores, formados a partir da hidrélise
da sacarose pela acdo da enzima invertase, secretada pelas abelhas e sua
concentracdo depende da fonte do néctar (WHITE JUNIOR, 1979). Estdo
presentes em niveis elevados quando comparados aos demais acucares,
variando de 57,74 % a 62,83 % dos sdlidos soluveis totais (SOUZA et al., 2009;
SILVA et al., 2013a; SILVA et al., 2013b; NASCIMENTO et al., 2015).

A frutose, monossacarideo predominante, pode variar, em meédia, entre
31,11 % a 40,20 % e a glicose com intervalo de 23,9 % a 31,0% (ESCUREDO et
al., 2014; BILUCA et al., 2014). A frutose apresenta alta higroscopicidade e por
isso confere a docura no mel e quanto maior a sua concentracdo em relacéo a
glicose, maior a fluidez, enquanto a glicose, devido a sua pouca solubilidade em
agua, determina a tendéncia de cristalizagcdo do mel (BILUCA et al.,, 2016). A

conversdo da glicose pela enzima invertase em &cido glucbnico, resulta na
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formacao de peroxido de hidrogénio (H,0,), capaz de inibir o desenvolvimento de
microrganismos no mel (MOREIRA, DE MARIA, 2001).

Os dissacarideos e trissacarideos representam os demais acucares do
mel. Dentre os dissacarideos (SOUSA et al., 2016), a sacarose, acucar nao
redutor, é relatada com intervalo médio entre 0% a 4,99% (HOLANDA et al., 2012;
ALMEIDA-MURANDIAN et al., 2013; CHUTTONG et al.,, 2016), no entanto,
valores elevados (max. 6,0%, Legislacdo), considera-se que o mel sofreu
adulteracdo por adicdo de acucar ou foi colhido antes da maturacao, considerado
“‘mel verde” (BRASIL, 2000).

Atividade diastéasica

A diastase ou amilase é uma enzima secretada pelas glandulas
hipofaringeanas das abelhas, ndo sendo influenciada pela origem botanica e sim
pela espécie, sua funcdo € quebrar a molécula de amido (MELO, DUARTE,
MATA, 2003). Esta enzima tem comportamento instavel quando submetida a
temperaturas acima de 40° C (HOLANDA et al., 2015) por um periodo prolongado,
cuja condicdo pode causar a reducdo da sua quantidade no mel,sendo um
parametro importante na determinagcdo da qualidade deste produto (AROUCHA,
2012).

A atividade diastasica de méis recém coletados de abelhas sem ferrdo é
relativamente baixa ou ausente (ver Tabela 1) (BRUIJN, SOMMEIJER, 1997,
SOUZA et al., 2009; AROUCHA, 2012). Para o Género Melipona é frequente a
presenca da enzima em concentracdes abaixo de trés unidades (BILUCA et al.,
2016; HOLANDA et al., 2012), sendo considerada uma caracteristica inerente a
esse tipo de abelha (SOUZA et al., 2009; CARVALHO et al., 2013).

Os valores normalmente encontrados nos méis de meliponineos nao se
enquadram na Legislacdo Brasileira, que estabelece o minimo de oito unidades
(BRASIL, 2000). Por essa razdo, o Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade do Mel de abelha social sem ferrdo, Género Melipona da Bahia

estabelece o valor minimo de 3 na escala Gothe (ADAB, 2014).

Hidroximetilfurfural (HMF)
O hidroximetilfurfural € uma substancia encontrada naturalmente no mel,

formado a partir da reacdo de Maillard (processo ndo enzimatico, envolvendo a
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combinacdo de agucares redutores com proteinas e/ou aminoacidos) ou pela
desidratacéo de frutose e glicose, em meio acido (TOSI et al., 2002; SILVA et al.,
2016). Outros fatores que também influenciam na formacdo do HMF é o pH,
atividade de agua, além de temperaturas baixas (TORNUK, et al., 2013).

O HMF é um parametro utilizado para atestar sobre a frescura e idade do
mel (SODRE et al.,, 2011; NASCIMENTO et al., 2015), uma vez que este
composto € encontrado em baixas concentraces em amostras recém coletadas,
mas pode aumentar com o aquecimento (FREITAS et al., 2010), indicando a
reducdo no valor nutritivo do mel pela degradacdo de algumas vitaminas e
enzimas sensiveis ao calor (ARAUJO, SILVA, SOUSA, 2006).

O valor elevado de HMF pode também indicar possivel falsificagdo por
adicdo de xarope invertido (acucar comercial e acido citrico), uma vez que, esse
composto é formado com o aquecimento de aclUcares na presenca de um acido
(YUCEL, SULTANOGLU, 2013).

De modo geral, os méis de abelhas sem ferrdo apresentam baixas
concentracfes de HMF, sendo relatado em diferentes estudos, niveis variando de
5,4 a 13,6 mg kg™ nos méis recém coletados da Venezuela (VIT, 2013); regi&o sul
da Asia (CHUTTONG et al., 2016); semiarido do Brasil (SILVA et al., 2013a;
SILVA et al., 2013b; COSTA, MADRUGA, 2016). Em outros estudos realizados
nas regides Sul (BILUCA et al., 2014) e Nordeste do Brasil (SILVA et al., 2013b;
SOUSA et al., 2016) o composto nédo foi detectado em méis frescos.

Testes in vitro demonstraram que o HMF pode apresentar efeitos nocivos
tais como: citotdéxico, carcinogénico, mutagénico e genotéxico (CAPUANO,
FOGLIANO, 2011). A Legislacao Brasileira estabelece o valor maximo de 60 mg
Kg* para o mel recém coletado, considerando a toxicidade do composto, acima

do qual, € inadequado ao consumo humano (BRASIL, 2000).

Acidez e pH

Contribuindo para a estabilidade do mel, a acidez é caracterizada pela
presenca de acidos carboxilicos (MOREIRA et al., 2007). Sua concentracao pode
ser influenciada pela origem geografica, época de coleta, diferentes fontes de
néctar, atividade enzimatica da glicose-oxidase, além da acdo de leveduras
(TERRAB et al.,, 2004; TORNUK et al.,, 2013), sendo um fator importante por
influenciar no sabor caracteristico do mel (BOGDANOV, 1997).
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A Legislacdo Brasileira estabelece a determinacdo da acidez livre no mel
como indicador de formas inadequadas de armazenamento e inicio de
fermentacdo. Valores de acidez livie acima de 50 meq Kg* podem estar
associados a fermentacéo dos acucares pela acao de leveduras presentes no mel
(CODEX, 2001; ALMEIDA-MURANDIAN et al., 2013).

Os meéis de meliponineos apresentam grandes variagdes nos valores de
acidez. Assim, estudando méis de seis espécies do Género Melipona, Sousa et
al. (2013) observaram médias variando de 33,5 a 86,2 meq Kg*, enquanto
Holanda et al. (2012) encontraram valores de 22,78 a 41,48 meq Kg™* para M.
fasciculata, cujos valores sdo menores que a acidez encontrada por Monte et al.
(2013) para o mesmo género (52,0 a 85,0 meq Kg™). Esses resultados indicam,
além da variabilidade de valores, a elevada acidez como uma caracteristica
natural dos méis de abelha sem ferrdo (BOGDANOV, VIT, KILCHENMANN,
1996).

Assim como a acidez, o pH também é utilizado para avaliar a qualidade do
mel, pois é uma das condicbes relacionadas ao desenvolvimento de
microrganismos (SILVA et al., 2010). E definido como potencial hidrogeniénico,
refere-se aos ions hidrogénio presentes em uma solu¢éo, um fator importante na
atividade antimicrobiana do mel (NOGUEIRA-NETO, 1997; SOUZA et al., 2009).
Os méis de meliponineos do Brasil apresentam valores de pH entre 2,99 a 4,37,
cuja variacdo esté relacionada a composicéo floral nas areas de coleta, quimica
do solo, bem como o pH do néctar (CARVALHO et al., 2009; CAMPOS, GOIS,
CARNEIRO, 2010; SILVA et al., 2013a).

A Legislacdo ndo preconiza valores de pH, pois ndo considera um fator de
qualidade do mel, mas é um parametro muito utilizado na determinacao da acidez
deste produto (CARVALHO et al., 2005a), além de sua avaliacdo pode ser
correlacionada com outros parametros de autenticidade a fim de verificar
adulteracdes (ex.: amostra de mel adicionado de xarope de milho rico em frutose,
apresenta aumento significativo no valor de pH quando comparado ao mel puro)
(RIBEIRO et al., 2014).

Cor
A cor do mel é o principal atributo sensorial que atrai o consumidor,

influenciando na aceitacdo, preferéncia e intencdo de compra do produto
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(CARVALHO et al., 2009; SOUSA et al., 2016), além de ser um dos parametros
fisico-quimicos importantes na avaliacdo da qualidade e determinante na
comercializacao do produto (SOUZA et al., 2009; SILVA et al., 2016).

Estabelecida pela Legislacdo Brasileira e classificada de acordo com a
escala de Pfund, a cor (Quadro 1) pode variar de quase incolor ao pardo escuro
(BRASIL, 2000), sua intensidade varia conforme a origem do néctar, contetdo de
minerais e compostos fendlicos (GUERRINI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2012a).
Outros fatores também podem influenciar na cor, como a exposicao a luz, calor e
tempo de armazenamento (FREITAS et al., 2010; SOUSA et al., 2016).

Quadro 1. Escala de cores de Pfund para classificacdo de méis (adaptada de
Vidal, Fregosi, 1984).

Cor Escala de Pfund Faixa dei co.Ioragao:
(mm)* absorvancia (nm)*

Branco d’agua la8 0,030 ou menos
Extra branco 8al7 0,030 a 0,060
Branco 17a 34 0,060 a 0,120
Extra ambar claro 34 a50 0,120 a 0,188
Ambar claro 50 a 85 0,188 a 0,440
Ambar 85a114 0,440 a 0,945
Ambar escuro > 114 > 0, 945

*mm = milimetros; nm=nanémetros.

Outros componentes da qualidade do mel

Além dos critérios fisico-quimicos estabelecidos pela Legislacdo Brasileira
para a certificacdo da qualidade do mel, outros parametros sédo analisados com o
propésito de fornecer mais informacfes e colaborar para o conhecimento das
caracteristicas de grupos de méis (SOUZA et al., 2009; SANCHO et al., 2013).
Dentre os quais, destacam-se a reagcao de Lugol, solidos soluveis totais, acidos

carboxilicos e compostos fendlicos.

Reacao de Lugol
A reacdo de Lugol consiste no teste qualitativo de importancia comercial,
pois indica possivel adulteracdo pela adicdo de amido com fins fraudulentos
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(BERA, ALMEIDA-MURANDIAN, 2007). Essa reagédo tem como base a reacédo de
lugol com os polimeros de amido presentes no xarope de amido de milho
hidrolisado (SCHLABITZ, SILVA, SOUZA, 2010). Quando o mel contém amido,
ocorre uma reacao na sua coloracdo a partir da adicdo de iodo e iodeto de
potdssio: 0 amido reage com o iodo, formando um complexo vermelho-violeta,
indicando adulteracdo (MEIRELES, CANCADO, 2013; PEREIRA, GOBBI,
SARTOR, 2015).

Assim, o teste de Lugol tem sido utilizado para verificar a procedéncia de
amostras de mel (condigcbes de coleta, armazenamento e distribuicdo para o
consumidor) e corroborar com resultados obtidos da determinagdo de
hidroximetilfurfural, aclUcares redutores e sacarose aparente (ALMEIDA -
MURADIAN et al., 2013; PERICO et al., 2012; CRUZ et al., 2014), uma vez que
essas caracteristicas podem sofrer altera¢des por adulteracao.

Solidos soluveis totais

Os solidos soluveis, expressos em grau brix (°Brix), € um parametro Gtil na
indicacao de possivel adulteracdo do mel (GUERRINI et al., 2009), além de ter
correlacdo com atributos sensoriais como viscosidade e sabor (SOUSA et al.,
2016).

O teor de sdlidos soluveis totais consiste na medida indireta do teor de
acucares (CHITARRA, CHITARRA, 2005), além disso, sdo representados por
outros componentes que encontram-se dissolvidos no mel, tais como vitaminas,
acidos carboxilicos e compostos fendlicos, porém, os acucares sao mais
representativos (SILVA et al., 2016).

Os valores de sdlidos soluveis no mel de meliponineos apresentam pouca
relacdo com a origem do néctar e pode variar entre 65,5 e 74,5 °Brix (BILUCA et
al.,, 2016; SOUSA et al.,, 2016). Geralmente, o mel das abelhas sem ferrdo
apresenta teor de solidos soluveis inferior em relacdo ao mel de A. mellifera
(76,07 a 85,0 °Brix) devido ao elevado teor de dgua e menor porcentagem de
acucares totais (MEIRELES, CANCADO, 2013; HABIB et al., 2014).

Acidos carboxilicos
Os &cidos carboxilicos sdo substancias compostas por &tomos de carbono

em sua formula, conferindo sabor azedo e, em alguns casos, odor caracteristico



12

aos alimentos, estando distribuidos nas frutas e nos vegetais com concentragdo
variando conforme a espécie vegetal e condi¢ées do solo (JONES, 1998).

Na industria alimenticia os acidos carboxilicos s&o utilizados como
antioxidantes de sucos (exemplo: o acido ascorbico), acidulantes e para realcar o
sabor de bebidas a base de frutas, tais como o acido citrico e tartarico
(SCHERER, RYBKA, GODOY, 2008).

No mel, os acidos carboxilicos sdo diversificados, estdo presentes em
baixas concentracfes, aproximadamente 0,5% da sua composicao e influenciam
na acidez total (KARABAGIAS et al., 2014). Sao provenientes de fontes florais ou
derivados da decomposicdo de agucares por enzimas secretadas pelas abelhas
como a glicose-oxidase, durante o processo de transformacdo do néctar em mel
(CHERCHI et al., 1994). Dentre os acidos reportados em méis estdos os acidos
butirico, acético, galacturénico, férmico, glucénico, glutamico, glutérico, butirico,
glioxilico, 2-hidroxibutirico, a-hidroxglutérico, isocitrico, malénico, metilmalénico,
2-oxopentandico, propidnico, piravico, quinico, shiquimico, succinico, tartarico,
oxalico, fumarico, ascoérbico, malico, citrico, lactico e sucinico (SUAREZ-LUQUE
et al., 2002; NOZAL et al., 2003; CHERCHI et al., 1994; HAROUN et al., 2012).

Dentre os &cidos carboxilicos, o glucénico é encontrado em maior
guantidade no mel, representando 70% a 90% dessas substancias. Sua presenca
e concentracdo possui relacdo com a acao da enzima glicose-oxidase, durante a
maturacdo do mel (ODDO et al., 2008). O &cido citrico € proveniente do néctar,
sendo por isso considerado um parametro fundamental para distinguir o mel de
melato (de secrecfes de partes vivas das plantas ou de excrec¢des de insectos
sugadores de secrecdes das plantas) do mel floral (originado do néctar) (MATO et
al., 2006). Os &acidos férmico e levulinico sdo formados a partir de reacles
sucessivas de HMF com moléculas de agua, contribuindo para o aumento da
acidez (SILVA et al., 2016).

A presenca dos acidos carboxilicos no mel pode influenciar tanto nos
aspectos sensoriais, sabor e aroma, como nas propriedades quimicas, tais como
acidez e pH (MATO et al., 2006). A dissolucdo dos acidos contribui para a
liberagdo de ions de hidrogénio e seu aumento eleva a acidez,
consequentemente, promove a reducgéo do valor de pH, favorecendo maior vida
atil ao produto, por representar uma condig&o inibitéria do crescimento microbiano
(SANCHO et al., 2013).
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A determinacdo de acidos carboxilicos no mel é utilizada como indicativo
de deterioracdo durante o armazenamento, fornecendo informagdes a respeito da
acidez e o tempo de prateleira (SILVA et al., 2016). Por isso, considera-se um
importante parametro para avaliar a qualidade do mel, apesar de néo ser
abordado com frequéncia em pesquisas sobre as abelhas sem ferrdo (ODDO et
al., 2008). Os &cidos carboxilicos também podem ser utilizados para fornecer
maiores informagcBes com relacdo a origem botéanica e/ou geografica do mel
(HAROUN et al., 2012).

Estudo realizado por Cavia et al. (2007) constatou que o aumento da
acidez livre no mel é proporcional ao tempo de armazenamento. Além disso, é
influenciada pela presenca de &cidos livres na solucdo, provenientes da

transformacao de acgUcares e alcoois em acidos pela acéo de leveduras.

Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo um dos mais importantes grupos de
substancias que podem ser encontradas em diferentes tecidos vegetais, tais
como folhas, flores e frutos. S&o produtos do metabolismo secundario das
plantas, envolvidos no processo de adaptacdo e propagacdo de espécies
vegetais, protecdo contra patdégenos, injurias e inimigos naturais (ANSELMO,
LIMA, 2014).

Os compostos fendlicos sdo formados por hidroxilas e anéis aroméaticos e
contribuem para as propriedades antioxidantes e sensoriais, cor e aroma de
alimentos, dentre eles, pode-se destacar os flavonodides e os acidos fendlicos
como as classes mais importantes que apresentam essas caracteristicas
(MOURE et al., 2001; SILVA et al., 2016).

Os flavondides representam uma ampla familia de substéncias com
propriedades diversificadas, dentre os quais, existem 0s pigmentos fendlicos,
presentes nas plantas e alimentos, relacionados a coloracdo de algumas frutas e
vegetais (COOK, SAMMAN, 1996).

A presenca de compostos fendlicos vem sendo estudada em diversos
produtos alimenticios. No mel de abelha sem ferréo, essas substancias podem
apresentar correlacdo com atividades biologicas, tais como antibacteriana e
antioxidante, além de influenciar na variacdo da cor do produto, conforme a
origem botanica (SUNTIPARAPOP, PRAPAIPONG, CHANTAWANNAKUL, 2012;
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OLIVEIRA et al.,, 2012a; SOUSA et al., 2016). A concentracdo de compostos
fenodlicos totais pode variar entre 120 a 230 miligramas equivalente de &cido
gélico por cem gramas de mel (mg EAG 100 g}) (SILVA et al., 2013a).

Os compostos fendlicos contribuem para utilizacgdo do mel como
fitoterapico, entretanto, para que este possa ser utilizado deve estar livre de
contaminacdo microbiolégica, assegurando ao consumidor um produto de

qualidade.

Microbiologia do mel

O controle de qualidade dos alimentos € uma forma de minimizar o impacto
negativo ocasionado pela contaminacdo microbiologica na saude do consumidor
(TAFIDA et al., 2013), durante o processo de obtencdo do produto: producéao,
embalagem, transporte e armazenamento (FORSYTHE, 2013).

O mel é elaborado e obtido em ambientes propicios a contaminacfes
microbiolégicas, sendo que 0s contaminantes podem estar presentes no ar,
néctar, polen ou aderidos a equipamentos e utensilios utilizados durante a coleta
e armazenamento do produto (BOGDANOV, 2006; RISSATO et al., 2007,
PEREIRA, GOBBI, SARTOR, 2015). Quanto a fonte de contaminacdo pode ser
primaria: caracterizada pelo dificil controle, pois estd inerente as abelhas,
incluindo o trato digestivo desses organismos, poeira, vento, pélen e néctar das
flores (GOOD et al., 2014); secundaria: relacionada aos manipuladores por meio
de infeccdes da pele, espirros, saliva e contaminacdo de origem fecal e uso de
embalagens e equipamentos (OLAITAN, ADELEKE, OLA, 2007; KUKITA et al.,
2013).

As caracteristicas fisico-quimicas do mel s&o desfavoraveis ao
desenvolvimento de microrganismos, tais como pH (2,99 a 4,37), atividade da
agua (Aw) (0,54 a 0,67) (Tabela 2), alta concentracdo de acucares e pressao
osmatica elevada, além da presenca de compostos bioativos com capacidade
antimicrobiana (ALVES et al., 2008; SILVA et al., 2013a; HABIB et al., 2014).
Entretanto, existem microrganismos tolerantes as essas condi¢des e utilizam os
acucares como fonte de energia, sobrevivendo em meio &cido, como alguns
fungos e bactérias formadoras de esporos (ex.: Género Bacillus e Clostridium
(SOUZA et al., 2009; PIMENTEL et al., 2013).
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Tabela 2. Valores de pH e atividade de agua do mel de meliponineos e para o
crescimento de microrganismos de importancia nos alimentos (SOUZA et al.,
2009; SILVA et al., 2010; MONTE et al., 2013).

Microrganismos

Parametro Mel Salmonella Staphylococcus Clostridium Bolores Leveduras Bacillus
pH 299-437 65-7,5 6,0-7,0 Min. 4,5 45-6,8 40-65 43-93
Aw 0,54 -0,67 Min. 0,95 Min. 0,83 Min. 0,93 0,65-0,80 0,61-0,88 0,93

Min = minimo; Aw: atividade de agua.

A caracterizacao microbiolégica do mel fornece informacdes a cerca das
condicBes de coleta, armazenamento e distribuicdo para o consumo, indicando a
vida util e possiveis riscos a saude dos consumidores (FRANCO, 2008;
TCHOUMBOUE, et al., 2007). Apesar da importancia da caracterizagcdo
microbiologica, a Legislacdo Brasileira vigente ndo determina padrdes de
qualidade para mel, por considera-lo um meio desfavoravel ao desenvolvimento
de microrganismos, estabelecendo boas praticas de higiene, durante a coleta e
armazenamento do produto (BRASIL, 2000).

Assim, a qualidade microbiolégica do mel, em geral € comparada a outros
alimentos correspondentes (geleia), seguindo o0s critérios e padrées
microbiolégicos estabelecidos pela Resolucdo - RDC n° 12 de janeiro de 2001
(BRASIL, 2001).

Contagem total de bactérias aerébias mesofilas

A presenca de bactérias nos alimentos possibilita a veiculagdo de
patégenos, favorecendo a deterioracdo e/ou reducdo da vida Gtil de produtos e
representando potenciais riscos a saude do consumidor (CARVALHO et al.,
2005b). As bactérias aerGbias mesofilas séo constituidas por espécies de
Enterobacteriaceae, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium e Streptococcus
(VALSECHI, 2006).

Os microrganismos heterotréficos mesofilos aerobios multiplicam-se entre
20° C e 45° C, com 6timo de 36° C, sao utilizados como indicadores da qualidade
de alimentos. Embora sua contagem né&o seja estabelecida pela Legislacéo para
alimentos, RDC n° 12, fornece informac¢Bes sobre a contaminacdo microbiana

total, possiveis falhas na higienizacdo de utensilios e equipamentos, controle da
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temperatura, armazenamento, assim como seu provavel tempo de prateleira
(CUNHA, SILVA, 2006).

A maioria dos alimentos apresenta alteracdes detectaveis a partir de 10°
UFC g, valor acima do qual, o produto analisado é considerado inadequado ao
consumo humano (FRANCO, LANDGRAF, 2006). No mel, é comum encontrar
valores ndo expressivos de até 103 UFC g™ (PEREIRA, GOBBI, SARTOR, 2015).

Bolores e leveduras

A determinacdo de bolores e leveduras é utilizado como indicador da
eficiéncia de praticas de sanitizagcdo de ambientes, equipamentos e utensilios
durante a producéo e beneficiamento de alimentos (MOURA et al., 2014).

Os bolores sdo fungos filamentosos, multicelulares, na sua maioria
aerobios, possuem hébitos de crescimento na superficie do alimento em contato
com o ar. Normalmente, os alimentos s&o ricos em carboidratos, acidos e com
baixa atividade de agua, nos quais podem alterar o pH com a producédo de acidos
organicos, provocar deterioracdo e produzir micotoxinas (compostos secundarios
capazes de causar alteragdes no organismo humano) (VALSECHI, 2006). Dentre
as espécies produtoras de toxinas, destacam-se as do Género Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium e Fusarium. Esses microrganismos estédo distribuidos
na natureza, podendo ser encontrados no solo, agua, ar e superficies de vegetais
(CARVALHO, 2010; CAPPELLI et al., 2016).

As leveduras também sdo fungos, mas diferenciam-se dos bolores por
serem unicelulares. Apresentam formato ovoide, triangular, esférico ou cilindrico.
De modo geral, requerem menor teor de umidade que a maioria das bactérias e
mais umidade que a maioria dos bolores. A temperatura ideal para seu
crescimento varia entre 25° C e 30° C (BAPTISTA, VENANCIO, 2003). O
crescimento € favorecido pelo pH acido e sua multiplicagdo ocorre melhor em
aerobiose, mas o0s tipos fermentativos multiplicam-se bem também em
anaerobiose. Sdo encontradas no solo, na superficie de 0Orgdos vegetais,
principalmente flores e frutos, em liquidos agucarados, no trato intestinal de
animais, entre outros (SILVA et al., 2010; MOURA et al., 2014).

As leveduras nao representam um problema de seguranca alimentar, pois
normalmente, estdo associadas a deterioracdo de alimentos onde se instalam,

podendo causar reducao no valor nutritivo e interferir no sabor e aroma (SILVA et
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al., 2010). As principais espécies deteriorantes de alimentos pertencem aos
Géneros Saccharomyces, Candida, Hansenula, Pichia, Torulopsis, Thricosporum,

Schizoasccharomyces e Zygosaccharomyces (VALSECHI, 2006).

Esporos de Clostridium sulfito redutor

Os clostridios sé@o bactérias na forma de bacilos, Gram-positivos retos ou
levemente curvos, anaerébios, formadores de esporos e apresentam flagelos
peritriquios. O Género Clostridium pode ser encontrado no solo, frutas, legumes,
intestino de bovino e equino e nas fezes humanas (SILVA et al., 2010). Além
disso, agrupa diferentes espécies, destacando-se as do grupo Clostridium sulfito
redutor, especificamente Clostridium perfringens e Clostridium botulinum, capazes
de reduzir sulfito a sulfeto de hidrogénio (H,S) a 46° C (FIGUEIREDO, DIAS,
LUCENA, 2006; GOTTLIEB et al., 2007).

A espécie C. botulinum tem como habitat primario o solo, & saprofitico,
esporula em condi¢cbes adversas, o que lhe confere maior resisténcia. Produz a
toxina botulinica com periodo de incubacdo entre 12 a 36 horas, limites de 2
horas a 6 dias. Sua producao ocorre em meio com pH superior a 4,5, atividade de
agua entre 0,94 a 0,98, baixa concentracdo de cloreto de sddio ou agucar, com
temperatura 6tima de 37° C (JULIANO, CARDOSO, 2014).

Relacionada com a ingestdo de alimentos contaminados pela toxina
botulinica, o botulismo é uma doenca grave, com ocorréncia subita, caracterizada
por manifestacdes neuroldgicas, podendo levar a 6bito (EDUARDO et al., 2007).
A producéo da toxina pode ser inibida a partir da refrigeracéo abaixo de 4° C, pela
acidificacdo com pH menor que 4,5 ou destruida a uma temperatura de 83° C por
cinco minutos, devido a sensibilidade ao calor (termolabil), além de que o
armazenamento de alimentos em condi¢cdes adequadas evita a germinacdo dos
esporos C. botulinum e a sua multiplicacdo (CERESER et al., 2008).

Esporos de Clostridium botulinum podem germinar em abelhas adultas e
pupas mortas na coldnia, reforcando a necessidade de investigar a presenca
desse microrganismo no produto (NAKANO, KIZAKI, SAKAGUCWI, 1994; NEVAS
et al., 2006). Além disso, deve ser evitado o fornecimento de mel para criancas
com idade abaixo de um ano (RAGAZANI et al., 2008), visto que o botulismo

infantil ocorre em criangas muito jovens, nas quais a auséncia da microbiota de
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protecao intestinal permite a germinagao, multiplicacao e produgéo de neurotoxina
botulinica (CARDOSO et al., 2004).

Bacillus spp.

Bacillus sdo bactérias Gram-positivas, aerobias mesdfilas, no formato de
haste e produtoras de esporos, com desenvolvimento sob temperatura de 19° C a
48° C, intervalo 6timo de 23° C a 35° C. Multiplicam-se com atividade de agua
minima de 0,95, apresentando faixa de pH ideal entre 4,9 a 9,3 (CARVALHO,
2010). Esse Género possui capacidade fisiologica que lhe permite viver em
diferentes ambientes, além disso, seus esporos sobrevivem ao cozimento e a
pasteurizacdo de alimentos, resultando na germinacdo e multiplicacdo quando
nao é refrigerado de forma adequada (SIQUEIRA, 1995).

Dentre as suas espécies de importancia alimentar, destaca-se B. cereus,
por produzir enterotoxinas com dose minima infectante de 10" a 10° unidade
formadora de col6nia por grama (UFC g™*), causadoras da sindrome diarréica e ou
emeética, com tempo de incubacdo variando de uma a 16 horas (CARVALHO,
2010).

Coliformesa35°Cea45°C

Os coliformes com crescimento a 35° C, ou coliformes totais, sdo bactérias
na forma de bastonetes, Gram-negativos, aerébios ou anaerdbios facultativos,
ndo esporogénicos. Compde esse grupo bactérias pertencentes a Familia
Enterobcteriaceae, capazes de fermentar a lactose produzindo acido e gas, ao
serem incubadas a temperatura de 35° C a 37° C, com periodo de 24 a 48 horas.
Os Géneros de importancia sao Escherichia, Enterobacter, Citobacter e
Klebsiella, incluindo bactérias do trato gastrointestinal do homem e de animais
homeotérmicos (FRANCO, LANDGRAF, 2006; SILVA et al., 2010).

O grupo dos coliformes a 45° C representado pela Escherichia coli,
apresenta a capacidade de continuar fermentando lactose com producédo de gas,
quando incubada a temperatura de 44° C a 45° C (LANDGRAF, FRANCO, 1996).
Os microrganismos desse grupo sao encontrados no conteudo intestinal do
homem e animais homeotérmicos, assim como nas areas de producdo animal e,

uma vez detectados no alimento pode indicar contaminacao fecal durante o
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processamento, evidenciando o risco da presenca de organismos patogénicos
(ALVES et al., 2009; CARVALHO, 2010).

Salmonella spp.

As bactérias do Género Salmonella pertencem a Familia
Enterobacteriaceae, sdo bacilos Gram-negativos, ndo produtoras de esporos,
anaerobias facultativas, produzem gas a partir da glicose, sendo a maioria movel.
Sua multiplicacdo ocorre com pH 6timo igual a 7,0, quando menor que 4,0 tem
efeito bactericida. N&o toleram concentracdes de cloreto de sédio (NaCl) superior
a 9,0% e apresentam temperatura 6tima de crescimento entre 35° C a 37° C
(FRANCO, LANDGRAF, 2006), podendo sobreviver em alimentos com baixa
atividade de agua por periodo prolongado (AMAGLIANI, BRANDI, SCHIAVANO,
2012).

Salmonella spp. ocorrem nos ambientes de producdo animal,
constituindo-se em um potencial problema sanitario para a saude publica, sendo
transmitidas ao homem principalmente pela ingestdo de alimentos de origem
animal (EFSA, 2010; AMAGLIANI et al.,, 2016). Pode causar toxinfeccéo
alimentar, com tempo de incubacéo entre 4 a 72 horas ap0s a ingestdo, sendo
uma das mais importantes causas de doenca de origem alimentar entre humanos,
com estaque para a salmonelose (PELLEGRINI et al., 2015).

A salmonelose é caracterizada por febre, dor abdominal, diarréia,
nauseas e vOmitos ocasionais e, em alguns casos, nos jovens e idosos, ocorre a
desidratacdo associada, com agravacao do estado clinico e risco de vida (CHEN
et al., 2016). Devido a importancia da Salmonella spp. para a saude publica, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria estabelece a auséncia desse

microrganismo em 25 gramas do alimento (BRASIL, 2001).

Staphylococcus coagulase positiva

As bactérias mesofilas do Género Staphylococcus sdo cocos Gram-
positivos, anaerObias facultativas, ndo esporuladas. S&o encontradas nha
garganta, cabelos e pele de humanos saudaveis, em propor¢cdes menores que
10° UFC g™*. Estéo distribuidos em dois grupos, coagulase positiva, representado

pelo Staphylococcus aureus e coagulase negativa, formado pelas bactérias S.
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epidermidis, S. saprophyticus, S. lugdunensis, S. haemolyticus, dentre outras
(KATEETE et al., 2010).

Este microrganismo cresce em temperatura de 7° C a 47,8° C e produz
enterotoxinas entre 10° C e 46° C, com o6timo de 40° C a 45° C. Em condi¢cdes
Otimas, a enterotoxina torna-se evidente entre quatro a seis horas.
Staphylococcus spp. € o Unico microrganismo nao esporulado capaz de crescer
em atividade de agua inferior a 0,86 (FRANCO, LANDGRAF, 2006). Além de
apresentar grande capacidade de adaptacdo as condices ambientais adversas
somado a sua patogenicidade, representando importante agente de toxinfecgcéo
alimentar. Quando detectado em alimentos indica deficiéncia na higiene do
manipulador durante o processo de obtencdo do produto (MEDEIROS et al.,
2013).

A qualificacdo do mel é importante para a consolidacdo da criacdo racional
das abelhas sem ferrdo, especialmente para o0s pequenos produtores das
diferentes localidades. Nessa perspectiva, a demanda crescente no mercado
nacional e internacional por um mel de qualidade, aumenta a preocupacao para o
conhecimento da variagcdo da composi¢cao quimica deste produto, assim como
riscos de contaminag&o microbioldgica. Diante disso, este estudo teve por objetivo
avaliar a qualidade microbioldgica e fisico-quimica de méis produzidos por duas

espécies de abelhas sem ferrdo provenientes do Estado do Piaui.
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ARTIGO 1

CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS DO MEL DE
Melipona subnitida (HYMENOPTERA: APIDAE)!

1Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periodico cientifico LWT-
Food Science and Tecnology, em versdo na lingua inglesa.
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CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS DO MEL DE
Melipona subnitida (HYMENOPTERA: APIDAE)

Resumo: O presente estudo teve por objetivo caracterizar os méis produzidos
pela espécie M. subnitida, provenientes do Piaui, Brasil, quanto aos aspectos
microbiologicos e fisico-quimicos. Utilizando 11 amostras de mel, foi avaliado a
presenca de microrganismos aerobios mesofilos, coliformes a 35° C e a 45° C,
Salmonella spp., Staphylococcus coagulase positiva, esporos de Clostridium
sulfito redutor, Bacillus spp. e bolores e leveduras. Os parametros fisico-quimicos
analisados foram: umidade, pH, acidez livre, hidroximetilfurfural, atividade
diastasica, acucares redutores, sacarose aparente, sélidos sollveis totais, cor,
reacao de Lugol, compostos fendlicos e flavondides totais e acidos carboxilicos.
Bactérias mesofilas foram detectadas em 27,27% (3/11), Bacillus spp. em 9%
(1/11) e bolores e leveduras em 18,18% (2/11) das amostras. Coliformes,
Salmonella spp., Staphylococcus coagulase positiva e esporos de Clostridium
sulfito redutor ndo foram detectados nos méis analisados. Em 72% das amostras
avaliadas os parametros fisico-quimicos apresentaram-se em conformidade com
a Legislacdo, observando média de 27,21% (umidade); 3,60 (pH); 30,88 meq Kg™
(acidez livre); 6,52 mg Kg™* (HMF); 0,05 unidades Gothe (atividade diastasica);
71,99 °Brix (SST); 73,20% (acucares redutores); 1,83% (sacarose); 238,65 mg
EAG Kg' (compostos fendlicos totais); 83,97 mg EQ Kg™* (flavondides totais);
predominéncia da cor ambar, resultado negativo no teste de Lugol e identificacao
do &cido ascorbico, acético, citrico, fumarico, tartarico, succinico e maléico. As
amostras de méis de M. subnitida apresentaram condi¢cfes higiénico-sanitarias
adequadas para o consumo. Entretanto, os parametros fisico-quimicos avaliados
reforcam a necessidade de uma legislacédo especifica, visto as peculiaridades dos

méis de abelhas de sem ferrdo.

Palavras-chave: Abelha jandaira, compostos fendlicos, acidos organicos.
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PHYSICOCHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF THE
HONEY Melipona subnitida (HYMENOPTERA: APIDAE)

Abstract: The present work aimed to characterize the honeys produced by the M.
subnitida specie from Piaui, Brazil, regarding microbiological and physicochemical
aspects. Using 11 honey samples, was evaluated the presence of mesophilic and
psychrophilous aerobic microorganisms, coliforms at 35° C and at 45° C,
Salmonella spp., coagulase positive Staphylococcus, Clostridium sulphite reducing
spores, Bacillus spp. and molds and yeasts. The physicochemical parameters
analyzed were: moisture, pH, free acidity, hydroxymethylfurfural, diastase activity,
reducing sugars, apparent sucrose, total soluble solids, color, Lugol's reaction,
phenolic compounds and total flavonoids and carboxylic acids. Mesophilic bacteria
were detected in 27.27% (3/11), Bacillus spp. in 9% (1/11) and mold and yeast in
18.18% (2/11) of the samples. Coliforms, Salmonella spp., coagulase positive
Staphylococcus and Clostridium sulfite reducing spores were not detected in the
honeys analyzed. In 72% of the samples evaluated the physicochemical
parameters were in compliance with the Legislation, observing to an average of
27.21% (moisture); 3.60 (pH); 30.88 meq kg™ (free acidity); 6.52 mg Kg™* (HMF);
0.05 Gothe units (diastase activity); 71.99 °Brix (SST); 73.20% (reducing sugars);
1.83% (sucrose); 238.65 mg EAG Kg™(total phenolic compounds); 83.97 mg EQ
Kg™ (total flavonoids); predominance of the amber color, negative result in the
Lugol's test and identification of ascorbic, acetic, citric, fumaric, tartaric, succinic
and maleic acid. The samples of honeys of M. subnitida presented hygienic-
sanitary conditions suitable for the consumption. However, the physicochemical
parameters evaluated reinforce the need for a specific legislation, considering the

peculiarities of stingless bee honeys.

Keywords: Jandaira bee, phenolic compounds, organic acids.
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Introducéo

O mel é considerado um dos mais importantes produtos das abelhas
sociais sem ferrdo (meliponineos), destacando-se pelo sabor e aroma peculiares,
que lhe confere valor comercial elevado (MAIA et al.,, 2015). Um produto
alimenticio energético que pode substituir outras fontes de adocgantes na dieta
(ALMEIDA-MURANDIAN et al., 2013), além disso estdo presentes vitaminas,
enzimas, minerais, acidos organicos, compostos fendlicos que influenciam no
sabor e cor do mel (SILVA et al., 2013a; CHUTTONG et al., 2016).

Em virtude da sua composi¢cao, o mel vem sendo utilizado pela medicina
popular como fitoterapico e despertando interesse de industrias farmacéuticas,
por seu valor energético (ALMEIDA-MURANDIAN et al.,, 2013), propriedade
antioxidante e atividade antimicrobiana (SILVA et al., 2016b; SOUSA et al., 2016).
Entretanto, esta sujeito a contaminagdo por microrganismos de importancia
alimentar. A contaminacdo microbiolégica pode ser causada pela microbiota da
prépria abelha, ou por falhas na higiene do manipulador durante o processamento
do produto, podendo causar alteracdes indesejaveis nas caracteristicas fisico-
quimicas e sensoriais do mel, além de riscos a saude dos consumidores,
principalmente idosos, criangas e gestantes (BUBA, GIDADO, SHUGABA, 2013;
GOOD et al., 2014).

A caracterizagdo fisico-quimica do mel ¢é utilizada para fornecer
informacgdes sobre a sua qualidade, detectar adulteragbes e conhecer a variacédo
na sua composicao (BILUCA et al., 2016). A avaliagcdo microbiolégica do mel pode
fornecer informacdes a respeito das condi¢cdes de colheita, armazenamento e
distribuicdo para o consumo, o tempo de prateleira e quanto a presenca de
microrganismos de importancia alimentar (FRANCO, 2008).

Apesar da importancia do mel e do conhecimento empirico a ele
relacionado, observa-se a escassez de estudos a respeito das caracteristicas
fisico-quimicas e microbiolégicas do mel de meliponineos, que possam contribuir
na definicdo dos padrbes de qualidade para fins de comercializagcdo (HOLANDA
et al., 2012).

Dentre a diversidade de espécies de abelhas nativas distribuidas no
territério brasileiro (KERR, 1997; MARTINS et al., 2004; MARTINS et al., 2011),

0os meliponineos, mais especificamente as espécies do Género Melipona, séo
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potenciais produtoras de mel no Nordeste brasileiro (CAMARA et al.,, 2004;
CARVALHO et al., 2005; BILUCA et al., 2016). Dentre estas, destaca-se Melipona
subnitida Ducke, 1910, cujo mel é bastante consumido na sua area de distribuicéo
geografica (ALMEIDA-MURANDIAN et al., 2013; KOFFLER et al., 2015), embora
ainda é pouco estudado em algumas regifes, como no Estado do Piaui. Neste
contexto, o presente estudo teve por objetivo caracterizar os méis produzidos por
M. subnitida, provenientes de diferentes locais do Estado do Piaui, Brasil, quanto

aos aspectos microbiologicos e fisico-quimicos.

Material e métodos

Onze amostras de mel (aproximadamente 300 mL cada) de M. subnitida
foram coletadas nos meses de julho de 2015 e marco de 2016, nos municipios de
Parnaiba (2° 46' 054" S e 41° 56' 224" W) e Cajueiro da Praia (3° 00' 633" S e 41°
19' 274" W) situados proximos a regido litoranea no Estado do Piaui, Brasil. As
amostras foram obtidas diretamente de meliponicultores, em quatro meliponarios
distintos, coletadas de forma asséptica, armazenadas em recipientes plasticos
estéreis, transportados em caixa térmica refrigerada e encaminhados para o
Nucleo de Estudos dos Insetos - INSECTA, na Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia, no Centro de Ciéncias, Agrarias, Ambientais e Bioldgicas
(CCAAB), no campus de Cruz das Almas.

Analises microbioldgicas

A qualidade microbiolégica das amostras de mel foi obtida a partir da
contagem de microrganismos aerobios mesofilos, coliformes a 35° C e a 45° C,
Salmonella spp., Staphylococcus coagulase positiva, bolores e leveduras,
utilizando metodologia do Bacteriological Analytical Manual — BAM, descrita por
Silva et al. (2010), Bacillus spp., descrito por Amarante et al. (2015) e esporos de
Clostridium sulfito redutor, conforme metodologia da 1SO:15213 (2003).

Preparo das amostras

Para a contagem dos microrganismos foi pesado 25 g de mel, posterior-
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mente homogeneizando em 225 mL de agua peptonada a 0,1% correspondendo
a diluicdo 10™, a partir desta foi realizada diluicdes decimais até 10 em tubos
com 9 mL de agua peptonada a 0,1%. Para contagem de colbnias tipicas foram
selecionadas placas contendo entre 10 e 100 unidades formadoras de coldnia por

grama de mel (UFC g™).
Contagem de microrganismos mesofilos

A contagem total de microrganismos aerobios mesdfilos foi realizada a partir
da adicdo da aliquota de 1 mL de cada diluicdo decimal em placas de Petri
estéreis, vertido o meio Agar Padréo para Contagem (PCA) e incubadas a 35° C £
2/ 48h. Os resultados foram expressos como unidades formadoras de col6nias

por grama de mel (UFC g™).
Contagem de coliformes a 35° C a 45° C

A quantificagdo de coliformes a 35° C e a 45° C foi realizada a partir do
teste presuntivo, com inoculacdo de 1 mL de cada diluicio em 10 mL de Caldo
Lauril Sulfato Triptose (LST) em série de trés tubos, contendo tubos de Durham
invertidos e incubados a 35° C + 2/ 48h. A positividade do teste foi verificada pela
turvacdo do meio e a presenca de gas nos tubos de Durham.

A partir dos tubos positivos em caldo LST, uma algada foi transferida para
0s meios seletivos Caldo Bile Verde Brilhante (CVBV) para coliformes a 35° C
(35° C % 2/ 48h) e Caldo Escherichia coli (EC) para coliformes a 45° C (45° C + 2/
24 h). Os resultados foram expressos a partir da combinacdo de tubos positivos
utilizando a Tabela de Hoskins e determinado os valores em NuUmero Mais
Provavel (NMP) por grama da amostra.

Deteccao de Salmonella spp.

A deteccao de Salmonella spp. nas amostras de mel foi realizada a partir
do pré-enriquecimento, para o qual foi pesado assepticamente 25g de mel,
adicionado a 225 mL de agua peptonada tamponada (APT) e incubado a 35° C +

2 por 24horas. Apos esse periodo, uma aliquota de 1mL foi transferida para o
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meio seletivo caldo Tetrationato (TT) e 0,1mL para o caldo Rappaport-Vassiliadis
(RV), com respectiva incubacdo a 35° C £ 2 em estufa bacteriologica e a 42° C
em banho maria durante 24 horas. Em seguida, a partir de cada tubo foi semeado
um indculo em placas contendo agar MacConkey (colénias de coloragéao
transparente), Agar Salmonella Shigella (colbnias de cor transparente ou com
centro negro) e Agar Verde Brilhante (colonias de cor avermelhada) para o
isolamento da bactéria.

As colbnias com caracteristicas tipicas de Salmonella foram submetidas a
triagem bioquimica através dos testes Agar Triplice Acucar Ferro (TSI), Agar
Lisina Ferro (LIA), Agar Citrato de Simmons, caldo uréia, caldo malonato e indol.

Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

A determinacdo de Staphylococcus coagulase positiva foi realizada a
partir da semeadura de uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo na superficie do
meio agar Baird Parker em placas de Petri com o auxilio da alga de Drigalski. As
placas foram incubadas 35° C + 2/ 48h. As colbnias que apresentaram
caracteristicas tipicas (centro negro e halo transparente) foram transferidas para
caldo BHI e incubadas em estufa por 35° C + 2/ 24 h, na sequéncia foram

submetidas as provas bioquimicas de coagulase e catalase.
Contagem de Bacillus spp.

Tubos com as diluicdes 10 a 10 da amostra foram mantidos em banho
maria (70° C/ 1 h). Posteriormente, foi realizado a semeadura de uma aliquota de
0,1 mL de cada diluicdo na superficie do meio de cultura agar nutriente acrescido
de 1,5% de NaCl e incubados em estufa a 30° C = 2/ 48 h. As colonias
caracteristicas foram repicadas e isoladas em agar triptona de soja (TSA), sendo
observado a morfologia das culturas e confirmada por microscopia utilizando a

técnica de coloracédo de Gram e coloracdo de esporo.
Contagem de esporos Clostridium sulfito redutor

As diluicdes decimais (10™ a 10°®) foram mantidas em banho maria a 80° C/
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10 minutos. Na sequéncia, uma aliquota de Agar Clostridium sulfito redutor foi
vertido em placas de Petri estéreis e transferido aliquotas de 1 mL, 0,1 mL e
0,01mL das diluicdes, sendo espalhadas com a alca de Drigalski e vertido uma
segunda camada de agar Clostridium sulfito redutor. As placas foram vedadas

com parafilm e incubadas a 35° C + 2/ 48h.

Contagem de bolores e leveduras

Para a contagem de bolores e leveduras foi adicionado 0,1 mL das diluices
em placas de Petri contendo agar DG18 e incubadas a 25° C £ 2 por 5 dias. A
contagem foi expressa em unidades formadoras de colénias por grama de mel
(UFC g (1SO, 20086).

Andlises fisico-quimicas

A caracterizacdo fisico-quimica dos méis foi realizada a partir da
determinacao dos parametros: umidade, acUcares redutores e sacarose aparente,
sélidos soluveis totais, acidez livre e pH, hidroximetilfurfural (HMF), atividade
diastasica, reacdo de Lugol e cor, além da determinacdo dos compostos fendlicos
totais, flavonoides totais e acidos carboxilicos. As analises foram realizadas em

triplicatas.

Umidade

A umidade dos méis foi registrada a partir de leitura direta da amostra em
refratdmetro digital portatil (modelo Atago PAL-22S), sob temperatura ambiente e
expressa em percentagem (%) (ATAGO Co, 1988).

Agl’Jcares redutores e sacarose aparente

Os acgucares redutores e a sacarose aparente foram determinados conforme
0 método descrito por Lane; Eyon (1934), com modificagbes de Marchini et al.
(2004). Para isso, 2,5 g da amostra de mel foi diluida em 50 mL de agua destilada,

desta solucéo foi retirado 10 mL e diluida em 200 mL de agua destilada, a solucéo
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foi posteriormente titulada em 10 mL do licor de Fehling. A determinacéo do acUcar
redutor envolveu a redugcdo da solucdo de Fehling (cobre alcalino) com uma
solucéo de acucares redutores do mel. Para a determinacédo da sacarose 10 mL da
solucéo inicial (2,59 de mel/ 50 mL agua destilada) foi transferida para um balédo
volumétrico de 200 mL contendo 20 mL de acido cloridrico (0,75 M) e colocado em
banho maria a 65° C/ 30 min.. Na sequéncia a amostra foi neutralizada com
hidroxido de sodio (0,75 M) e o volume do baldo completado com agua destilada. A
amostra neutralizada foi submetida a titulacdo em erlenmeyer contendo 10 mL do

licor de Fehling.

Acidez livre e pH

A acidez livre foi quantificada com titulagdo da amostra de mel com
hidréxido de sédio a 0,1 mol L™, utilizando o indicador fenolftaleina a 1% até
obtencdo da cor rosa por 10 segundos. Os resultados foram expressos em

miliequivalentes e obtidos por meio da equacao:

Acidez = Vnaon) X Pa;
V(naon) = volume gasto de NaOH (mL);

P = peso da amostra (g).

O pH foi determinado com base na A.O.A.C (1990), utilizando-se
potencidmetro digital em uma solucdo preparada com 10 g de amostra de mel

diluida em 75 mL de agua destilada.

Hidroximetilfurfural

O hidroximetilfurfural foi determinado conforme o método A.O.A.C (1990)
baseado na leitura da absorvancia em espectrofotdmetro (WPA). Uma aliquota de
5 g de mel foi dissolvida em 25 mL de agua destilada e adicionado as solucdes
Carrez | (0,5 mL) e Carrez 1l (0,5 mL), a solucéo foi filtrada e descartada os
primeiros 10 mL. A partir do filtrado foi lido a absorvancia em 284 e 336 nm tendo

como branco uma aliquota da solugéo filtrada com bissulfito de sodio 0,2%.
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O HMF foi determinado por meio da equag¢ao: HMF/100 g de mel =
(Abs284 - Abs336) x 14,97 x 5g da amostra. Os resultados foram obtidos em

miligrama da substancia por quilo de mel (mg Kg™).

Atividade diastasica

Avaliou-se a atividade diastasica por espectrofotometria conforme método da
A.O.A.C (2005), utilizando uma solucédo tamponada de amido e mel, mantida em
banho maria a 40° C até obter uma absorvancia inferior a 0,235 em comprimento
de onda de 660 nm. O indice de diastase foi calculado usando o tempo
necessario para que a absorvancia alcancasse a leitura de 0,235 nm e expresso
em graus Go6the como a quantidade (mL) de 1% de amido hidrolisado por enzima,

1g de mel em uma 1hora.

Sélidos sollUveis totais

Os sdlidos soluveis totais foram determinados de acordo com a A.O.A.C
(2005), baseando-se na leitura da amostra de mel em refratdbmetro, modelo Abbe,

a temperatura ambiente, expressos em °Brix.

Reacéao de Lugol

A reacdo com solucao de Lugol é utilizada para pesquisar a presenca de
amido e dextrinas no mel, cujo principio € baseado na reacdo de iodo com iodeto
de potassio na presenca de glicose, resultando numa solucdo de coloracdo

vermelho-violeta a azul (1AL, 2008).
Cor
A classificacdo da cor dos méis foi realizada por leitura direta em

espectrofotometro (WPA) no comprimento de 560 nm, utilizando a glicerina como
branco e convertida por meio da escala de Pfund (VIDAL, FREGOSI, 1984).
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Determinacgdo de compostos fendlicos totais

O conteddo de compostos fendlicos totais foi determinado por
espectrofotometria, utilizando o método de Folin-Ciocalteu, descrito por Singleton,
Orthofer, Lamuela-Raventos (1999). Aliquotas de 0,5 mL de solugédo de mel (100
mg L™, preparada com &gua destilada) foi transferida para tubos de ensaio,
adicionando 2,5 mL de solucdo Folin-Ciocalteu (10%) e 2 mL de carbonato de
sédio (75 g L™). A mistura foi agitada e deixada em repouso por 30 min a 40°C,
posteriormente a absorvancia foi avaliada no comprimento de onda de 760 nm.
Para obter o conteldo de compostos fendlicos totais foi definida a curva de
calibracao utilizando o &cido gélico como padrdo com concentracdes variando de
10 a 80 mg L™. Os resultados foram expressos em miligrama equivalente de 4cido

galico por quilo de amostra de mel (mg EAG Kg™).
Determinacéo de flavonodides totais

O conteudo de flavondides totais foi determinado por espectrofotometria,
conforme o método colorimétrico com cloreto de aluminio (WOISKY, SALATINO,
1998). Foi preparada uma solucdo de mel com agua destilada, da qual uma
aliquota de 0,5 mL (1:10) foi transferida para tubo de ensaio (triplicata),
adicionando 2 mL de &gua destilada e 0,15 mL de nitrito de soédio (5%). Apos seis
minutos foi adicionado 0,15 mL de cloreto de aluminio (10%), deixando em
repouso por seis minutos, na sequéncia foi adicionado 2 mL da solucdo de
hidroxido de sodio (4%) e agua destilada até o volume final de 5 mL. A leitura da
solucéo foi realizada em espectrofotdmetro (WPA) a 510 nm de absorvancia.

Para construcdo da curva de calibragdo foi utilizado a quercetina como
padrdo. Os resultados foram expressos em miligrama equivalente de quercetina

por quilo de amostra de mel (mg EQ Kg™).
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Determinacdo de &cidos carboxilicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

Preparo de solucdes dos padrdes e amostras de mel

A determinagdo e quantificacdo dos &cidos carboxilicos foram efetuadas
conforme descrito por Santos, Santos, Azevedo (2014). Para isso, foram
utilizados os padrées acidos ascorbico, tartarico, acético, succinico, maléico,
fumarico e citrico (Synth®, Vertec®, Merck®) com grau de pureza até 99%. A
partir dos quais foram preparadas respectivas solucbes para analises
cromatograficas, individualmente e, posteriormente, avaliadas em misturas
(solucdo estoque), com concentracdes entre 10 e 60 mg L™, variando de acordo
com o padrdo. A partir da diluicdo seriada da solucdo estoque, foram preparadas
solugdes referéncias, correspondendo a nove pontos para obtencdo das curvas
analiticas de calibracao.

As solucdes dos méis foram preparadas a uma propor¢cdo de 1:5 (mel:
agua), posteriormente filtradas com filtros de seringa-membrana PES, modelo
K18-230 ® e analisadas no sistema cromatogréfico.

Condicdes cromatogréaficas

A separacdo cromatografica foi realizada em um cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia, modelo Agilent 1260 Infinity, acoplado a um detector de arranjo de
diodo (DAD), com uma coluna de fase reversa C18 (150 mm x 4,6 mm, 5um) a
30° C. A fase movel foi composta por uma solucdo de metanol e agua Mili-Q
(5:95, v/ v), com pH ajustado para 2,1 utilizando acido cloridrico, elui¢éo isocratica
a 1 mL min?, durante 10 min. e volume de injecdo de 20 pL. As injecbes das
amostras e padrdes foram realizadas em triplicata e os cromatogramas obtidos
foram registrados por meio do Software Open Lab. O monitoramento dos perfis
cromatograficos foi realizado a 215 nm.

A identificacdo dos acidos carboxilicos foi realizada a partir da comparacéo
entre o tempo de retengcdo das amostras e dos padrbes avaliados. As
concentracdes de 4cidos nos méis foram obtidas a partir das curvas de calibragcdo

padrdo e expressas em mg kg™ de acido (Tabela 1).
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Tabela 1. Tempo de retencdo dos &cidos carboxilicos analisados com média,
desvio padréo de trés determinacdes e equacao da reta.

Acido carboxilico Tempo de retencao Equacéo dareta
Acido ascorbico 2,36 £ 0,001 y =161,63x - 24,191
Acido tartarico 1,96 £ 0,002 y =18,22x - 22,717
Acido acético 2,95 + 0,001 y = 0,3422x + 9,1192
Acido maléico 3,15+ 0,003 y =1318,3x - 129,77
Acido fumarico 4,43 + 0,004 y =1055,4x - 79,395
Acido citrico 3,64 + 0,004 y =5,789x + 11,462
Acido succinico 4,16 + 0,002 y =703,23x + 1,1807

Analises estatisticas

O tratamento estatistico foi realizado aplicando-se a andlise descritiva para
os resultados das caracteristicas fisico-quimicas. O teste de correlacdo de
Spearman foi utilizado para verificar possiveis associacfes entre variaveis
quantitativas estudadas, para o valor p menor que 0,05, as diferencas
encontradas foram consideradas significativas. Todas as andlises estatisticas
foram realizadas no Software Statistica (DELL INC., 2016).

Resultados e discusséao

Andlise microbiolégica

A Tabla 2 apresenta os resultados obtidos das analises microbioldgicas,
onde pode-se verificar que as amostras de méis de M. subnitida analisadas
apresentaram-se aptas ao consumo, visto estarem em conformidade com a
portaria estadual da ADAB (2014), indicando assim que a coleta, beneficiamento
e armazenamento foram realizadas em condi¢cdes higiénicas-sanitarias
satisfatorias. A Resolucdo n° 12 da ANVISA que estabelece parametros de
qualidade para alimentos, ndo determina padrbes de qualidade para o mel,
entretanto, em alguns casos, este € comparando a alimentos com caracteristicas

semelhantes (geleia de frutas) que neste caso também qualificaria as amostras
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como adequadas ao consumo (BRASIL, 2001). Além disso, o efeito
antimicrobiano do mel, conferido por suas propriedades fisico-quimicas o torna
desfavoravel ao crescimento de alguns microrganismos (DARDON, ENRIQUEZ,
2008).

Bactérias mesdfilas foram detectadas em 27,27% das amostras de mel,
com contagem entre 1,5 x 10° e 7,1 x 10° UFC g™. A Legislacdo Brasileira nao
determina parametros para estes microrganismos, entretanto, sua contagem
fornece uma estimativa da contaminacdo microbiana total. Além disso, os
mesofilos tem sido utilizados como indicadores de qualidade higiénica dos
alimentos e, quando presentes em grande nudmero, indica falhas durante a
producdo (CARDOSO et al.,, 2010), sendo que para estes microrganismos a
contagem limite é de até 10° UFC g* (FRANCO, LANDGRAF, 2006). Gomes et al.
(2010) detectaram contaminagdo por mesofilos aerdbios em 20% das amostras
de mel avaliadas, com contagem igual a 2 x 102 UFC g™,

Coliformes a 35° C e a 45° C, Salmonella spp., Staphylococcus coagulase
positiva e esporos de Clostridium sulfito redutor ndo foram detectados nas
amostras de mel, estando em conformidade com a legislacdo. Esses
microrganismos sao indicadores de deficiéncias na higiene durante a
manipulacdo, embalagem e armazenamento do produto (SILVA et aL., 2010), por
isso sdo importantes na avaliacao da qualidade do mel.

Resultados semelhantes foram encontrados por Schlabitz, Silva, Sousa
(2010) avaliando amostras de mel da regido do Vale do Taquari/ RS e Gomes et
al. (2010) caracterizando amostras de mel de Portugal.

Matos et al. (2011) observaram a presenca de coliformes a 35° Ce a 45° C
em 33,33% das amostras de mel de Melipona spp. no Estado do Amazonas,
sendo constatado maior quantificacdo nos méis coletados durante o periodo de
escassez de flores. Os autores sugeriram que além da época, outro fator que
influencia na qualidade microbiol6gica do mel é a higiene das areas de vbéo e
forrageio das abelhas.

Bacillus spp. foi detectado em 9% das amostras,com contagem igual a 1,6
x 102 UFC g*,correspondendo a uma amostra, na qual foi observado o maior valor
de pH (4,11) e menor acidez (17,17 meq Kg?), dentre os diferentes méis

analisados (Anexo-1), cujas caracteristicas podem ter influenciado no
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desenvolvimento destes microrganismos, que por sua vez ocorre em meios com
baixa acidez (SILVA et al., 2010).

A contagem de Bacillus spp., ndo € um parametro determinado pela
normativa brasileira (ADAB, 2014). Sua presenca no mel esta relacionada ao
héabito de alimentacdo das abelhas e a coleta de material como argila e
excrementos de animais para a manutencéo da estrutura do ninho (SILVA et al.,
2016b). Densidade superior para este Género (200 a 260 UFC g™) foi detectada
por Silva et al. (2016b) nos méis de Melipona spp., dos quais obtiveram alguns
isolados de bacilos que apresentaram potencial antagonista a outras bactérias
patogénicas, inclusive as que sao comumente pesquisadas no mel, como
Staphylococcus aureus.

Bolores e leveduras foram detectados em 18,18% das amostras (Tabela 2),
entretanto estiveram abaixo do limite estabelecido pela legislacdo (10* UFC g™?)
(ADAB, 2014) variando entre 1,1 x 102 e 2,0 x 103 UFC g*. Comparando com
estudos anteriores, 0s resultados relatados foram superiores a contagem
observada por Monte et al. (2013) nas amostras de mel de M. subnitida no Estado
do Piauf (1,77 Log UFC g). Caracterizando méis de Melipona spp., coletados em
diferentes periodos no Amazonas, Matos et al. (2011) observaram contaminacao
por bolores em 80% das amostras, com contagem média de 2,8 x 102 UFC mL™,
enquanto as leveduras ocorreram em todas as amostras, apresentando média
igual a 62,2 x 102 UFC mL™.

A presenca de bolores em amostras de mel é preocupante, principalmente
devido a presenca de espécie produtora de micotoxinas (BAPTISTA, VENANCIO,
2003). Além disso, a deteccdo desses microrganismos no mel pode ter relacdo
com alguns géneros envolvidos na producao de acidos carboxilicos, como o acido
acético (VALSECHI, 2006). O acido acético, dentre os &cidos carboxilicos
encontrados no mel, pode atuar como uma barreira no desenvolvimento de
microrganismos patogénicos (POPPI et al., 2015). Isso evidencia que além dos
fatores externos ao mel que influenciam na sua composi¢cdo, alguns
microrganismos presentes podem atuar na alteracdo das suas propriedades

fisico-quimicas, consequentemente nas caracteristicas microbiologicas.
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Tabela 2. Contagem padrdo de mesdfilos (UFC g™), nimero mais provavel de coliformes a 35 °C e a 45 °C (NMP g*), Salmonella
spp., Staphylococcus coagulase positiva (UFC g*),bolores e leveduras (UFC g*), esporos de Clostridium sulfito redutor, Bacillus
spp. (UFC g!) determinados em amostras de mel de Melipona subnitida do Piaui, Brasil, além dos limites estabelecidos pela
Agéncia de Defesa Agropecuaria da Bahia (ADAB, 2014).

Coliformes Staphylococcus
Amostras Mesofilos Salmonella coagyl_ase Bolores e Clostridium Bacillus
35° C 45° C spp. Positiva Leveduras sulfito spp.
1 1,5 x 102 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
2 7,1 x 102 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
3 2,3 x10* <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
4 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
5 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
6 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente 1,6 x 102
7 <10 <3 <3 Ausente Ausente 2,0x 103 Ausente <10
8 <10 <3 <3 Ausente Ausente 1,1 x 102 Ausente <10
9 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
10 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
11 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
(ggﬁ?’ - - Max.100 Ausente - Max. 10* - -

(-): N&o preconizado; Max.: maximo.
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Andlises fisico-quimicas

As variagdes médias obtidas das analises fisico-quimicas dos méis de M.
subnitida estao representados na Tabela 3. Setenta e dois percento das amostras
analisadas atenderam aos pré-requisitos determinados pela portaria da ADAB
(2014) (Anexo-1). Em virtude do pouco conhecimento acerca do mel de abelhas
sem ferrdo (SILVA et al., 2013a), o mesmo ndo esta incluso na legislacéo
brasileira e internacional para o mel (BRASIL, 2000; CODEX, 2001). Isso reforca
a necessidade da caracterizacdo de méis produzidos por abelhas sem ferrdo para
definir padrbes especificos de qualidade, visto a diversidade de espécies de
meliponineos com peculiaridades no comportamento e preferéncias, que

conferem caracteristicas distintas ao produto (CARVALHO et al., 2013).

Tabela 3. Andlise descritiva dos parametros fisico-quimicos referentes as
amostras de mel de Melipona subnitida produzidas no Piaui, Brasil e os padrées

estabelecidos pela Legislacdo da ADAB (2014) para o mel de Melipona da Bahia.

Média + desvio

Parametros Variagao ADAB. 2014
padréo ’
Umidade (%) 25,63 - 28,97 27,21+ 0,82 20-35
pH 3,14-4,11 3,60+ 0,32 -
Acidez (meq Kg™) 17,17 - 65,67 30,88 + 13,22 Max. 50
Hidroximetilfufural (mg Kg™) 0,55 - 18,78 6,52 + 6,38 Max. 10
Atividade diastasica (Gothe) 0,03-0,10 0,05 £ 0,02 Max 3
Acucar redutor (%) 68,41 - 79,38 73,20 + 3,25 Min.60
Sacarose aparente (%) 0,65- 3,44 1,83+ 1,10 Max. 6
Cor 0,11-0,89 0.37+0.25 QI -PE
SST (°Brix) 67,20 - 78,80 71,99 + 3,62 -
Reacao de Lugol Negativo - -
FENT (mg GAE Kg?) 144,53 - 498,01 238,65 + 95,86 -
FLAT (mgQE Kg™) 53,33 - 123,70 83,97 + 22,60 -

SST: solidos soluveis totais; FENT: fendis totais; FLAT: flavondides totais; QI: quase incolor; PE:
pardo escuro; Max.: maximo; Min.: minimo; (-): ndo preconizado pela legislacao.

Os resultados observados neste estudo estdo de acordo com o encontrado

em outras caracterizacdes do mel de Melipona spp. (SOUZA et al., 2006; SOUZA
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et al., 2009), relacionadas a espécie M. asilvai (SOUZA et al.,, 2004), M.
mandacaia (ALVES et al., 2005), M. scutellaris (CARVALHO et al., 2009), M.
quadrifasciata e M. bicolor (BILUCA et al., 2016).

Umidade

O nivel de umidade das amostras variou entre 25,63% e 28,97% (Tabela
3). E fundamental a determinagdo deste parametro pois o seu conhecimento pode
contribuir para melhorar as condicbes de coleta e armazenamento do mel, uma
vez que influencia em algumas caracteristicas como cristalizacdo, viscosidade,
maturidade e sabor (BILUCA et al., 2016) e também no desenvolvimento de
microrganismos. Valores acima de 20% s&o considerados favoraveis a
fermentacao pela acdo de leveduras (BRASIL, 2000).

Resultados semelhantes foram descritos por Sousa et al. (2016) (23,9 a
28,9%) ao caracterizarem méis produzidos por abelha sem ferrdo de alguns
estados do Nordeste brasileiro, além disso os autores sugeriram a existéncia de
uma relacao intrinseca dessa caracteristica com a espécie entomoldgica, visto as
especificidades no comportamento e preferéncias florais.

A variacdo do contetdo de agua no mel tem sido relacionada a origem
botanica por influenciar na composicdo do néctar, a época de coleta e
processamento, em virtude das mudancas climéticas (SILVANO et al., 2014). Esta
observacao foi constatada por diferentes autores na avaliacdo de méis (22,30% a
28,9%) produzidos pelas espécies M. subnitida e M. scutellaris, coletadas em
diferentes periodos e locais da regido Nordeste do Brasil (SOUZA et al., 2006;
SILVA et al., 2013a; SOUSA et al., 2013).

Acidez livre e pH

Os meéis apresentaram valores de acidez livre entre 17,17 a 65,67 meq
Kg! (Tabela 3), estando em conformidade com a Portaria da ADAB (maximo de
50 meq Kg?t) (MATO et al., 2006; ADAB, 2014). Esse parametro pode estar
associado a presenca de acidos organicos no mel e apresenta relagcdo com a
origem botanica e a espécie de abelha (CAVIA et al., 2007; SOUSA et al., 2016).
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O pH dos méis variou entre 3,14 a 4,11. Esse parametro nao é preconizado
pela legislacdo vigente, mas € utilizado na caracterizagcdo de meéis por ser uma
das condicbes que influenciam no desenvolvimento microbiano (SOUZA et al.,
2009). Além disso, € importante para indicar as condicbes de armazenamento do
mel, pois influencia na sua textura, estabilidade e tempo de prateleira (GOMES et
al., 2011). Intervalo superior (3,1 a 5,3) foi constatado por SOUSA et al. (2016)
nos meéis de M. subnitida.

Hidroximetilfurfural (HMF)

A concentracdo de HMF nas amostras variou de 0,55 a 18,78 mg Kg™
(Tabela 3), cuja quantidade € considerada baixa, de modo geral, estando
adequado ao consumo humano, desde que o mel seja armazenado na auséncia
do calor até o seu consumo. Esse parametro € utilizado como indicativo da
frescura do mel, visto que pode estar ausente ou em baixas concentracdes em
méis recém coletados, no entanto, tende a aumentar durante o processamento
e/ou envelhecimento do produto (BILUCA et al., 2014). A auséncia ou baixas
concentracbes de HMF representam uma caracteristica inerente aos
meliponineos, principalmente ao Género Melipona (HOLANDA et al., 2015), assim
como observado no presente estudo.

Em um estudo realizado por Costa, Madruga (2016) nao foi detectado HMF
em méis de M. subnitida da Paraiba e Rio Grande do Norte. Por outro lado, os
resultados do presente estudo sdo proximos aos observados para diferentes
espécies de abelhas sem ferrdo no Nordeste brasileiro (0,4 a 78, 5 mg Kg™)
(SOUZA et al., 2004; ANACLETO et al., 2009; SOUZA et al., 2009; SILVA et al.,
2013b). Silva et al. (2013a) observaram concentracdes entre 10,80 a 15,76 mg
Kg®, esses autores relacionaram a concentracdo de HMF ao clima da regido de
producdo, visto que regides tropicais apresentam temperaturas elevadas,
favoraveis a formacgéo da substancia.

Segundo Souza et al. (2009), outros fatores tais como pH, acidez e
quantidade de agua no mel podem influenciar na formacdo de HMF, além das
condi¢bes de armazenamento.

Estudos recentes ndo observaram quantidade crescente de HMF no mel

de abelhas do Género Melipona durante o periodo de armazenamento e sob
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temperaturas elevadas, para os quais os autores relacionaram ao elevado teor de
umidade do mel que poderia retardar a formagcao desse composto (BILUCA et al.,
2014).

Atividade diastasica

Os méis avaliados apresentaram baixas concentracfes de atividade
diastasica (0,03 a 0,10 unidades Gothe) (Tabela 3). A auséncia ou baixa
concentracdo de diastase € considerada uma caracteristica das abelhas do
Género Melipona, demonstrando que a presenca dessa enzima no mel é
influenciada pela espécie de abelha (CHUTTONG et al., 2016).

Resultados superiores foram relatados em amostrasde mel recém
coletadas de Melipona scutellaris e M. quadrifasciata (1,34 a 3,01 unidades
Gothe) produzidos no Nordeste do Brasil (CARVALHO et al., 2009); média de
1,60 em méis de meliponineos provenientes do Equador (GUERRINI et al., 2009)
e variacdo de 0,6 a 2,18 unidades nas amostras de M. fasciculata do Maranhé&o
(HOLANDA et al, 2012; HOLANDA et al.,, 2015). Tais resultados foram
considerados pelos autores como uma condicdo natural dos méis analisados.
Além disso, foram relatados casos em que a atividade diastasica ndo foi

detectada como observado por Souza et al. (2009) nos méis de Melipona spp..

Aclcares redutores e sacarose aparente

Os acUcares redutores nos méis avaliados apresentaram variacdo de
68,41% a 79,38% (Tabela 3), estando de acordo com a normativa estadual da
Bahia para méis de abelha sem ferrdo que estabelece o valor minimo de
50%(ADAB, 2014). Esses acuUcares influenciam nas caracteristicas fisico-
guimicas e sensoriais do mel. A predominancia da frutose em relacdo a glicose,
confere ao mel das abelhas sem ferrdo, maior docura e viscosidade, inibindo a
cristalizacdo, devido a sua solubilidade em agua (ALVES et al., 2005).

Pesquisa realizada por Biluca et al. (2014) revelou uma variagcéo
significativa da concentracdo de agucares redutores entre treze amostras de mel
de diferentes espécies de meliponas no Sudeste brasileiro (48,59% a 69,36%) a

qual foi justificada pela variabilidade de clima, floracéo e espécie de abelha.
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Os valores obtidos para a sacarose aparente variaram de 0,65% a 3,44%
(Tabela 3) estando em conformidade com a legislagdo. A sacarose € utilizada
como indicativo da maturidade e possivel adulteracdo do mel (CHUTTONG et al.,
2016). Contetudo acima de 6%, representa uma coleta precoce do produto, antes
de finalizar o processo de hidrélise da sacarose ou mel adulterado com xarope de
acucar invertido (CARVALHO et al., 2005).

Resultados reportados na literatura demonstram a variacdo da
concentracdo de acUcares redutores e sacarose aparente para o mel de Melipona
spp.: Souza et al. (2009) verificaram intervalo de 61,7 a 75,5% para acucares
redutores e 1,8 a 3,3% para sacarose aparente, em grupos de méis produzidos
por diferentes espécies, incluindo a M. asilvai e M. mandacaia; Sousa et al. (2013)
descreveram intervalo médio de 42,2 a 52,7% de acuUcares redutores e 3,7 a
10,2% de sacarose aparente, em amostras de mel produzidas por cinco espécies
do Género Melipona. No mesmo estudo, o0 mel da espécie M. subnitida obteve
média de 42,2% e 10,2% para acucares redutores e sacarose aparente,

respectivamente.
Cor

A cor do mel é o principal atributo sensorial que atrai a atencdo do
consumidor, influenciando na aceitacédo, preferéncia e intencdo de compra do
produto (CARVALHO et al., 2009; SOUSA et al., 2016). Os méis de M. subnitida
apresentaram a cor variando do branco ao ambar, cujo parametro pode estar
relacionado a origem botanica (GUERRINI et al. 2009), pH, flora diversificada,
bem como a concentragdo de compostos fendlicos (OLIVEIRA et al., 2012). Além
disso, essa caracteristica pode ser afetada por outros fatores, tais como a reacao
de Maillard, a partir da qual forma-se o hidroximetilfurfural e promove o
escurecimento, a concentracdo de acUcares, devido a sua relacdo com a
formacdo desse composto, a exposicado a luz e o tempo de armazenamento do
produto (SILVA et al., 2016a).

Estudos realizados em diferentes locais, obtiveram resultados distintos:
Sousa et al. (2016) descreveram variacdo significativa na intensidade da cor
(extra ambar claro ao ambar) de grupos de méis produzidos por M. scutellaris e

M. subnitida do semiarido brasileiro, enquanto Moo-Hucin et al. (2015) avaliando
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meéis de M. becheei da América Central, observaram variacdo do branco ao
ambar escuro, cuja caracteristica, segundo os autores, pode ser influenciada pela

presenca de polen, origem geografica, praticas de coleta e armazenamento.
Solidos solaveis totais

Os solidos soluveis totais das amostras variaram de 67,20 °Brix a 78,80
°Brix (Tabela 3).0s valores de °Brix tem relacdo direta com o conteddo de
acucares no mel, sendo utilizado como um importante indicador de possiveis
adulteracdes (ex.: adicdo de acucar comercial com fins fraudulentos) (GUERRINI
et al., 2009).

No mel de abelhas sem ferrdo, os niveis de sdlidos solaveis séo
geralmente menores que no mel produzido por Apis mellifera (75,00 °Brix) em
virtude do teor elevado de umidade e menor porcentagem de acucares totais
(GUERRINI et al., 2009, HABIB et al., 2014).

Os resultados detectados nesse estudo se assemelham aos encontrados
em trabalhos anteriores, nos méis produzidos pelas abelhas M. subnitida e M.
scutellaris nos estados do Rio Grande do Norte e da Paraiba, Brasil (intervalo de
71,1 a 74,7 °Brix) (SOUSA et al., 2016) e para méis de urucu provenientes da
Paraiba com média de 72,00 °Brix (CAMPOS, GOIS, CARNEIRO, 2010), por
outro lado, maior que o intervalo (57,5 a 75 °Brix) observado nos méis de abelhas

sem ferrdo em paises sul-americanos (SOUZA et al., 2006).

Reacdao de Lugol

Todas as amostras de mel foram negativas para a reacdo de Lugol,
demonstrando a autenticidade dos méis avaliados e corroborando com os
resultados obtidos para HMF, acucar redutor, sacarose e atividade diastasica.
Conforme a Portaria da ADAB (2014) os méis de meliponineos nao sao
caracterizados quanto a este parametro.

Resultados semelhantes foram relatados por Almeida - Muradian et al.
(2013) avaliando méis de Melipona subnitida do Nordeste, Cruz et al. (2014)
avaliando amostras (10) provenientes do Sul e Perico et al. (2012) ao
caracterizarem amostras de mel (30) obtidas de estabelecimentos comerciais do

norte do Brasil.
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Compostos fendlicos totais e flavondides totais

O teor de compostos fendlicos e flavondides totais variaram de 144,53 a
498,01 mg EAG Kg* e 53,33 a 123,70 mg EQ Kg™, respectivamente (Tabela 3). O
menor conteldo de compostos fendlicos totais (184,09 mg EQ Kg?) foi
constatado na amostra de mel com a coloracdo mais clara (branco), enquanto
algumas amostras com maior concentracao destes, apresentaram cores tendendo
ao mais escuro (Anexo-1), indicando assim, uma provavel influéncia destas
substancias na intensidade da cor do mel. A variagdo observada nestas
caracteristicas pode estar relacionada a origem botanica e geografica dos méis,
visto que foram coletados em diferentes meliponarios, situados em municipios
distintos do Piaui.

Outros estudos demonstraram correlacdo entre os compostos fendlicos
totais do mel com atividades bioldgicas, tais como antibacteriana e antioxidante,
além de influenciar na variacdo da cor do produto (SUNTIPARAPOP,
PRAPAIPONG, CHANTAWANNAKUL, 2012; OLIVEIRA et al., 2012a; SOUSA et
al., 2016).

Gutierrez et al. (2008) constataram diferengcas nos teores de compostos
fenodlicos e flavondides totais entre méis de duas espécies de abelhas, Melipona
beecheii (1.073,5 mg EAG Kg™ e 360,0 mg EQ Kg™) e Melipona solani (686,0 mg
EAG Kg™ e 188 EQ mg Kg™), apresentando relacdo com a intensidade da cor e
com a atividade antioxidante.

Valores superiores de compostos fendlicos totais foram observados nos
méis de M. seminigra merrillae (170 a 660 mg EAG Kg™), os quais variaram com a
origem do néctar (SOUSA et al., 2016) e nas amostras de mel produzidas por M.
subnitida (intervalo entre 802 a 1.160 mg EAG Kg™), nas quais foi verificado
similaridade na composicdo quando provenientes de mesma localizacéo
geografica (SILVA et al., 2013a).

Acidos carboxilicos

Do total de onze amostras avaliadas, apenas 9,09% apresentaram um
perfil composto por todos os acidos avaliados: acido ascorbico, acético, tartarico,

succinico, maléico, fumarico e citrico (Tabela 4). Dentre estes, 0s acidos acético e
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ascorbico apresentaram destaque, sendo detectados em 90,9% das amostras,
seguidos dos acidos tartarico e succinico em 81,8%. A presenca desses
acidosnas amostras de mel pode estar relacionada principalmente a composicéo
floristica nos locais de coleta e a acdo de microrganismos.

O é&cido acético (475,1 a 8.694,3 mg Kg™), tartarico (758,93 a 18.112,8 mg
Kg™), citrico (313,0 a 2.739,4 mg Kg*) e ascorbico (10,56 a 188,07 mg Kg™)
foram detectados em concentracdes superiores, com variagdo entre as amostras,
sendo observados independente do local e época de coleta, indicando que esses
fatores ndo foram determinantes para a sua presenca. O acido acético pode ser
utilizado como parémetro indicativo de deterioragdo do mel, visto ser formado a
partir da transformacdo de acuUcares pela acdo de alguns fungos e bactérias
acéticas e esta associado a alteraces no aroma e sabor (SVECOVA et al., 2015).
Ja o acido tartarico tem potencial de inibir o crescimento de alguns
microrganismos (SILVA et al., 2010).

O acido citrico, por ser proveniente do néctar, € considerado um parametro
fundamental para distinguir o mel de melato (de secrecdes de partes vivas das
plantas ou de excrecbes de insetos sugadores de partes vivas das plantas) do
mel floral (originado do néctar) (MATO et al., 2006). Também proveniente do
néctar, o acido ascorbico € naturalmente encontrado em frutos e vegetais, além
disso possui acédo antioxidante (PENICAUD et al., 2010).

Daniele, Maitre, Casabianca (2012) identificaram 14 acidos carboxilicos em
méis de diferentes origens botanicas, com concentracdes variando entre 2 a
12.725 mg Kg™, dentre os quais o 4cido citrico apresentou valor médio entre 44 a
434 mg Kg™*, constatando relacdo positiva entre o contetido dessas substancias, a
acidez e origem botanica. Essa constatacdo € condizente com os resultados do
presente estudo, no qual o maior valor de acidez livre foi observada no mel com
maior teor de acido ascorbico e acético (Anexo-1), indicando que a presenca
desses acidos pode influenciar nessa caracteristica.

Haroun et al. (2012) observaram que a presenca e concentracdo de acidos
carboxilicos nos méis de abelha com ferrdo, variaram conforme a espécie floral e
regido de coleta, dentre os acidos analisados, o acido citrico apresentou 0s
maiores niveis (872,2 a 1.394,2 mg Kg™). Em estudo semelhante, Oddo et al.

(2008) observaram média igual a 230 mg Kg™ da mesma substancia nos méis de
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Tabela 4. Acidos carboxilicos identificados nas amostras de mel de Melipona subnitida coletadaas em diferente periodos e locais

do Piaui, Brasil.

Acidos carboxilicos (mg Kg™) IC

Amostra Ano AcAs AcAc AcS AcT AcM AcC AcF
P1 2015 10,56+ 1,18 3.620,97 +520,4 0,15+0,01  9.095,94 + 31,6 nd nd 2,42 +0,38
P2 2015 37,81+210 1.00645+56,9 045+0,06 9.864,71+121,3 1307+0,27 2739,45+57,3 6,82+0,41
P3 2015  33,62+0,58 8.079,17 +640,3 0,57 +0,01 10.234,61 + 62,0 nd nd 9,44 + 0,33
P4 2015 154,48 +3,12 8.694,33 + 144,3 nd 8.072,25 + 31,1 nd nd 50,72 + 2,35
P5 2015  83,15+1,36 6.410,85 + 657,6 nd 18.112,88 + 2369,8 nd 1.381,79 +111,4 5,26 + 0,40
P6 2015 116,98 +6,57 1.724,69 +372,7 0,49+0,10 17.537,65 + 765,8 nd 313,0+7,8 nd
P7 2015 92,60 + 4,99 nd 0,49 +0,13 12.508,01 + 0,07 nd nd nd
P8 2015 nd 8.169,08 + 446,9 0,52 + 0,06 Nd nd nd nd
P9 2015  50,12+273  4751+354 050+0,07 16.470,47+0,09 2,64+0,14 nd nd

CP 10 2016  75,06+3,80 1.368,82+56,7 0,14+0,02 759,66 + 27,5 nd nd 0,42 + 0,01
CP 11 2016 188,07 +4,44 3.584,30+108,0 0,43+0,04 758,93 +17,3 0,89 + 0,03 nd 0,80 + 0,01
Variag&o 10,56 - 88,07 475,1-8.694,33 0,14-057 758,93-18.112,88 0,89-13,07 313,0-2.739,45 0,42 - 50,72
Média 76,59 3.928,49 0,34 9.401,37 1,51 403,11 6,90
Desvio
padrao + 58,91 3.335,57 0,22 6.650,10 3,92 878,89 14,90

IC: intervalo de confianca; P: Parnaiba; CP: Cajueiro da Praia — locais de coleta; nd: ndo detectado AcAs: &cido ascorbico; AcAc: acido acético; AcS: &cido
succinico; AcF: &cido fumérico; AcC: acido citrico; AcT: 4cido tartérico.
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meliponineos, sugerindo que além da relagdo com a origem botanica, a presenca
de &cidos organicos no mel pode conferir agcdo antioxidante, cuja atividade

também foi observada.

Correlacéo entre os parametros fisico-quimicos

Avaliando a correlacdo entre os parametros fisico-quimicos das amostras
de mel, esta foi identificada como significativamente positiva entre: pH e
hidroximetilfurfural, pH e &cido tartarico e sdlidos solUveis totais e atividade
diastasica (Tabela 5). Estas caracteristicas estdo diretamente relacionadas, ou
seja, os valores de duas variaveis aumentam proporcionalmente.

Os resultados observados indicam que as amostras que apresentaram
elevado pH possuiam maior conteddo de hidroximetilfurfural, indicando que no
mel de abelha sem ferrdo, este composto também pode ser formado em
condicbes de baixa acidez e maior pH. Contrario ao verificado neste estudo,
Holanda et al. (2015) analisaram amostras de mel recém coletadas de abelhas
sem ferrdo, constatando que a elevacdo da concentracdo de ions hidrogénio na
solucéo (correspondendo a diminuicéo do pH) potencializa a formagéo do HMF.

As amostras com elevado teor de acido tartarico apresentaram os maiores
valores de pH. Isso pode ser atribuido a presenca de alguns componentes no mel,
tais como fosfatos, carbonatos e outros sais minerais, favorecendo a sua
capacidade de tamponamento, bem como reduzindo a possibilidade de alteragcao
do pH pela adicdo de pequenas quantidades de acidos e bases (BOGDANOV,
2011).

A correlacéo positiva entre a atividade diastasica e os sélidos soluveis pode
estar relacionada ao aumento na concentracdo de acuUcares, em virtude da
decomposicdo do amido (BOGDANOV et al., 2008) pela amilase em unidades
menores de acucares que compdem a maior parte dos solidos soluveis totais
(MELO, DUARTE, MATA, 2003).

Correlacdo negativa significativa foi observada entre os parametros pH e
acidez, pH e flavonoides totais, acidez e HMF e, entre umidade e acucares
redutores. Esse tipo de correlacdo ocorre quando o valor de uma variavel é alto

em detrimento de outra, ou seja, sdo inversamente relacionadas.
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Tabela 5. Coeficientes de correlacdo de Spearman entre os parametros fisico-quimicos de amostras de mel da Melipona subnitida,

provenientes do Piaui, Brasil.

Varidvel  UMI pH ACI HMF DIA BRIX ARED  SAC FEN FLA AcAs  AcAc AcM AcS AcF AcC AcT  COR
uml -

pH -0,41M -

ACI 0,26™  -0,60* -

HMF  -0,31™ 0,78~  -0,67* -

DIA -0,08" 023" .044™ 045" -

BRIX  -0,10™ -0,04™ 043" 036" 0,64 -

ARED  -0,65* 046" 020" 026" 035" 037" -

SAC  -0,39™ 033" 006" 014" 015" -022™ 0,19™ -

FEN 017" 017" 051" -005™ 002" 000" 014" 022"

FLA 023" .0,70~* 0,18" -0,50™ -0,48" -0,00™ 0,07 -055" 0,14™ -

AcAs 017" 015" 015" 021" 0,07 021" 013" 004" 035" 048" -

AcAc 0,28 008" 031" 018" 058" 027 045" 014" 030" 031" -013" -

AcM -0,05™ .024" 036" -013" 014" 004" -023% -002" 034" 001" 005" -048" -

AcS -0,12™ 0,21™ 016" 000" 020" -004™ -040" 047" -008" -055" -046" -0,18" 0,14™ -

AcF -0,34™ 032" 043" 044" .027™ .021™ 045" 016 059" 029" 003" 052" 000" -042" -

AcC -0,23" o0,216" -015™ -017" 037" 053" 060" 005" -014™ 021" 007" -015™ 026" 023" 017" -

AcT 017" o770 047" 037" 019" -.012™ o041 035" 002" -037% 015" -0,35" -002" 003" -007" 053"

COR  -0,05™ -0,44™ 039" -007™ o0,07™ -004™ 001" 012 045" 017" 017" 028" 003" -028" 044" 038" -061* -
NS - ndo significativo, * significativo a 5%, ** significativo a 1%;
UMI: umidade (%), pH: pH; ACI: acidez; HMF: Hidroximetilfurfural; DIA: atividade diastasica; SST: sdlidos sollveis totais (°Brix); ARED: agucar redutor; SAC: sacarose

aparente; FEN: fendis totais; FLA: flavondides totais; AcAs: ac. ascorbico; AcAc: ac. Acético; AcM: a. maléico; AcS: ac. succinico; AcF: ac. fumarico; AcC: ac. citrico; AcT. ac.
tartarico.
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A dissolucdo de ions hidrogénio a partir dos &cidos carboxilicos (MATO et
al., 2006) e a protonagdo de alguns compostos fendlicos tais como flavondides
influenciam na reducdo do valor de pH e consequentemente no aumento da
acidez (CORNEJO, 1988; A-RAHAMAN et al., 2013). Dardon et al. (2008)
demonstraram que os méis de Melipona spp. com maior acidez, apresentaram
valores baixos de pH. Essa observacdo também foi descrita por Lage et al. (2012)
caracterizando méis de Melipona spp.

Quanto a relacdo inversa entre acidez e HMF, esta pode ser atribuida a
reducdo da velocidade da reacdo de Maillard, quando o mel apresenta elevada
acidez (BILUCA et al.,, 2014), ou pela influéncia do elevado teor de umidade
observado nas amostras, visto que nessas condi¢des ocorre inibicdo da formacao
de hidroximetilfurfural (GUERRINI et al., 2009).

A relagdo indireta entre umidade e agucares redutores nos méis analisados
indica que a percentagem mais baixa de umidade esta relacionada a maior
concentracdo desses acucares. Os acUcares no mel, principalmente a frutose,
interagem com as moléculas de agua e, quando em elevada concentracao,
reduzem a disponibilidade de agua livre (VERISSIMO, 1987), além disso, o mel
pode absorver a umidade relativa durante o processamento, devido a sua
higroscopicidade (SILVA, QUEIROZ, FIGUEIREDO, 2004). Corroborando com 0s
resultados obtidos, Anupama, Bhat, Sapna (2003) e Moo-Huchin et al. (2015)
verificaram que as amostras com menor teor de umidade apresentavam elevados

valores de acucares redutores.

Concluséo

As amostras de mel de M. subnitida apresentaram condi¢cdes higiénico-
sanitarias adequadas para o consumo. Entretanto, a avaliacdo dos parametros
fisico-quimicos reforgca a necessidade de uma legislacdo especifica, visto as
peculiaridades dos méis de M. subnitida e a auséncia de padrdes de qualidade.
Além disso, as correlacdes observadas demonstram que os parametros avaliados
nao devem ser observados isoladamente, visto a influéncia entre si e interferéncia

direta na qualidade do produto.
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ARTIGO 2

CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E MICROBIOLOGIA DO
MEL DE Melipona fasciculata (HYMENOPTERA: APIDAE)!

1Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periodico cientifico LWT-
Food Science and Tecnology, em versdo na lingua inglesa.
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CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E MICROBIOLOGIA DO MEL DE
Melipona fasciculata (HYMENOPTERA: APIDAE)

Resumo: No presente estudo foi realizado uma caracterizacdo fisico-quimica e
microbiolégica do mel de Melipona fasciculata do Estado do Piaui, Brasil, bem
como a comparacdo da qualidade desse produto com os padrdes estabelecidos
pelas normas vigentes. Dezoito amostras de mel foram coletadas para avaliar a
presenca de microrganismos aerdbios mesofilos, coliformes a 35° C e a 45° C,
Salmonella spp., Staphylococcus coagulase positiva, esporos de Clostridium
sulfito redutor, Bacillus spp. e bolores e leveduras. Para a avaliacao fisico-quimica
foram determinados o0s parametros: umidade, pH e acidez livre,
hidroximetilfurfural, atividade diastasica, acucares redutores e sacarose aparente,
cor, reacdo de Lugol, sélidos sollveis totais, além de compostos fendlicos e
flavonodides totais e &cidos carboxilicos. Dentre os microrganismos avaliados, as
bactérias heterotroficas mesdéfilas foram quantificados em 33,33% (<10 a 1,45 x
103 UFC g™?) e bolores e leveduras em 16,66% (4,7 x 102 a 2,35 x 103 UFCg™) das
amostras, enquanto os demais microrganismos n&o foram detectados. Nas
andlises fisico-quimicas foi observado os valores médios de 26,56% (umidade),
3,51 (pH), 25,06 meq Kg* (acidez livre), 2,65 mg Kg*(HMF), 0,10 unidades
(atividade diastasica); 73,64 °Brix (SST); 69,79% (acucares redutores); 1,89%
(sacarose aparente); 199,05 mg EAG Kg™ (compostos fendlicos totais) e 109,30
mg EQ Kg™* (flavondides totais); além disso foi obervado predominancia da cor
ambar e detectado o &cido ascorbico, acético, fumarico, tartarico, succinico,
maleico e citrico nos méis. A maioria das amostras de mel de tilba responderam
positivamente aos testes de qualidade, indicando que estas foram coletadas,
envasadas e armazenadas em condi¢cdes higiénicas sanitarias e ambientais

adequadas, validando o seu consumo como alimento, bem como fitoterapico.

Palavras-chave: Qualidade de mel, microrganismos, seguranca alimentar.
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PHYSICOCHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF
THE HONEY Melipona fasciculata (HYMENOPTERA: APIDAE)

Abstract: In the present work was carried out a physicochemical and
microbiological characterization of Melipona fasciculata honey from State of Piaui,
Brazil, as well as the comparison of the quality of this product with the standards
established by the current regulations. Eighteen honey samples were collected to
evaluate the presence of mesophilic aerobic microorganisms, coliforms at 35° C
and at 45° C, Salmonella spp., coagulase positive Staphylococcus, Clostridium
sulfite reducing spores, Bacillus spp. and molds and yeasts. For the
physicochemical evaluation the parameters were determined: moisture, pH and
free acidity, hydroxymethylfurfural acid, diastase activity, reducing sugars and
apparent sucrose, color, Lugol's reaction, total soluble solids, phenolic compounds
and total flavonoids and carboxylic acids. Among the microorganisms evaluated,
mesophilic heterotrophic bacteria were quantified in 33.33% (<10 to 1.45 x 103
CFU g%) and mold and yeast in 16.66% (4.7 x 102 to 2.35 x 103 CFU g™) of the
samples, while the other microorganisms were not detected. In the
physicochemical analysis was observed the mean values of 26.56% (moisture),
3.51 (pH), 25.06 meq kg™ (acidity free), 2.65 mg kg™ (HMF) , 0.10 units (diastase
activity); 73.64 °Brix (SST); 69.79% (reducing sugars); 1.89% (apparent sucrose);
199.05 mg EAG Kg* (total phenolic compounds) and 109.30 mg EQ kg™ (total
flavonoids); in addition, was observed predominance of ambar color and the
ascorbic, acetic, fumaric, tartaric, succinic, maleic and citric acids were detected in
the honey. Most of the samples of tiuba honey responded positively to the quality
tests, indicating that they were collected, bottled and stored under adequate
sanitary and environmental conditions, validating their consumption as food, as

well as phytotherapic.

Keywords: Quality honey, microorganisms, food safety.
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Introducéo

O mel é um produto alimenticio apreciado e utilizado desde a antiguidade
como adogante natural, fonte de energia e devido as suas propriedades
medicinais (ALMEIDA-MURANDIAN et. al., 2013; SILVA et al., 2013b). Produzido
pelas abelhas meliferas a partir do néctar ou de secrecdes de plantas ou
excrecOes de insetos (BRASIL, 2000), € composto por 4gua e agucares em maior
quantidade, além de proteinas, vitaminas, minerais, pigmentos, compostos
fendlicos, acidos organicos, cera, poélen, entre outros (SILVA et al., 2016a).

A composicdo do mel pode variar de acordo com a espécie de abelha,
origem botanica, solo, regido de producdo, manejo e condi¢cdes climaticas
(ESCUREDO et al., 2016). A frequente manipulacdo, desde a transformacéo do
néctar em mel até o processo de coleta e armazenamento, pode favorecer
mudancas na sua composicao natural, a partir de adulteracbes ou contaminacao
por microrganismos patogénicos (SOUZA et al., 2009; SOUSA et al., 2016).

Dessa forma é importante avaliar a qualidade fisico-quimica e
microbiolégica do mel, obtendo informacfes sobre a sua procedéncia, possiveis
fraudes e presenca de microrganismos, que podem causar alteracdes nos
aspectos sensoriais, na sua composicao natural e consequentemente interferir no
tempo de prateleira (PIMENTEL et al., 2013). Para ser considerado adequado ao
consumo, o mel deve atender a critérios de qualidade fisico-quimica (BILUCA et
al., 2016) e microbiolégica (BUBA, GIDADO, SHUGABA, 2013) de acordo com
parametros estabelecidos pela Legislacao Brasileira (BRASIL, 2000), baseada na
normativa internacional para o mel (CODEX, 2001) e padr6es microbioldgicos
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA para a
qualidade microbioldgica de alimentos (BRASIL, 2001).

O mel produzido por abelhas sociais sem ferrdo do Brasil apresenta
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas diferenciadas do mel produzido
por A. mellifera, principal produtora nacional (BILUCA et al., 2014). Entretanto, a
auséncia de uma legislacdo especifica requer a conducédo de estudos sobre as
caracteristicas do mel de meliponineos para definir parametros de qualidade,
considerando a diversidade na flora e de espécies de abelhas existente em cada
regido do pais (CARVALHO et al., 2013). Nesse aspecto, a Agéncia de Defesa

Agropecuaria da Bahia (ADAB) estabeleceram parametros de qualidade de mel
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para o Género Melipona no Estado da Bahia, Brasil (ADAB, 2014), em vista das
particularidades observadas nas diversas espécies de Melipona existentes no
Estado. Contudo, ndo ha padrdes para Melipona spp. importantes em outras
regides do Brasil, como Melipona fasciculata Smith, 1854, uma das espécies mais
importantesna produgdo de mel no Nordeste brasileiro, muito apreciado pelo
sabor diferenciado e pelos efeitos medicinais ao organismo humano (HOLANDA
et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2012).

Diante do exposto, este estudo teve por objetivo contribuir no
fornecimento de informacbes para a caracterizacdo fisico-quimica e
microbiolégica do mel produzido pela espécie Melipona fasciculata no Estado do
Piaui, Brasil e comparar a qualidade desse produto com os padrées ja

estabelecidos.

Material e métodos
Amostras de mel

Dezoito amostras, compostas por 300 mL de mel, produzidas por M.
fasciculata foram coletadas nos meses de julho de 2015 e marg¢o de 2016, sendo
obtidas diretamente de meliponicultores, em quatro meliponarios distintos de
comunidades rurais, nos municipios de Murici dos Portelas (03°03'902" S e 41°
22'707" W) e Guadalupe (7°36'309" S e 44°35'048" W), situados na regiao de
cerrado do Estado do Piaui, Brasil.

De forma asséptica, os méis foram coletados e armazenados em
recipientes plasticos estéreis devidamente identifcados, transportados em caixa
térmica refrigerada e encaminhados para o Nucleo de Estudos dos Insetos -
INSECTA, na Universidade Federal do Recbncavo da Bahia, no Centro de
Ciéncias, Agrarias, Ambientais e Bioldgicas (CCAAB), no campus de Cruz das

Almas.

Analises microbiolbgicas

Para avaliar a qualidade microbiolégica foi realizada analise dos méis
quanto a presenca de microrganismos aerobios mesdfilos, coliformes a 35° C e a
45° C, Salmonella spp., Staphylococcus coagulase positiva, bolores e leveduras,

utilizando metodologia do Bacteriological Analytical Manual-BAM descrita por
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Silva et al. (2010), Bacillus spp.conforme descricdo de Amarante et al. (2015) e

esporos de Clostridium sulfito redutor, segundo metodologia da 1SO:15213 (2003).
Preparo das amostras

Para a contagem dos microrganismos, uma massa de 25g de mel foi
homogeneizado em 225 mL de agua peptonada 0,1% correspondendo a diluicao
10, a partir desta uma aliquota de 1 mL foi transferida para um tubo contendo 9
mL do mesmo diluente, até a diluicdo 10°. A contagem de colénias tipicas foi

realizada, selecionando as placas contendo entre 10 e 100 UFC g™.
Contagem de microrganismos mesofilos

A contagem total de microrganismos aerdbios mesdfilos foi realizada com
adicdo de aliquotas de 1 mL de cada diluicdo decimal em placas de Petri estéreis
e vertido o meio de Agar Padrdo para Contagem (PCA) e incubadas a 35° C + 2/
48h. Os resultados foram expressos como unidades formadoras de colbnias por

grama de mel (UFC g™).
Contagem de Coliformes a 35° Ca 45° C

A gquantificagdo de coliformes coliformes a 35° C e 45° C foi realizada a
partir do teste presuntivo, com inoculacédo de 1 mL de cada diluicdo em 10 mL de
Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) em série de trés tubos, contendo tubos de
Durham invertidos. Os tubos foram incubados a 35° C + 2/ 48h. A positividade do
teste foi verificada pela turvacdo do meio e a presenca de gas nos tubos de
Durham.

A partir dos tubos positivos em caldo LST, uma alcada foi transferida para
0s meios seletivos Caldo Bile Verde Brilhante (CVBV) para coliformes a 35° C
(35° C £ 2/ 24 h) e Caldo Escherichia coli (EC) para coliformes a 45° C (45° C +
2/ 24 h). Os resultados foram expressos a partir da combinag&o de tubos positivos
utiizando a Tabela de Hoskins e determinado os valores em NuUmero Mais

Provavel (NMP) por grama da amostra.
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Deteccao de Salmonella spp.

Para a pesquisa de Salmonella spp. foi realizada o pré-enriguecimento de
25g de mel adicionado a 225 mL de agua peptonada tamponada (APT) e
incubado a 35° C + 2/ 24h. Apos esse periodo uma aliquota de 1mL foi transferida
para o meio seletivo caldo Tetrationato (TT) e 0,1mL para o caldo Rappaport-
Vassiliadis (RV), com respectiva incubacao a 35° C £ 2 em estufa bacteriologica e
a 42° C em banho maria durante 24 h. Em seguida, a partir de cada tubo foi
semeado um in6cuo em placas contendo agar MacConkey (colénias de coloracdo
transparente), Agar Salmonella Shigella (colénias de cor transparente ou com
centro negro) e Agar Verde Brilhante (colénias de cor avermelhada) para o
isolamento da bactéria.

As colbnias com caracteristicas tipicas de Salmonella foram submetidas a
triagem biogquimica através dos testes Agar Triplice Agucar Ferro (TSI), Agar

Lisina Ferro (LIA), Agar Citrato de Simmons, caldo uréia, caldo malonato e indol.
Contagem Stapylococcus coagulase positiva

A presenca de Staphylococcus foi determinada a partir da semeadura de
uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo na superficie do meio agar Baird Parker
em placas de Petri com o auxilio da al¢a de Drigalski, sendo incubado a 35° C £+ 2
por 48 h. As colbnias que apresentaram caracteristicas tipicas (centro negro e
halo transparente) foram transferidas para caldo BHI e incubadas em estufa por
37° C/ 24 h, na sequéncia, foram submetidas as provas bioguimicas de coagulase
e catalase.

Contagem de Bacillus spp.

Tubos com as diluicdes 10" a 10 da amostra foram mantidos em banho
maria (70° C/ 1 h). Posteriormente, foi realizado a semeadura de uma aliquota de
0,1 mL de cada diluicdo na superficie do meio de cultura agar nutriente (Himedia)
acrescido de 1,5% de NaCl e incubados em estufa a 30° C/ 48 h. As col0Onias
caracteristicas foram repicadas e isoladas em agar triptona de soja (TSA), sendo
observado a morfologia das culturas e confirmada por microscopia utilizando a

técnica de Coloragcdo de Gram e coloragéo de esporo.
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Contagem de esporos Clostridium sulfito redutor

Inicialmente, as diluicdes (10" a 107®) foram submetidos a temperatura de
80° C por 10 minutos, em seguida, foi colocado uma camada do Agar Clostridium
sulfito redutor em placas de Petri estéreis, apos solidificacdo do agar, procedeu-
se com a semeadura de aliquotas de 1,0 mL, 0,1 mL e 0,01 mL, espalhando com
a alca de Drigalski na superficie do meio. Uma nova camada de agar foi
adicionada com posterior vedacdo das placas com parafilm, favorecendo uma

atmosfera de anaerobiose, com incubacao a 35° C + 2 por 48 h.

Contagem de bolores e leveduras

A contagem de bolores e leveduras foi realizada com a semeadura de 0,1
mL de cada diluicdo em placas de Petri contendo agar DG18 e incubadas a 25° C
durante 5 dias. A contagem foi expressa em unidades formadoras de coldnias por
grama de mel (UFC g*) (1SO, 2006).

Andlises fisico-quimicas

A caracterizacdo fisico-quimica dos méis foi realizada a partir da
determinacao dos parametros: umidade, acUcares redutores e sacarose aparente,
sélidos soluveis totais, pH e acidez livre, hidroximetilfurfural (HMF), atividade
diastésica, reacdo de Lugol e cor. Também foram determinados os compostos
fendlicos totais e flavonoides totais e perfil de acidos carboxilicos. Para determinar

essas caracteristicas, as amostras foram analisadas em triplicata.
Umidade

Esse parametro foi determinado a partir de leitura direta da amostra em
refratbmetro portatil, (modelo Atago PAL-22S) em temperatura ambiente, baseado
no fenbmeno da refracdo, com valor expresso em percentagem (%) (ATAGO Co,
1988).

A(;l]cares redutores e sacarose aparente

Esse parametro foi determinado conforme o método descrito por Lane,

Eyon (1934), com modificagcdes de Marchini et al. (2004). Os agucares redutores
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foram determinados a partir da redugcdo do licor de Fehling (cobre alcalino) a
oxido cuproso, durante a titulacdo. A sacarose foi quantificada por titulagdo do
licor de Fehling, utilizando uma solucéo de mel acidificada com acido cloridrico,
posteriormente, neutralizada com hidroxido de sédio. Os resultados foram

expressos em percentagem (%).
Acidez livre e pH

O pH foi determinado com base na A.O.A.C (1990), utilizando-se
potenciometro digital em uma solucédo preparada com 10 mL de amostra de mel
diluida em 75 mL de agua destilada. Para determinar a acidez livre, a mesma
solucao foi titulada com hidréxido de sédio a 0,1 mol L™, utilizando o indicador
fenolftaleina, com resultado expresso em miliequivalente por quilo (meq Kg™).

Hidroximetilfurfural

O hidroximetilfurfural foi determinado conforme o método A.O.A.C (1990),
baseado na leitura da solugcdo de mel (preparada com solucdes Carrez | e Carrez
Il e filtrada) em espectrofotometro (WPA), atuando nos comprimentos de onda de
284 a 336 nm, utilizando uma solucdo de bissulfito de sédio como branco. Os

resultados foram expressos em miligrama por quilo (mg Kg™).
Atividade diastasica

A atividade diastdsica das amostras foi avaliada utilizando uma solucao
tamponada de amido e mel, mantidos em banho maria a 40° C até obter uma
absorvancia inferior a 0,235 em espectrofotbmetro (WPA), atuando em
comprimento de onda de 660 nm, cujos resultados foram expressos em

unidades da escala Gothe, conforme metodologia da A.O.A.C (2005).
Solidos soluveis totais

Os sdlidos soluveis totais foram determinados com leitura direta da amostra
de mel refratbmetro, (modelo Abbe) a temperatura ambiente e expressos em
grau brix (°Brix) (AOAC, 2005).
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Reacéo de Lugol

A reacdo com solucdo de Lugol é utilizada para pesquisar a presenca de
amido e dextrinas no mel, cujo principio é baseado na reacdo de iodo com iodeto
de potassio na presenca de glicose, resultando numa solucdo de coloragédo
vermelho-violeta a azul. Quando essa alteracdo ocorre, considera-se resultado
positivo, ou seja, o mel sofreu adulteracdo (INSTITUTO ADOLLFO LUTZ, 2008).

Cor

A classificagdo da cor dos méis foi realizada por leitura direta da amostra
em espectrofotdbmetro (WPA) a 560 nm, utilizando como branco a glicerina e
estabelecida de acordo com a escala de Pfund (VIDAL, FREGOSI, 1984).

Determinacéo de compostos fendlicos totais

O contetdo de compostos fenodlicos totais foi determinado por
espectrofotometria, utilizando o método de Folin-Ciocalteu, descrito por Singleton,
Orthofer, Lamuela-Raventos (1999). Aliquotas de 0,5 mL de solucédo de mel (100
mg L™, preparada com &gua destilada) foi transferida para tubos de ensaio,
adicionando 2,5 mL de solucdo Folin-Ciocalteu (10%) e 2 mL de carbonato de
sédio (75 g L™). A mistura foi agitada e deixada em repouso por 30 min a 40°C,
posteriormente a absorvancia foi avaliada no comprimento de onda de 760 nm.
Para obter o conteido de compostos fendlicos totais foi definida a curva de
calibracao utilizando o &cido géalico como padrdo com concentracfes variando de
10 a 80 mg L™. Os resultados foram expressos em miligrama equivalente de acido

galico por quilo de amostra de mel (mg EAG Kg™).

Determinacéo de flavonoides totais

O conteudo de flavondides totais foi determinado conforme o método
colorimétrico com cloreto de aluminio (WOISKY, SALATINO, 1998). Foi preparada
uma solucédo de mel com agua destilada, da qual uma aliquota de 0,5 mL (1:10)
foi transferida para tubo de ensaio (triplicata), adicionando 2 mL de agua destilada
e 0,15 mL de nitrito de sddio (5%). ApoOs seis minutos foi adicionado 0,15 mL de

cloreto de aluminio (10%), deixando em repouso por seis minutos, na sequéncia
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foi adicionado 2 mL da solucdo de hidroxido de sodio (4%) e 4gua destilada até o
volume final de 5 mL. A leitura da solucdo foi realizada em espectrofotdmetro
(WPA) a 510 nm de absorvancia. O conteudo de compostos fendlicos na amostra
foi obtido a partir da construcdo de uma curva de calibracdo, utilizando a
quercetina como padrdo. Os resultados foram expressos em miligrama

equivalente de quercetina por quilo de amostra de mel (mg EQ Kg™).

Determinacdo de 4cidos carboxilicos em mel por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

Preparo de solucdes dos padroes e amostras de mel

A determinacdo e quantificacdo dos acidos carboxilicos foram efetuadas
conforme descrito por Santos, Santos, Azevedo (2014). Para isso, foram
utilizados os padrdes &cidos ascorbico, tartarico, acético, succinico, maléico,
fumérico e citrico (Synth®, Vertec®, Merck®) com grau de pureza até 99%. A
partir dos quais foram preparadas respectivas solucbes para analises
cromatograficas, individualmente e, posteriormente, avaliadas em misturas
(solucdo estoque), com concentracdes entre 10 e 60 mg L™, variando de acordo
com o padrdo. A partir da diluicdo seriada da solucdo estoque, foram preparadas
solucBes referéncias, correspondendo a nove pontos para obtencdo das curvas
analiticas de calibracgéo.

As solugBes dos méis foram preparadas a uma propor¢édo de 1:5 (mel:
agua), posteriormente filtradas com filtros de seringa-membrana PES, modelo

K18-230 ® e analisadas no sistema cromatografico.
Condi¢Bes cromatograficas

A separacdo cromatografica foi realizada em um cromatografo liquido
dealta eficiéncia, modelo Agilent 1260 Infinity, acoplado a um detector de arranjo
de diodo (DAD), com uma coluna de fase reversa C18 (150 mm x 4,6 mm, 5um) a
30° C. A fase movel foi composta por uma solucdo de metanol e agua Mili-Q
(5:95, v/ v), com pH ajustado para 2,1 utilizando acido cloridrico, eluig&o isocratica
a 1 mL min?, durante 10 min. e volume de injecdo de 20 pL. As injecBes das

amostras e padrdes foram realizadas em triplicata e os cromatogramas obtidos
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foram registrados por meio do Software Open Lab. O monitoramento dos perfis
cromatograficos foi realizado a 215 nm.

A identificacdo dos acidos foi realizada a partir da comparacédo entre o
tempo de retencdo das amostras e dos padrdes avaliados. As concentracdes de
acidos carboxilicos nos méis foram obtidas a partir das curvas de calibracdo
padrédo e expressas em mg kg™ de &cido (Tabela 1).

Tabela 1. Tempos de retencdo dos acidos carobxilicos analisados, com média,

desvio padréo de trés determinacdes e equacéo da reta.

Acido carboxilico Tempo de retencgéo Equacéo dareta

Acido ascoérbico 2,36 + 0,001 y = 161,63x - 24,191
Acido tartarico 1,96 £ 0,002 y = 18,22x - 22,717
Acido acético 2,95 £ 0,001 y =0,3422x + 9,1192
Acido maléico 3,15+0,003 y =1318,3x - 129,77
Acido fumarico 4,43 £ 0,004 y =1055,4x - 79,395
Acido citrico 3,64 £ 0,004 y = 5,789x + 11,462
Acido succinico 4,16 £ 0,002 y =703,23x + 1,1807

Analises estatisticas

O tratamento estatistico foi realizado aplicando-se a analise descritiva para
os resultados das caracteristicas fisico-quimicas. O teste de correlacdo de
Spearman foi utilizado para verificar possiveis associacdes entre variaveis
quantitativas estudadas, para o valor p menor que 0,05 as diferencas
encontradas foram consideradas significativas. Todas as andlises estatisticas
foram realizadas no Software Statistica (DELL INC., 2016).

Resultados e discussao

Analise microbiol6gica

Dentre as 18 amostras de mel de M. fasciculata analisadas, apenas
44,44% apresentaram algum tipo de contaminacdo microbiana (Tabela 2),

entretanto, todas as amostras estavam dentro dos padrfes estabelecidos pela
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portaria da ADAB (2014) para o mel de Melipona spp. que, para efeito de
qualidade, considera apenas coliformes a 45 °C (100 NMP g™), Salmonela spp.
(ausente) e bolores e leveduras (10* UFC g?). A auséncia ou a baixa contagem
de microrganismos relatados neste estudo, pode estar associado as
caracteristicas fisico-quimicas dos méis, tais como pH &cido e concentracao
elevada de agUcares que aumenta a pressao osmotica, inibindo assim o
crescimento microbiano (NWEZE et al., 2016), condicfes higiénico-sanitarias na
coleta, armazenamento adequado e o potencial antimicrobiano do mel,
possivelmente pela presenca de compostos fendlicos (SILVA et al.,, 2016b) e
acidos carboxilicos.

Bactérias aerébias mesdéfilas foram detectadas em 33,33% (1,4 x 10° UFC
g’ e 7,8 x 102 UFC g*) das amostras de mel, estando dentro do limite reportado
na literatura (10° UFC g') (FRANCO, LANDGRAF, 2006). Porém, a
regulamentacdo do mel de Melipona (ADAB, 2014) e para a qualidade de
alimentos no geral (BRASIL, 2001) ndo estabelecem limites com relacdo a este
grupo de microrganismos, embora seja um parametro importante por indicar
possiveis deficiéncias na higiene, durante o processamento. A contaminacao do
mel de M. fasciculata ocorre, na maioria das vezes, em virtude da distribuicdo dos
meliponarios préximos a galinheiros, pocilgas e coérregos, uma vez que, as
abelhas podem coletar materiais desses locais (OLIVEIRA et al., 2005). No
entanto, com relacdo ao presente estudo, ndo foi observado a existéncia de
estabelecimentos de producdo animal proximos aos meliponarios onde foram
coletados os méis.

Coliformes a 35° C e a 45° C, Salmonella spp., Staphylococcus coagulase
positiva, Clostridium sulfito redutor e Bacillus spp. ndo foram detectados nas
amostras de méis de M. fasciculata. Isso indica ser um produto seguro ao
consumo e comercializacdo, visto estar isento dos principais contaminantes de
alimentos e causadores de doencas veiculadas por estes.

A auséncia de coliformes a 35° C e a 45° C foi relatado por Holanda et al.
(2015) na analise de qualidade dos méis de M. fasciculata no Estado do
Maranh&o, cuja caracteristica, 0os autores associaram ao habito higiénico da
espécie e a localizacdo dos meliponarios em areas afastadas de cidades, bem
como de locais contaminados. Para Barros, Batista (2008) os coliformes ndo sao

encontrados no mel dessa espécie, a menos que ocorra falhas na higiene ou
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Tabela 2. Determinacéo da presenca de microrganismos nos meéis de M. fasciculata, Piaui, Brasil e os padrées microbiolégicos

estabelecidos para o mel de Melipona da Bahia (ADAB, 2014).

Coliformes _
Mesofilos Salmonella Staphylococcus Bolores e o Bacillus
Amostra (UEC g7) 35° C_ 45° C-l spp. coag_u!ase Ievedur_as Clostridium spp.
(NMP g1)  (NMP g?) positiva (UFC g™ (UFCg™)
1 1,45 x 103 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
2 2,43 x103 <3 <3 Ausente Ausente 4,7 x 102 Ausente <10
3 7,8 x 102 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
4 6,95 x102 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
5 1,35 x102 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
6 1,9 x 102 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
7 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
8 <10 <3 <3 Ausente Ausente 7,5 x 102 Ausente <10
9 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
10 <10 <3 <3 Ausente Ausente 2,35 x108 Ausente <10
11 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
12 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
13 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
14 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
15 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
16 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
17 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
18 <10 <3 <3 Ausente Ausente <10 Ausente <10
ADAB
(2014) - - Max. 100 Ausente - Max. 10* - -

(-): ndo preconizado; Max.: maximo.



91

auséncia de boas praticas por parte do produtor, durante a coleta e
armazenamento do produto.

Ao avaliarem amostras de méis de Melipona spp. provenientes da Nigéria,
Nweze et al. (2016) verificaram acao inibitdria de microrganismos importantes no
mel, como Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus. Alves et al. (2011) avaliando meéis de Melipona spp.
provenientes de trés estados do Nordeste, ndo constataram presenca de
Salmonella spp. e coliformes a 35° C e a 45° C.

Clostridium é encontrado principalmente no solo, podendo ocorrer nos
ambientes de coleta e processamento do mel (FINOLA, LASAGNO, MARIOLI,
2007). Alem disso, sua presenca pode ser associada ao botulismo infantil em
bebés com idade inferior a um ano (MONETTO et al.,, 1999). Ragazzani et al.
(2008) relataram a presenca de bactérias do Género Clostridium em 11% das
amostras de mel estudadas, das quais 7% apresentaram esporos de Clostridium
botulinum.

Bolores e leveduras foram detectados em 16,16% das amostras (<10 a
2,35 x 10° UFC g) (Tabela 2). Esses microrganismos podem ser veiculados pelas
abelhas, uma vez que alguns fungos sao encontrados nos nectérios das flores
(GOOD et al.,, 2014) e algumas bactérias, como acéticas e lacticas estdo
presentes no intestino destes insetos (VASQUEZ et al., 2012). Os bolores e
leveduras sdo importantes na avaliagdo da qualidade do mel por estarem
associados a espécies deteriorantes, produtoras de micotoxinas (VALSECHI,
2006) e/ou de &cidos carboxilicos, utilizando os agucares como fonte de energia
(POPPI et al., 2015).

Monte et al. (2013) analisando méis de M. fasciculata produzidos no Piaui,
relataram contagens inferiores (1,88 + 0,29 Logl0 UFC g-1). Gois et al. (2010)
avaliando méis de M. scutellaris constataram a presencga de bolores (Penicillium e
Aspergillus) e leveduras, além de alguns tipos bacterianos. Alves et al. (2011)
avaliando meéis de Melipona spp. provenientes de trés estados do Nordeste,

observaram contagem inferior a 10 UFC g™ para bolores e leveduras.



92
Andlises fisico-quimicas

Na Tabela 3 sdo apresentados as variacbes médias dos parametros fisico-
quimicos avaliados para os méis de M. fasciculata e no Anexo 2 os valores
médios obtidos para cada amostra, com relacdo aos parametros fisico-quimicos
observados. Em relacdo ao total de amostras analisadas 11,11% né&o atenderam
aos padrdes (umidade e HMF) estabelecidos pela portaria da ADAB (2014),
podendo sinalizar grau de maturacdo insuficiente e/ou condigcbes de coleta e

armazenamento do produto inadequados.

Tabela 3. Andlise descritiva dos parametros fisico-quimicos de 18 amostras de
mel produzidos pela espécie Melipona fasciculata do Piaui, Brasil e padrées

estabelecidos para a qualidade do mel de Melipona da Bahia (ADAB, 2014).

Variacdo o _
R . Média £ desvio
Parametros (minimo e ADAB, 2014
. padrao

maximo)
Umidade (%) 15,97- 28,73 26,56 + 2,79 20-35
pH 3,21-3,75 3,51+0,14 -

; -1

Acidez (meq Kg~) 12,33 - 43,50 25,06 + 9,85 Max. 50
HMF (mg Kg™) 0,37-13,32 2,65+ 3,19 Max. 10
Atividade diastasica (Gothe) 0,03-0,82 0,10 + 0,19 Max 3
Acucar redutor (%) 63,71 - 77,26 69,79 + 3,72 Min.60
Sacarose aparente (%) 0,39 - 3,81 1,80 + 1,15 Max. 6
Cor (nm, Pfund) 0.34-0.98 0.55+0.16 Ql-PE
SST (°Brix) 69,20 - 81,00 73,64 + 3,86 -
Reacéo de Lugol Negativo - -

Fendis totais (mg EAG Kg™)

115,59 - 287,24

199,05 £ 45,34

Flavonoides totais (mg EQ Kg™) 34.81-175.56 109.30 + 41,78 i

HMF: hidroximetilfurfural; SST= sélidos sollveis totais (°Brix); nm: nhanémetro; (-) ndo preconizado
pela legislacéo.
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Umidade

A umidade dos méis variou entre 15,97% e 28,73% (Tabela 3). A menor
quantidade de &gua corresponde a amostra que apresentou maior acidez e
contetdo de HMF (Anexo-2) que pode estar associado a composi¢cao do néctar, a
perda de agua do mel, durante o seu processamento (devido a temperatura e
umidade relativa na época e local de coleta) ou pela formacdo de
hidroximetilfurfural, reduzindo o nivel da &gua, uma vez que este composto é
originado a partir de moléculas de 4gua em condi¢cdes acidas (SILVA et al.,
2016a). Por outro lado, a elevada umidade no mel de meliponineos, assim como
foi observado na maioria das amostras do presente estudo, pode ser devido a
baixa taxa de desidratacdo do néctar (processo de evaporacao de agua) durante
0 processo de transformagcdo em mel (ALVES et al., 2005). Essa caracteristica
influencia no sabor diferenciado do mel de M. fasciculata (HOLANDA et al., 2013),
além de tornar o produto favoravel ao processo de fermentacdo pela acdo de
leveduras (SOUZA et al., 2009), razdo pela qual o produto deve ser mantido sob
refrigeracdo, apods ser coletado (CARVALHO et al., 2013).

Teores de umidade proximos aos encontrados neste estudo foram
relatados em diferentes pesquisas, com intervalo entre 16,7% e 45,0% nos meéis
de Melipona spp., M. asilvai, M. quadrifasciata, M. scutellaris produzidos em
diferentes regides do Brasil (SOUZA et al., 2004; ALMEIDA-MURADIAN;
MATSUDA; BASTOS, 2007; SOUZA et al, 2006; SOUSA et al., 2013). A
heterogeneidade observada nestes trabalhos evidencia a influéncia das
caracteristicas de cada espécie e regido nas propriedades fisico-quimicas dos
méis.

Analisando méis de M. fasciculata, Kerr (1996); Holanda et al. (2012) e
Holanda et al. (2015) constataram variacdo da umidade conforme a regido de
distribuicdo: intervalo de 21,44 a 27,51% (Maranh&o); valores entre 23,33% a
25,33% no Para (SILVA et al., 2013a) e teor médio de 29,6% no Rio Grande do
Norte (SOUSA et al., 2013).

Considerando as descricdes de diferentes estudos, as condigdes
ambientais influenciam no conteudo de agua do mel, visto que quando produzido
por espécies distribuidas em habitats Umidos apresentam maior teor de

umidade,fato que foi observado para o mel de M. flavoneata do Para (19,0 a
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28,0%) (SILVA et al.,, 2013a) e nos méis de M. seminigra merrilae do Acre
(23,38% a 33,12%) (SILVA et al., 2013b). No entanto, o presente estudo verificou
valores elevados de umidade, apesar do clima seco caracteristico das regifes de
coleta (Piaui). Resultados semelhantes foram encontrados na M. subnitida
(26,4%)e M. scutellaris (25,1%) distribuidas no Estado do Piaui (MONTE et al.,
2013).

Acidez livre e pH

Foi observado uma variacdo de 12,33 meq Kg* a 43,50 meq Kg* nas
amostras de mel avaliadas (Tabela 3). Os diferentes valores de acidez livre
constatados, expressam a relacdo com a composicdo do néctar, uma vez que
esse material € proveniente de diferentes espécies florais e tem influéncia
edafocliméticas. Fatores estes, que em conjunto, interferem principalmente na
presenca e concentracao de acidos carboxilicos e minerais (SOUSA et al., 2016).

Diferentes autores relataram valores de acidez variando conforme a
espécie de Melipona e a regido de distribuicdo: média de 43,48 meq Kg*
encontrada na espécie M. mandacaia (ALVES et al., 2005) e 37,8 meq Kg™ na M.
fasciculata (SOUSA et al., 2013); 24,66 meq Kg™ a 58,33 meq Kg* nos méis de
M. subnitida (SILVA et al., 2016), provenientes do Nordeste brasileiro; intervalo de
16,2 a 139 meq Kg* em amostras de mel de M. mondury e M. Bicolor, no Sul do
Brasil (BILUCA et al., 2016); e 8,24 a 21,45 meq Kg™ nos méis de M. fasciculata e
16,85 a 76,72 meq Kg*M. flavoneata da regido Norte (SILVA et al., 2013a).

Quanto ao pH, este apresentou valores entre 3,21 e 3,75, com média de
3,51 (Tabela 3). Os menores valores de pH constatados nos méis (Anexo-2) estdo
associados ao crescimento de bolores e leveduras (Tabela 2). Apesar de nao ser
um parametro estabelecido pela legislacdo, a determinacédo do pH é utilizada na
caracterizacdo de mel por estar associado a estabilidade do produto frente a acao
de microrganismos tais como alguns fungos (CAVIA et al., 2007). Esses
resultados estao incluidos no intervalo (3,2 a 5,3) relatado por Sousa et al. (2016)
na caracterizagdo de méis de M. subnitida e M. scutellaris e nas variagdes medias
(3,12 a 5,33 e 4,0 a 5,67) encontradas nos méis de M. fasciculata e M. flavoneata
(SILVA et al. 2013a). Esse carater acido, tipico dos méis de abelhas sem ferréo

foi relatado por Biluca et al. (2016) observando intervalo médio de 3,37 a 6,56 nos
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meis de diferentes espécies de Melipona, com a menor média encontrada na M.

biocolor e o maior valor na M. rufivestris mondory (BILUCA et al., 2016).

Hidroximetilfurfural

Os valores de HMF variaram entre 0,37 mg Kg™ e 13,31 mg Kg* (Tabela 3).
A maior concentracdo observada (acima do limite de 10 mg Kg™) pode estar
relacionado a influéncia dos fatores em conjunto (local de coleta, temperatura e
maior acidez) (Anexo-2) na formacdo desta substéancia. Os resultados
demonstraram que, de modo geral, o hidroximetilfurfural ocorre em pequenas
quantidades nos méis de abelhas do Género Melipona, recém coletados, cuja
informacgédo pode ser importante na fixacdo de padrdes de qualidade para o
produto do Estado do Piaui. O contetdo de HMF pode variar conforme a espécie
de abelha, condi¢des climaticas e regido de producdo, podendo aumentar quando
o mel é armazenado por periodo prolongado (SILVA et al., 2016a). Além disso, a
formacdo do composto também tem relacdo com o tipo de acUcar presente no
mel, visto que amostras quando submetidas a tratamento térmico sofrem
alteracbes na concentracio de HMF e na quantidade de acucares
(monossacarideos) (BILUCA et al., 2014).

Estudos em diferentes épocas e locais do Brasil demonstraram variagédo na
concentracdo de HMF em amostras de mel recém coletadas: na regido Norte, na
estacdo chuvosa, Silva et al. (2013a) observaram valores de 0,86 a 9,21 mg Kg™*
nos méis de M. fasciculata e 0,27 a 29,33 mg Kg™ em méis de M. flavoneata; na
regido Nordeste, Evagelista-Rodrigues et al. (2005) detectaram a concentracao
média de 18,92 mg Kg™ em méis de M. scutellaris; Silva et al. (2013c) avaliaram
méis de M. subnitida, durante a estacdo seca e observaram uma concentracéo de
HMF entre 10,80 mg Kg* a 15,71 mg Kg*'; enquanto Biluca et al. (2014),
avaliando méis de diferentes espécies do Género Melipona de Santa Catarina,
observaram quantidades inferiores a 0,035 mg L? em 100% nas amostras
caracterizadas.

Outros estudos demonstraram que mesmo em regides com temperaturas
mais quentes (condicdo que possibilita a formacdo de HMF), caracteristico do
Nordeste brasileiro, essa substédncia ndo foi detectada em méis frescos

produzidos por Melipona spp., como verificado por Sousa et al. (2016) ou quando
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essa substancia esta presente, ocorre em baixas concentragbes (média de 5,79
mg Kg™) (ALVES et al., 2005).

Atividade diastasica

Observando os resultados da atividade diastasica (0,03 a 0,82 unidades
Gothe), todas as amostras analisadas apresentaram valores inferiores a 3
unidades, estando de acordo com a portaria da ADAB (2014). A atividade
diastasica € um parametro utilizado como indicativo do frescor do mel, uma vez
que baixas concentracfes podem apontar perda enzimatica por aquecimento do
produto (SILVA et al., 2016a). Entretanto, estudos recentes relatam a aplicacéo
desse parametro na distincdo de espécies de abelhas, observando que a
presenca e concentracdo de diastase varia conforme a espécie entomoldgica, por
ser produzida nas glandulas hipofaringeanas da abelha (SOUZA et al., 2009;
ALMEIDA-MURANDIAN et al, 2013; AHMED et al., 2013; YUCEL,
SULTANOGLU, 2013). Além disso, méis de Melipona recém coletados ja
apresentam baixas concentracdes desta enzima (NASCIMENTO et al., 2015),
assim como observado no presente estudo.

Biluca et al. (2016) ao caracterizarem méis de Melipona spp., encontraram
valores semelhantes nas amostras de mel de 77% das espécies de abelhas
estudadas. Valores superiores foram relatados nos méis de M. fasciculata,
produzidos no Estado do Maranh&o (0,60 a 3,01 unidades) (HOLANDA et al.,
2012; HOLANDA et al., 2015).

Aclcares redutores e sacarose aparente

O teor de acucares redutores nas amostras de mel analisadas variou de
63,71% a 77, 26% e sacarose aparente de 0,39% a 3,81%, valores em
conformidade com a Portaria da ADAB (2014). Os acuares redutores
apresentaram-se préximos aos valores de sélidos soluveis totais, indicando dessa
forma, a relagdo entre esses dois parametros. Os acucares representam 0s
principais componentes do mel, dependem principalmente da origem botanica,
geografica e habito alimentar das abelhas (ESCUREDO et al., 2014). Quanto ao
teor de sacarose, este pode indicar a presenca de adulteracdo ou coleta

prematura do mel quando ocorre valor acima de 6% (BRASIL, 2000).
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Valores proximos aos resultados relatados foram descritos em outros
estudos com méis de Melipona spp.: 64,29% a 82,10% para acUcares redutores e
0,61% a 6,19% para sacarose nos meéis de M. mandacaia na regido Nordeste
(ALVES et al., 2005); variacdo de 50,67% a 69,64% de acUcares redutores e
2,08% a 5,4% de sacarose aparente em amostras produzidas por M. fasciculata
da regido Norte (SILVA et al., 2013a) e intervalo médio de 50,67% a 72,77% para
acucares nos méis de M. subnitida do Nordeste(SOUSA et al., 2013).

Cor

A intensidade da cor nos méis variou do ambar claro ao d&mbar escuro
(0,340 nm a 0,980 nm) respectivamente, com predominancia da cor ambar em
66,66% das amostras, dentre as quais, estdo as que foram coletadas no periodo
de 2016 (Anexo-2), possivelmente devido a origem botanica associada ao local e
época de coleta. Lacerda et al. (2010) ressaltaram sobre a relagdo da cor com a
espécie floral e nivel de maturacdo do mel, cujos fatores influenciam na
concentracdo de agucares, 0s quais, por sua vez, estdo envolvidos na formacéo
de compostos interferentes na cor (ex.: hidroximetilfurfural).

A predominancia de tonalidades claras no mel de Melipona spp. € relatada
por diferentes autores (VIT et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2015). Uma
variacdo do branco ao ambar foi observada entre grupos de méis produzidos por
Melipona spp. em diferentes municipios da Bahia, sendo que 48,5% das amostras
foram classificadas como extra ambar claro, seguidas de 36,4% representadas
pela cor ambar claro e 12,1% classificadas como ambar (SOUZA et al., 2009).

Nascimento et al. (2015) avaliando méis de Melipona spp. da regido Norte,
constatou predominancia da cor ambar nas amostras analisadas, ressaltando que
essa caracteristica esta associada a espécie floral, bem como ao conteudo de
minerais no mel. Vit et al. (2012) encontraram variagdo na intensidade da cor
(branco ao ambar claro) nos méis de M. favosa. Sousa et al. (2016) avaliaram
méis uniflorais produzidos por M. subnitida e M. scutellaris do Rio Grande do
Norte e da Paraiba, observando variacdo do extra ambar claro ao ambar, com
diferenca na tonalidade conforme a origem botéanica, valor de pH e contetdo de

minerais.
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A cor é um importante parametro na caracterizacdo do mel, pois consiste
em um dos principais critérios adotados pelo mercado consumidor na avaliagdo
da qualidade do produto. A variacdo na intensidade da cor € o principal fator de
influéncia acerca da preferéncia do mel pelo consumidor, determinando a
aceitacéo e o valor comercial (SOUZA et al., 2009). Kumul et al. (2015) considera
que os méis com tonalidades escuras sdo 0s mais adequados ao consumo
humano, por estar associado a concentracdes superiores de minerais e vitaminas,
comparando com amostras de cor mais clara.

Além dos parametros fisico-quimicos definidos pela legislacdo para
certificar a qualidade do mel, outras andlises complementares sdo geralmente
realizadas com o proposito de fornecer maiores informacdes a cerca das
caracteristicas deste produto, tais como reacdo de Lugol, solidos sollveis totais,
compostos fendlicos totais, flavonoides totais (Tabela 3) e acidos carboxilicos
(Tabela 4).

Reacdao de Lugol

Todas as amostras analisadas apresentaram resultado negativo para o
teste de Lugol, corroborando com o0s demais parametros fisico-quimicos
atribuidos a qualidade (sacarose aparente e HMF).

Bera, Almeida-Murandian (2007) constataram resultado negativo para
reacao de Lugol em 11 amostras de mel obtidas de estabelecimentos comerciais.
Analisando amostras de mel comercializados no sul do Brasil, Dias et al. (2009)
observaram resultado positivo em 33,3% dos méis, corroborando com a
determinacdo de sacarose aparente, cujo indice estava acima do estabelecido

pelas normas nacionais.

Solidos solUveis totais

Os valores de solidos soluveis totais variaram de 69,20 °Brix a 81,00 °Brix
com média de 73,64 °Brix (Tabela 3). Os soélidos soluveis correspondem ao
conteudo de sélidos presentes na solucdo de mel, principalmente a concentracao
de acucares, 0 que explica a proximidade entre os valores de °Brix e acucares

redutores observados neste estudo (ver Anexo-2).
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Sousa et al. (2016) avaliando méis de abelhas do Género Melipona do
semiarido brasileiro, detectaram o contetdo de sdlidos soluveis variando entre
71,1 °Brix a 74,7 °Brix. Os méis produzidos na regido sul do Brasil, apresentaram
variacdo entre 60,10 °Brix a 72,90 °Brix (BILUCA et al., 2016), sendo proximo do
resultado constatado nas amostras produzidas por M. fasciculata (72,67 °Brix a
74,0 °Brix) (SILVA et al., 2013a).

Compostos fendlicos totais e flavondides totais

As amostras de mel apresentaram contetdo de compostos fendlicos totais
variando entre 115,59e 287,24 mg EAG Kg™ e flavondides totais de 34,81 a 175,
mg EQ Kg* (Tabela 3). As variacbes podem estar relacionadas ao periodo e local
de coleta, bem como a floragdo de espécies vegetais distintas e preferéncias da
espécie de abelha. O conteddo de compostos fendlicos varia conforme a
associacao de espécies florais visitadas pelas abelhas (AHMED et al., 2013).

Um estudo realizado por Biluca et al. (2016) demonstrou variacdo superior
na composicdo de compostos fendlicos totais (103,0 mg EAG Kg* a 980,0 mg
EAG Kg™), cujo resultado foi associado a influéncia da distribuicdo geogréfica das
diferentes espécies de Melipona. Pesquisas semelhantes também descreveram
valores superiores de compostos fendlicos totais (1.100 mg EAG Kg*a 1.300 mg
EAG Kg™) para M. subnitida, cuja variacdo apresentou relacdo com o potencial
antioxidante e com as espécies florais identificadas no estudo.

Avaliando 13 amostras de mel multiflorais, produzidas por Melipona favosa
da América do Sul, Vit et al. (2012) relataram teor de compostos fendlicos totais
(515 a 2.171 mg EAG Kg™) e flavonéides totais (1 a 815 mg EQ Kg™). Ahmed et
al. (2013) encontraram contetdo de compostos fendlicos totais (639,3 a 953,6 mg
GAE Kg-1) e flavonéides totais (541,0 a 994,0 mg EQ Kg™'). Méis monoflorais
estudados por A-Rahaman et al. (2013) apresentaram teor de compostos
fenodlicos totais (383.79 a 606.17 mg EAG Kg?) e flavonéides totais (49,04 a
183,43 mg EQ Kg™).

Acidos carboxilicos

A determinagcdo de &cidos carboxilicos no mel de abelha sem ferrdo

consiste em uma abordagem recente, mas pode ser um importante parametro
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para avaliar a qualidade e indicar o tempo de prateleira deste produto (SILVA et
al., 2016a).

Nas amostras de mel analisados foram identificados sete tipos de acidos
carboxilicos, apresentando diferentes concentracdes (Tabela 4). No mel, os
acidos carboxilicos equivale a aproximadamente 0,5% da sua composi¢cédo
(KARABGIAS et al.,, 2014), podendo estar associado a origem do néctar (sdo
encontrados em frutas e vegetais) e/ou a presenca de alguns microrganismos
(ex.: alguns fungos) (CAVIA et al., 2007).

Vinte e oito percento das acidos carboxilicos identificados foram detectados
em todas as amostras, sendo eles os acido ascérbico (26,31 e 28,39 mg Kg™) e
tartarico (653,82 a 27.280 mg Kg™?); 14,4% foram detectados em 94,4% das
amostras, representado pelo &cido acético (148,19 a 10.935 mg K™). Além destes,
foram encontrados o &cido citrico (6,79 a 1.718,3 mg Kg™), fumarico (0,44 a 17,
52 mg Kg™), maléico (0,55 a 13,52) e succinico (0,11 a 2,47 mg Kg™) (Tabela 4).

O &cido ascorbico possui acdo antioxidante (PENICAUD et al., 2010),
enguanto o tartarico pode inibir o crescimento de alguns microrganismos (SILVA
et al., 2010). O &cido acético indica o nivel de fermentacao do mel, uma vez que
sua presenca esta relacionada principalmente a acdo de leveduras que causam
deterioracdo do produto, conferindo odor e sabor caracteristicos (MATO et al.,
2006).

Os valores superiores de acido ascorbico, tartarico e acético foram
constatados nas amostras que apresentaram crescimento de bactérias mesofilas
(Tabela 2) e maior acidez (Anexo-2), coletadas no periodo de 2015. Isso pode ser
um indicativo da influéncia do local e época de coleta, bem como da
contaminagdo microbiolégica e da origem floral na composicdo do néctar
(CAMPO et al., 2016), principalmente com relacdo a concentracado de acgucares,
componentes envolvidos na formacdo de acido acético pela acdo de
microrganismos (CAVIA et al., 2007). Além disso, o periodo de armazenamento
do mel na colméia pode interferir no conteddo do acido acético.

Méis provenientes de diferentes regides apresentam contetudo de acidos
carboxilicos diversificado: acido citrico (44 a 465 mg kg™) acido succinico (23,4 a
232 mg Kg?), conforme a origem botanica (DANIELE, MAITRE, CASABIANCA,
2012; SUA'REZ-LUQUE et al., 2002a, 2002b; TEZCAN et al., 2011).
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Tabela 4. Acidos carboxilicos identificados nos méis de Melipona fasciculata coletados no periodo de 2015 e 2016 em diferentes

locais do Piaui, Brasil.

Acidos carboxilicos (mg Kg™) IC

Amostra AcAs AcAc AcS AcT AcM AcC AcF
MP 1 128,68 +0,06 1.145,5+ 4,73 0,54 + 0,09 10.671,1 + 322,8 13,52 + 0,63 nd 7,75+ 1,72
MP 2 27,01 + 0,08 10.935,2+1161,28 0,61+ 0,03 15.720,4 + 353,1 nd 577,22 + 4,76 2,63 +0,02
MP 3 79,25+ 7,13 6.290,0 + 548,40 nd 9.969,4 + 296,9 nd nd 2,93 +0,02
MP 4 54,28 + 2,18 2.741,6 £ 68,26 0,65+0,11 12.370,3 £ 149,4 nd 1.718,3 + 44,61 nd
MP 5 74,65 + 3,65 2.772,8 £56,70 0,58 +0,10 10.871 + 189,2 nd nd 5,27 + 0,93
MP 6 74,82 + 0,92 527,58 + 3,31 0,44 + 0,06 27.280,6 + 300,1 2,09 £0,20 nd 17,52+ 7,29
GD7 95,27 + 0,50 821,69 + 174,17 0,46 + 0,03 6.299,5 £ 54,7 nd nd 2,44 + 0,28
MP 8 51,45+ 1,03 544,43 + 4,64 0,15 + 0,02 653,82 + 8,42 0,62 + 0,01 nd nd
MP 9 26,31+ 0,18 nd 0,16 + 0,02 735,01 + 5,55 0,57 + 0,03 nd 0,53 +0,03
MP 10 41,42 +£0,82 929,40 + 21,97 0,13+0,01 685,94 + 0,79 nd 6,79+ 1,20 0,51 +0,01
MP 11 34,16 + 0,98 350,81 + 10,66 0,13+ 0,02 704,15 £ 9,13 0,54 +0,03 nd 0,55+ 0,02
MP 12 27,22 + 1,56 229,87 + 15,86 2,47 + 0,41 679,9 + 21,69 0,83 +£0,07 6,86 + 1,39 1,20 £ 0,01
MP 13 29,19 +0,34 230,90 + 16,91 nd 755,73 + 30,18 0,54 + 0,04 nd nd
MP 14 52,08 + 4,56 426,32 + 16,80 0,12 +0,01 709,77 £ 5,78 0,55+0,04 nd 0,59 + 0,06
MP 15 44,69 + 11,50 148,19 + 10,14 0,12 + 0,01 703,59 + 9,57 nd nd 0,52 + 0,02
MP 16 57,72+ 1,51 192,81 + 9,06 0,15+ 0,03 678,46 £ 5,28 nd nd 0,59+ 0,01
MP 17 109,95 + 0,88 341,54 + 3,77 0,25+ 0,01 778,03 + 2,65 0,61 + 0,01 120,86 + 54,19 0,52 +0,01
MP 18 49,15 + 4,20 850,05 + 300,38 nd 688,67 + 11,32 0,55+ 0,06 20,69 + 2,81 0,44 + 0,09
Variagcao 26,31- 128,69 148,19 -10.935,2 0,12 - 2,47 653,82- 27.280,65 0,54 - 13,52 6,79 - 1.718,3 0,44 -17,52
Média 58,74 1.637,66 0,39 5.608,66 1,14 136,16 2,45
Desvio 29,72 2773,92 0,56 7494,31 3,13 417,80 4,29
padréo +

IC: intervalo de confianca; MP: Murici dos Portelas; GD: Guadalupe — locais de coleta; AcAs: acido ascérbico; AcAc: acido acético; AcS: acido succinico; AcF:
acido fumarico; AcC: acido citrico; AcT: acido tartarico.
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Os resultados do presente estudo sdo semelhantes aos descritos por
Svecova et al. (2015) ao caracterizarem méis provenientes da Republica Checa,
apresentando variacdo de acido acético (620 mg Kg™ a 16.610 mg Kg™), citrico
(120 mg Kg* a 3.310 mg Kg™), succinico (460 mg Kg™* a 3.930 mg Kg™) e &cido
fumarico (0 a 24.030 mg Kg?). Campo et al. (2016) observaram variacdes
diferentes nos méis provenientes da Espanha: &cido citrico (< 9,2 a 632,0 mg
Kg"), 4cido acético (46,0 mg Kg™ a 908 mg Kg™) e 4cido succinico (13,0 mg Kg™t a
434,0 mg Kg™).

Correlacao entre os parametros fisico-quimicos

Considerando todas as caracteristicas fisico-quimicas das amostras de mel
avaliadas, observa-se na Tabela 5 uma correlacdo positiva entre a acidez e
acucares redutores, compostos fendlicos totais, acido ascoérbico, acético,
succinico, fumarico e tartarico, assim como entre acucares redutores e &cido
acético e 4cido tartarico, compostos fendlicos totais com &cido ascoérbico e acido
fumarico e, entre o acido acético e tartarico. Diferentes substancias presentes no
mel estdo associadas ao aumento da acidez, tais como acidos carboxilicos pela
dissolucdo de ions hidrogénio, com reducao do valor de pH (CORNEJO, 1988;
MATO et al., 2006) e compostos fendlicos (acidos fendlicos e flavondides)
doadores de prétons, contribuindo na acidificacdo do meio (A-RAHAMAN et al.,
2013).

A literatura relata que o aumento da acidez ocorre apartir da conversao de
acucares a acidos carboxilicos, por acdo enzimética e microbiana (JOSEPH et al.,
2007; MOREIRA et al., 2007), por consequéncia, o conteudo de acucar reduz
enquanto ocorre 0 aumento da acidez, sendo observado no presente estudo uma
relacdo contraria, possivelmente outros fatores podem estar envolvidos na
acidificacdo dos méis, como a composi¢cao do néctar que influencia na presenca
de acidos carboxilicos e minerais.

Correlagbes negativas foram observadas entre a umidade e 4cido tartarico,
pH e &cido citrico, atividade diastasica com acido succinico e tartarico, solidos
soluveis totais (°Brix) com acucares redutores e compostos fendlicos totais. Esse
tipo de correlacéo é constatada quando ha aumento de uma variavel e diminui¢cado

de outra. Nesse caso, 0s parametros citados sdo inversamente relacionados.
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Tabela 5. Coeficientes de correlacdo de Spearman entre os parametros

fasciculata, provenientes do Piaui, Brasil.

fisico-quimicos de amostras de mel da Melipona

Variavel UMI pH ACI HMF DIA BRIX  ARED SAC FEN FLA AcAs AcAc AcM AcS AcF AcC AcT COR
UMl -

pH -0,26"° -

ACI 0,46 -0,43M -

HMF 0,06™  0,22™  .0,05" -

DIA 0,31™ 0,19 -045" .0,24"™ -

BRIX -0,08" 0,23 .036" -0,01™ 009" -

ARED -0,21™ -0,06™ 055« -027™ 0,08  -047* -

SAC -0,12™ 0,23 017 035" 018" 000" 042" -

FEN -0,18" -0,32™ 052 0,14 .0,04™ -0,50+ 0,30" 0,03" -

FLA -0,06™ -0,19™ 021 -0,32™ 024™ -041™ 0,01 016" 021" -

AcAs 0,37  -0,01™ 053 0,22 012 -017™ 027" 0,23 0,66 -008"° -

AcAc -0,46M  -0,23" 0,71 -023" .05 -0,31™ 053 -0,29™ 032" 0,39 0,32™ -

AcM 0,18 0,00 -027™ 025" -008" 009" -022" 017" 005" -0,12™ 007" -0,290™

AcS -0,30™ -0,14™ 047 002" -057* -0,29™ 031" 0,15 0,03"% -0,04™ 0,11 0,24 011" -

AcF -0,44" 022" o050 0,19 -0,10™ -0,31™ 041" o017 o50* 016" 038" 030" 008" 0,37" -

AcC 025"  .063 0,29 027 .046" -0,32™ -.005" -0,21™ 003" 038" .018% 031" -008" 038" -032"

AcT -0,61** -0,17™ 0,77 -0,07™  -049¢* -0,38" 062> -0,07™ 044" 017%™ 035" 053 -008" 040" 051 0,11 -
COR 0,18" 0,00 -0,22™ .0,12™ 0,07™ 0,23 -0,09™ -0,04™ 0,21™ 0,39™ -0,00™ -0,29™ 0,00 -0,45" -0,14™ -0,12™ -0,19™

NS - néo significativo. * significativo a 5%, ** significativo a 1%. UMI: umidade (%), pH: pH;

ACI: acidez; HMF: Hidroximetilfurfural; DIA: atividade diastasica; SST: solidos
solaveis totais; ARED: acucar redutor; SAC: sacarose aparente; FEN: fendis totais; FLA: flavonoides totais; AcAs: ac. ascorbico; AcAc: ac. acético; AcM: Ac. maléico; AcS: ac.
succinico; AcF: ac. fumarico; AcC: ac. citrico; AcT: ac. tartarico.
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Esses resultados possivelmente se devem a alteracdo da quantidade de &gua
pela presenca de &cidos carboxilicos, 0os quais por sua vez podem interferir na
variacdo do pH, além de serem influenciados pela atividade enzimatica do mel.

No presente estudo ndo foi observado uma correlacdo entre compostos
fendlicos e cor, embora em outros estudostenha sido verificado uma correlagéo
positiva (BERTONCELJ et al.,, 2007; OLIVEIRA et al.,, 2012), visto estas
substancias serem provenientes do néctar e estarem associadas a pigmentacao
de espécies vegetais, influenciando na cor do mel. Entretanto, alguns desses
compostos sdo incolores e nado influenciam nesta caracteristica (SILVA et al.,
2016a). Além disso, outros componentes podem ter influenciado na coloracédo das

amostras, como por exemplo, os minerais (SOUSA et al., 2016).

Conclusao

A maioria das amostras de mel de M. fasciculata respondeu positivamente
aos testes de qualidade, indicando que estas foram coletadas, envasadas e
armazenadas em condi¢cdes higiénicas sanitarias e ambientais adequadas,
validando o seu consumo como alimento. A determinacao dos acidos carboxilicos
como uma abordagem recente no mel de M. fasciculata € um procedimento que

podera contribuir para caracterizar as especificidades do mel de Melipona.
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ARTIGO 3

COMPARACAO DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS ENTRE
OS MEIS DE Melipona subnitida E Melipona fasciculata DA
REGIAO SEMIARIDA DO BRASIL?

1Artigo a ser ajustado para posterior submissao ao Comité Editorial do periddico cientifico Food
Chemistry, em verséo na lingua inglesa.
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COMPARACAO DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS ENTRE OS MEIS DE
Melipona subnitida E Melipona fasciculata DA REGIAO SEMIARIDA DO
BRASIL

Resumo: As caracteristicas fisico-quimicas do mel variam conforme a espécie de
abelha, clima, regido, periodo de coleta, processamento e armazenamento.
Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi realizar um estudo comparativo das
caracteristicas fisico-quimicas dos méis de M. subnitida e M. fasciculata,
coletados em diferentes épocas e regides do Estado do Piaui e verificar como as
amostras estdo agrupadas. Foram analisadas um total de 29 amostras de méis
(M. subnitida (11) e M. fasciculata (18)), coletadas entre os meses de julho e
outubro de 2015 e marco de 2016, nos municipios de Murici dos Portelas,
Cajueiro da Praia, Guadalupe e Parnaiba, Piaui, Brasil. As amostras foram
avaliadas pela associacdo de técnicas estatisticas (estatistica descritiva e
comparativa, analise de componentes principais e de agrupamento) com analises
fisico-quimicas (umidade, pH, acidez, HMF, atividade diastasica, acUcares
redutores, sacarose aparente, cor, solidos solluveis totais, compostos fendlicos e
flavondides totais, e acidos carboxilicos). Setenta e sete percento das amostras
nao diferiram significativamente entre os paramentros avaliados, as demais
22,22% foram altamente significativas a 1% para acucares redutores e
significativa a 5 % para HMF, cor e &cido acético. O estudo das componentes
principais ndo foi satisfatério para explicar a variagdo entre as amostras.
Avaliando a época de coleta, os méis de M. subnitida e M. fasciculata
apresentaram diferencas entre si, sendo explicadas pela acidez, pH, compostos
fendlicos totais, acido fumarico, HMF e cor. O estudo revelou similaridade entre os
parametros fisico-quimicos dos méis das duas espécies de abelhas, além disso, a

época foi um dos fatores determinantes na formagéo de agrupamentos.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo; acidos carboxilicos; produtos das abelhas.
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COMPARISON OF PHYSICOCHEMICAL PARAMETERS BETWEEN THE
HONEYS OF Melipona subnitida AND Melipona fasciculata OF THE SEMI-
ARID REGION OF BRAZIL

Abstract: The physicochemical characteristics of honey vary according to bee
species, climate, region, period of collection, processing and storage. In this
context, the aim of this work was to perform a comparative study of the
physicochemical characteristics of M. subnitida and M. fasciculata honeys
collected at different times and regions of the State of Piaui and to verify how the
samples are grouped. A total of 29 honey samples (M. subnitida (11) and M.
fasciculata (18)), collected between July and October of 2015 and March of 2016,
were analyzed in the counties of Murici dos Portelas, Cajueiro da Praia,
Guadalupe and Parnaiba, Piaui, Brazil. The samples were evaluated by the
association of statistical techniques (descriptive and comparative statistics,
principal components analysis and cluster) with physico-chemical analyzes
(moisture, pH, acidity, HMF, diastase activity, reducing sugars, apparent sucrose,
color, soluble solids total, phenolic compounds, total flavonoids and carboxylic
acids). Seventy-seven percent of the samples did not differ significantly between
the evaluated parameters, the remaining 22.22% were highly significant at 1% for
reducing sugars and significant at 5% for HMF, color and acetic acid. The study of
the principal components was not satisfactory to explain the variation between
samples. Evaluating the collection season, the honeys of M. subnitida and M.
fasciculata presented differences among themselves, being explained by acidity,
pH, total phenolic compounds, fumaric acid, HMF and color. The study revealed
similarity between the physical-chemical parameters of honeys of two species of
bees, in addition, the time was one of determining factors in the formation of

clusters.

Keywords: Stingless bees; carboxylic acids; bees products.
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Introducéo

O Brasil possui uma diversidade de espécies de abelhas sem ferrao,
(meliponineos) que representam importancia econémica e socioambiental nas
diferentes regibes onde se encontram distribuidas (KERR, 1997). No territério
nacional predominam clima e vegetacao diversificados que viabiliza a criagéao
técnica dessas abelhas, bem como a producdo e comercializacdo de mel com
caracteristicas diferenciadas (JAFFE et al., 2015).

A regido Nordeste do Brasil apresenta potencial para producao de mel,
principalmente pela flora diversificada (tipica da faixa de transicao entre caatinga,
cerrado e restingas) que garante o fornecimento de néctar e pélen o ano inteiro e
pela presenca de diversas espécies de abelhas pertencentes ao Género
Melipona, conhecidas por serem as mais produtivas e criadas por pequenos
produtores rurais (KOFFLER et al., 2015; SOUSA et al., 2016).

O mel de meliponineos € considerado uma solugdo concentrada de
acucares, com predominancia de frutose e glicose, além de outros componentes
como polifendis, proteinas, minerais, acidos organicos, compostos aromaticos e
pélen (ADAB, 2014). Essa composi¢cao pode variar a depender da origem do
néctar, espécie entomoldgica, regido de producdo e condicbes meteoroldgicas
(OLIVEIRA et al., 2012a).

Considerando a influéncia de diferentes fatores na composi¢cao do mel e a
escassez de estudos, existe a necessidade de obter informagbes acerca das
caracteristicas fisico-quimicas de grupos de méis produzidos por diferentes
espécies de abelhas, como forma de conhecer as suas particularidades,
buscando a definicdo de padrbées de qualidade e identidade do mel de
meliponineos (CARVALHO et al., 2013).

Dentre as espécies de meliponas, destacam-se a Melipona subnitida
(jandaira) criada com frequéncia por meliponicultores na regido Nordeste
(CAVALHO, KOEDAM, IMPERATRIZ-FONSECA, 2014) e a M. fasciculata, cuja
criagdo contribui no rendimento financeiro para familias de baixo poder aquisitivo
(HOLANDA et al., 2015; RIBEIRO, ALBQUERQUE, LUZ, 2016). Essas espécies
apresentam valor comercial, principalmente pela produgéo de mel, apreciado pelo

sabor diferenciado, conferido por suas caracteristicas fisico-quimicas (HOLANDA
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et al., 2012; SILVA et al., 2013b) e pelas propriedades terapéuticas (OLIVEIRA et
al., 2012a; SOUSA et al., 2016).

Nesse contexto, o objetivo desta pesquisa foi realizar um estudo
comparativo das caracteristicas fisico-quimicas dos méis produzidos por duas
espécies de abelhas sem ferrdo, Melipona subnitida e M. fasciculata, na regido

semiarida do Brasil e verificar como as amostras estdo agrupadas

Material e métodos

Local de coleta e amostragem

O presente estudo avaliou 29 amostras de mel de Melipona subnitida
(11) e M. fasciculata (18), coletadas diretamente de meliponicultores, nos meses
de julho e outubro de 2015 e marco de 2016, nos municipios de Murici dos
Portelas, Cajueiro da Praia, Guadalupe e Parnaiba, situados na faixa de transicédo
entre a vegetagdo de cerrado e litoral, Piaui, Brasil. De forma asséptica os méis
foram coletados e armazenados em recipientes plasticos estéreis, transportados
em caixa térmica refrigerada e encaminhados ao Nucleo de Estudos dos Insetos —
INSECTA da Universidade Federal do Recbncavo da Bahia, no Centro de
Ciéncias, Agréarias, Ambientais e Biolégicas (CCAAB), no campus de Cruz das

Almas.
Caracterizacdo das amostras

A caracterizacdo fisico-quimica dos méis foi realizada a partir da
determinacao dos parametros: umidade (ATAGO Co, 1988), acucares redutores e
sacarose aparente (LANE, EYON, 1934, com modificacbes de MARCHINI et al.,
2004), sdlidos soluveis totais (A.O.A.C. 2005), pH e acidez livre (A.O.A.C., 1990),
hidroximetilfurfural (HMF) (A.O.A.C.,1990), atividade diastasica (A.O.A.C., 1990) e
cor (VIDAL, FREGOSI, 1984), além da determinacdo de compostos fendlicos
totais (SINGLETON, ORTHOFER, LAMUELA-RAVENTOS, 1999), flavonodides
totais (WOISKY, SALATINO, 1998) e acidos carboxilicos (SANTOS, SANTOS,
AZEVEDO, 2014).
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As amostras de mel de ambas as espécies foram obtidas em trés épocas
distintas: E1 = época 1 ( julho, 2015); E2 = época 2 (outubro, 2015); e E3 = época
3 (marco, 2016).

Anélises estatisticas

Foram utilizadas ferramentas da Estatistica Descritiva e para comparar as
variaveis entre as espécies, o teste de Mann-Whitney (U). Este teste consiste na
estatistica ndo paramétrica, utilizada quando os dados nao apresentam
distribuicio normal e dispbe de pequenas amostras. E indicado para comparar
dois grupos ndo pareados (diferentes niumeros de observacdes) e verificar se
pertencem ou ndo a mesma populacdo, testando a igualdade das medianas
(DELL INC., 2016).

Os resultados também foram analisados pelo método de componentes
principais, Biplot (GABRIEL, 1971) e analise de agrupamento (Método de Ward)
considerando as caracteristicas fisico-quimicas gerais das amostras de mel, por
espécie, local e época de coleta. Devido ao grande nimero de variaveis medidas
em unidades diferentes, as andlises foram realizadas a partir de dados
padronizados.

A andlise de componentes principais (ACP) consiste em transformar, a
partir da matriz de correlagdo, um conjunto de varidveis em um novo conjunto de
p variaveis nao correlacionadas entre si e que explicam a variancia total
observada entre os dados (REGAZZI, 2002). Esse critério estabelece que o
namero de varidveis descartadas deve ser igual ao de componentes cuja
variancia (autovalor) é inferior a 0,7. As analises foram realizadas pelo software
Statistica (DELL INC., 2016).

A analise de agrupamento das caracteristicas para obtencdo do
dendograma utilizou a distancia euclidiana média e o método Ward para trés

épocas de coleta do mel, duas espécies de abelhas e quatro regides.

Resultados e discussao

Os resultados da analise de variancia em relagdo aos parametros fisico-
quimicos avaliados nos méis de M. fasciculata e M. subnitida, estéo

representados na Tabela 1. Foi constatado que as amostras de mel ndo diferiram
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significativamente em 77,77% dos paramentros avaliados, ou seja, sé&o
estatisticamente semelhantes. Diferiram significativamente apenas em 22,22%,
sendo altamente significativo a 1% para concentracdo de acucares redutores e
significativo a 5 % para o conteudo de hidroximetilfurfural, acido acético e cor. O
acido aceético associado aos agucares redutores podem influenciar na reacédo de
Maillard, que por consequéncia, influencia no HMF e cor. Estes parametros estao
associados a qualidade do mel e podem ser influenciados por fatores externos
(temperatura, umidade - periodo de coleta e armazenamento) ou crescimento
microbiano, estando as duas espécies de abelhas submetidas as condi¢des
ambientais semelhantes.

Os acucares redutores influenciam no valor energético do mel,
caracterizando como uma fonte de energia imediata (PERALTA, UETANABARO,
LUCCHESE, 2015). Um valor energético elevado pode propiciar um meio com
elevada pressao osmdtica, reduzindo a atividade de agua (Aw) o que pode
dificultar o desenvolvimento de microrganismos e, consequentemente favorece
maior tempo de prateleira do mel (KUROISHI et al., 2012).

Svecova et al. (2014) relataram que o teor de HMF no mel varia conforme a
origem geografica, bem como as condi¢cdes de armazenamento. Quanto ao &cido
acético, este pode variar conforme a composicdo do néctar e a presenca de
microrganismos que utilizam os agucares como fonte de energia, influenciando no
sabor e aroma (SVECOVA et al., 2015).

No geral, a cor variou do branco a ambar (Tabela 1) e certamente esta
associada a espécie floral e nivel de maturacédo, conforme Lacerda et al. (2010).
Avaliando diferentes espécies do Género Melipona, Silva et al. (2013a)
verificaram que sado estatisticamente semelhantes com relacdo a cor dos méis,
cuja caracteristica estd associada as condi¢cdes climaticas da regido e
composic¢ao do néctar.

VariagOes significativas do conteudo de HMF foi relatada por Belay et al.
(2013) entre méis coletados em diferentes colméias, ndo havendo distincdo das
regides de coleta. Sousa et al. (2016) observaram diferenca significativa entre
méis de Melipona subnitida e M. scutellaris com relagéo a quantidade de acucares
redutores e cor, variando conforme a espécie entomoldgica e origem botanica.

Em outros casos, também foi constatado diferencgas significativas entre amostras
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Tabela 1. Valores medianos das variaveis fisico-quimicas de amostras de mel da Melipona fasciculata e M. subnitida,

provenientes da regiao semiarida do Brasil.

Variaveis M. fasciculata M. subnitida Valor de U Valor de p
Umidade (%) 27,20 (26,39 - 27,92) 27,20 (26,77 - 27,47) 92,00 0,77"°
pH 3,48 (3,43 - 3,65) 3,63 (3,29 - 3,86) 81,00 0,43"°
Acidez (meq Kg™) 23,16 (16,33 - 33,45) 28,33 (23,33 - 37,00) 70,50 0,21
HMF (mg Kg™) 2,02 (1,12 - 2,37) 4,44 (2,00 - 8,42) 52,50 0,04*
AD (Gothe) 0,04 (0,04 - 0,06) 0,05 (0,04 - 0,06) 98,50 1,008
SST (°Brix) 72,10 (71,17 - 77,67) 71,00 (70,00 - 73,80) 72,50 0,24N3
ARED (%) 69,30 (67,53 - 71,37) 72,04 (71,25 - 76,14) 41,00 <0,01**
SAC (%) 1,74 (0,74 - 2,78) 1,15 (0,99 - 3,12) 99,00 1,008
FEN (mg Kg™) 201,61 (175,07 - 227,10) 121,85 (78,33 - 135,73) 72,50 0,24N%
FLA (mg Kg™) 121,85 (78,33 - 135,73) 86,67 (60,94 - 105,19) 59,50 0,08 "
AcAs (mg Kg™) 51,77 (32,91 - 75,92) 75,06 (33,62 - 116,98) 84,00 0,52N°
AcAc (mg Kg™) 536,00 (229,87 - 1006,45) 3584,3 (1006,45 - 8079,17) 48,50 0,02*
AcM (mg Kg™) 0,55 (0,00 - 0,61) 0,00 (0,00 - 0,89) 82,00 0,41N°
AcS (mg Kg™) 0,16 (0,12 - 0,55) 0,45 (0,14 - 0,50) 92,50 0,78"°
AcF (mg Kg™) 0,57 (0,50 - 2,71) 0,80 (0,00 - 6,82) 98,00 0,97 "%
AcC (mg Kg™) 0,00 (0,00 - 10,32) 0,00 (0,00 - 13,00) 99,00 1,00
AcT (mg Kg™) 745,37 (687,99 - 10721,12) 9864,71 (759,66 - 16470,47) 62,00 0,20
Cor (Pfund) 0,53 (0,40 - 0,63) 0,33 (0,15 - 0,52) 52,00 0,04*

NS - néo significativo. * significativo a 5%, ** significativo a 1%; * Teste de Mann-Whitney. Mediana e percentis 25 e 75 entre parénteses.

(HMF: hidroximetiulfurfural; AD: atividade diastasica; SST: solidos sollUveis totais; ARED: acUcares redutores; SAC: sacarose aparente; FEN: fendis
totais; FLA: flavonodides totais; AcAs: acido ascorbico; AcAc: acido acético; AcM: acido maléico; AcS: acido succinico; AcF: acido fumarico; AcC: acido

citrico; AcT: 4cido tartérico).
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de mel com relacéo ao conteudo de agucares redutores (ESCUREDO et al., 2014;
BILUCA et al., 2016).

A Tabela 2 mostra a variancia (autovalores) explicada e acumulada para
cada uma dos oito componentes principais. Os primeiros componentes
respondem pela maior parte da variancia (39%). Em virtude da baixa
porcentagem (39%) observada, este modelo ndo explica de forma satisfatéria a
variabilidade, sendo necesséarios oito componentes para explicar 83% da
variabilidade apresentada pelos grupos de mel.

Utilizando a analise de componentes principais dos méis produzidos por M.
scutellaris e M. quadrifasciata, provenientes do Estado da Bahia, Sodré et al.
(2008) constataram que a separacdo das amostras ocorreu conforme o tipo de
tratamento térmico aplicado (processo de desumidificacdo), ndo sendo
exclusivamente de acordo com a espécie entomoldgica.

Observando a andlise de componentes principais, verificou-se que as
variaveis que tem maior peso no primeiro componente (CP1) que modela 22,17%
da informacdo, € uma combinacdo positiva entre acidez; compostos fendlicos
totais e acido fumarico e no CP2 que corresponde a 16,83% é representada pelo
pH e HMF positivamente e cor negativamente (Tabela 3).

Tabela 2. Estimativa das variancias (autovalores) e porcentagem acumulada da
variancia total (%), obtidas pela analise de componentes principais considerando-
se 29 amostras de mel de espécies de Melipona produzidos na regido semiarida

do Brasil e 18 caracteristicas avaliadas.

Componentes principais Autovalores % Acumulada
1 3,99 22,17
2 3,03 39,00
3 2,15 50,96
4 1,66 60,18
5 1,41 68,00
6 1,09 74,09
7 0,99 79,56
8 0,75 83,75
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Tabela 3. Autovetores calculados para amostras de mel (29) de espécies de Meliponada regido semiarida do Brasil.

Variaveis CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CpP7 CP8

UMI -0,0521 -0,1459 -0,2745 0,3440 0,0651 0,6446 -0,0373 -0,2475
pH -0,0726 0,4601 0,1090 0,0433 0,1724 0,2498 -0,0876 0,2739
ACI 0,4278 -0,1170 0,0384 -0,0994 -0,0430 -0,2870 0,2083 -0,0297
HMF 0,0359 0,3984 0,3312 -0,1048 0,0318 -0,0649 -0,2882 0,0172
AD -0,2016 0,0024 0,1557 0,2711 -0,3128 0,0942 0,4908 0,1367
BRIX -0,2735 -0,1321 0,3515 0,0663 -0,1517 -0,3038 -0,0423 -0,1779
ARED 0,3182 0,3082 -0,0503 0,3048 -0,0166 0,0459 -0,1859 0,0113
SAC -0,0410 0,0754 0,0775 -0,5978 0,0182 0,2981 0,12901 0,3701
FEN 0,4009 -0,1933 0,2456 -0,0037 -0,0256 0,2096 -0,0109 -0,0357
FLA 0,0433 -0,2952 -0,2829 -0,1438 0,3727 -0,0792 -0,3539 0,0688
AcAs 0,2479 -0,1015 0,3155 -0,1199 -0,2023 0,1334 -0,3313 -0,4153
AcAc 0,2989 0,0067 -0,0368 0,1733 0,4639 -0,2302 0,2905 0,0709
AcM 0,1329 -0,0662 -0,2752 -0,1752 -0,5739 0,0418 -0,1262 0,1364
AcS -0,0452 0,1084 -0,2355 -0,4795 0,1061 0,0807 0,2990 -0,4591
AcF 0,3813 -0,1312 0,2053 -0,0129 -0,0137 0,2281 0,3251 0,0787
AcC 0,1732 0,0924 -0,4485 0,0692 -0,3132 -0,2203 -0,0508 0,2000
AcT 0,2840 0,3474 -0,0656 -0,0047 -0,0703 0,0459 -0,0075 -0,0287
COR 0,0157 -0,4232 0,1589 0,0069 0,0463 0,1065 -0,1934 0,4639

UMI: Umidade (%), pH: pH; ACI: Acidez; HMF: Hidroximetilfurfural; AD: Atividade diastésica; BRIX: °Brix - solidos sollUveis totais; ARED: Agucar
redutor; SAC: Sacarose aparente; FEN: Fendis totais; FLA: Flavondides totais; AcAs: ac. ascorbico; AcAc: ac. acético; AcM: ac. maléico; AcS: ac.
succinico; AcF: ac. fuméarico; AcC: ac. citrico; AcT: ac. tartarico.
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Em um estudo realizado por Flanjack et al. (2015) com méis coletados em
diferentes estagbes do ano, as duas primeiras componentes principais
representaram 83,3%, explicada pela variacdo na intensidade da cor, cuja
caracteristica mostrou relacdo com a origem botanica.

Com base na distribuicdo espacial das amostras (Figuras 1), sao
observados os Biplots, apresentados por espécie de abelha produtora (Figura
1A), local (Figura 1B) e época de coleta (Figura 1C).

Comparando-se os trés graficos (Figura 1) foi observado uma clara
separacdo entre as épocas de coleta, influenciando as caracteristicas fisico-
quimicas das amostras de mel analisadas. Entre as espécies de abelhas
avaliadas e regido de distribuicdo ndo houve distingcdo dessas caracteristicas.

De modo geral, as amostras de mel que foram coletadas na E1 e E2
caracterizaram-se por alta associacdo, positivamente, de acidez, HMF, acucares
redutores, compostos fendlicos totais, flavonodides totais, acido ascérbico, acético,
maléico, fumarico, citrico, tartarico e cor. Contrariamente, as amostras da E3
estdo associadas negativamente pela umidade, pH, atividade diastasica; solidos

sollveis totais (°Brix), sacarose e acido succinico.
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Cormponents Frincipal 2: 1653

Componanta Frincipa 2: 16853
(=]

Cormponants Frinc pa 2: 16 53%

Componente Principal 1: 22,17 %

Figura 1. Biplot das 29 amostras de mel de abelhas sem ferrdo provenientes da
regido semiarida do Brasil, com base em 18 caracteristicas avaliadas de acordo
com: (A) Espécie: MF - Melipona fasciculata e MS — M. subnitida; (B) Local: L1 -
Murici dos Portelas; L2 - Guadalupe, L3 - Parnaiba, L4 - Cajueiro da Praia; e (C)
Epocas: E1 - Julho/2015; E2 - Outubro/2015, E3 - Marco/2016.



127

Na Figura 2 é apresentado o dendrograma obtido da andlise de Cluster
(distancia euclidiana), considerando os parédmetros fisico-quimicos dos méis.
Observa-se a formacéo de trés grupos. O primeiro € composto exclusivamente
por amostras que foram coletadas na época 3 (E3) no més de marco,
caracterizada pelo inicio da estacdo chuvosa. O segundo grupo corresponde a
uma amostra da época 1 (més de julho, estacdo seca), pertencente a espécie M.
subnitida, coletada no municipio Cajueiro da Praia (préximo a regido litoranea).
Enquanto o terceiro grupo € formado quase exclusivamente por amostras da E1,
produzidas por M. subnitida e M. fasciculata coletadas em julho, no municipio de
Murici dos Portelas (situado no dominio cerrado) e Parnaiba (proximo a regido
litoranea), além de uma amostra da época 2, produzida por M. subnitida, coletada

no més de outubro no municipio de Guadalupe (cerrado).
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Figura 2. Dendrograma obtido pela analise de agrupamento, utilizando a distancia
euclidiana média e o método Ward para trés épocas de coleta (E1, E2, E3) de
méis produzidos por duas espécies de Melipona da regido semiarida do Brasil,

considerando 18 caracteristicas avaliadas.
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O distanciamento entre 0os grupos, possivelmente, ocorreu pelas diferencas
estatisticas observadas entre as amostras quanto aos parametros HMF, acucares
redutores, acido acético e cor, observado na Tabela 1. Na época 1, 0os méis
produzidos por M. subntida e M. fasciculata apresentaram maiores concentragdes
de hidroximetilfurfural, aclcares redutores e acido acético, com predominio de
cores mais claras. Em relacdo a estes parametros, a época 3 corresponde as
amostras com valores inferiores e intensidade da cor tendendo ao mais escuro. A
proximidade das épocas 1 e 2 no mesmo grupo deve-se a similaridade na
coloracéo, nos valores de acidez e hidroximetilfurfural entre as amostras de mel.

O distanciamento do grupo 2 em relacdo aos demais, confirma os
resultados representados no biplot (Figura 1) e na Tabela 3, através dos quais
observou-se que a amostra de mel de M. subnitida da época 1 apresentou um
comportamento diferenciado em virtude do conjunto varidveis com maior peso
(acidez, acido fumarico e compostos fendlicos totais).

O resultado do presente estudo corrobora com a observacdo de Carvalho
et al. (2006) sobre a influéncia da época de coleta, dentre outros fatores, nas
caracteristicas do mel. Durante o ano ocorrem mudancas das condi¢ces
climéticas (temperatura, umidade relativa, insolagdo etc.), caracterizando as
estacdes, que por sua vez influenciam no comportamento e habitos alimentares
das abelhas (OLIVEIRA et al., 2012b). E valido ressaltar que a transicdo entre as
estacBes do ano € caracterizada pela mudanca na paisagem floristica, podendo
estar associada a reducdo sazonal de alimentos para as abelhas, além de
influenciar na composicdo do néctar e, consequentemente nas propriedades
fisico-quimicas do mel (CARVALHO et al., 2016).

Utilizando andlise de agrupamento, Moreti et al. (2009) observou que as
amostras de mel coletadas em diferentes periodos, agruparam-se com relacéo
aos parametros fisico-quimicos avaliados, indicando a influéncia da origem floral

sobre as caracteristicas dos méis.
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Conclusao

A analise das amostras dos méis de Melipona subnitida e M. fasciculata
provenientes do semiarido brasileiro, revelou similaridades entre os parametros
fisico-quimicos avaliados. A época de producdo de mel foi um dos fatores

determinantes na formacéo de agrupamentos.
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CONSIDERACOES FINAIS

As amostras de mel de M. fasciculata e M. subnitida apresentaram
caracteristicas microbioldgicos e fisico-quimicos similares entre si e com outras
espécies de Melipona, o que pode favorecer a formulacdo de uma legislacédo de
qualidade para o mel desse Género de abelha sem ferrdo, como proposto pela
Agéncia de Defesa Agropecuaria da Bahia.

A inclusédo nas analises fisico-quimicas do parametro acidos carboxilicos,
pode contribuir na caracterizagdo do mel para as diversas espécies de abelhas
sem ferrdo, especialmente Melipona spp.

Na caracterizacdo do mel € importante considerar a época de producao,
uma vez que fatores climaticos e botanicos (flora) podem influenciar alguns
parametros fisico-quimicos deste produto e serem determinantes na formagéo de
grupos (lotes).

Os resultados obtidos pode contribuir para agregacdo de valor ao mel de
M. subnitida e M. fasciculata pelos meliponicultores do Piaui, favorecendo e
estimulando o desenvolvimento de técnicas para garantir a qualidade e

comercializacdo do produto na regido semiarida do Brasil.



135

ANEXO



ANEXO 1

136

Tabela 1. Valores médios dos parametros fisico-quimicos determinados nas amostras de mel de M. subnitida, coletados em

diferentes periodos e localidades do Paui, Brasil.

Amostra  Ano Cor Um pH Acidez HMF AD AR SA SST FENT FLAT
P1 2015 A 25,63 3,97 20,50 18,78 0,06 76,14 1,15 73,80 186,85 53,33
P2 2015 AC 27,13 3,29 39,33 0,55 0,04 73,15 2,45 67,20 212,44 86,67
P3 2015 AC 26,63 3,63 28,83 2,00 0,05 72,04 344 71,70 252,99 75,56
P4 2015 AC 27,47 3,31 65,67 4,12 0,03 74,21 1,94 70,00 498,01 94,07
P5 2015 EAC 27,20 3,79 23,33 0,71 0,04 79,38 0,75 70,10 216,38 105,19
P 6 2015 B 26,77 4,11 17,17 18,49 0,04 77,15 3,12 71,00 184,09 79,26
P7 2015 A 27,70 3,72 24,67 6,09 0,10 71,25 3,43 71,00 205,35 60,74
P8 2015 AC 27,47 3,57 37,00 2,17 0,03 71,61 0,99 67,50 185,28 86,67
P9 2015 EAC 27,47 3,86 28,50 8,42 0,06 70,11 1,10 73,80 231,86 25,56

CP 10 2016 AC 28,97 3,14 26,33 1,87 0,05 68,41 0,65 77,00 144,53 105,19
CP11 2016 A 26,83 3,22 28,33 4,79 0,05 71,79 1,09 78,80 307,32 123,70

CP: Cajueiro da Praia; P: Parnaiba; A: ambar; AC: ambar claro; EAC: extra ambar claro; B: branco; Um: umidade (%); acidez (meq Kg™); HMF:
hidroximetilfurfural (mg Kg™); AD: atividade diastasica (uindades Gothe); AR: aclicar redutor (%); SST: sélidos sollveis totais (°Brix); SA: sacarose
aparente (%); FENT: fenois totais (mg Kg™); FLAT: flavondides totais (mg Kg™).
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Tabela 2. Valores médios dos parametros fisico-quimicos determinados nas amostras de mel de M. fasciculata, coletadas em

diferentes periodos e localidades do Paui, Brasil.

Amostra Ano Cor UM pH Acidez HMF AD AR SA SST FENT FLAT
MP 1 2015 A 26,57 3,43 38,33 1,57 0,04 71,49 1,46 71,70 287,24 138,52
MP 2 2015 A 25,27 3,43 38,67 0,60 0,04 71,10 0,75 71,50 203,25 175,56
MP 3 2015 A 26,17 3,71 29,33 0,37 0,06 70,10 2,37 72,50 202,20 149,63
MP 4 2015 AC 27,20 3,42 40,17 0,37 0,03 77,26 0,72 70,00 183,70 131,11
MP 5 2015 AC 26,17 3,75 26,33 8,46 0,04 76,84 0,98 69,40 223,86 101,48
MP 6 2015 AC 26,80 3,45 31,83 2,17 0,06 74,85 2,58 71,50 237,38 49,63
GD7 2015 A 15,97 3,46 43,50 13,32 0,03 67,67 3,34 77,50 201,42 64,44
MP 8 2016 A 26,73 3,65 12,33 2,02 0,82 68,08 1,15 80,40 140,79 34,81
MP 9 2016 A 27,30 3,65 16,33 1,47 0,04 69,00 0,39 75,00 147,87 42,22
MP 10 2016 A 28,73 3,31 25,00 0,90 0,06 70,40 0,54 79,00 185,14 82,96
MP 11 2016 A 27,90 3,50 21,33 2,59 0,05 68,67 0,66 78,20 184,09 120,00
MP 12 2016 A 27,97 3,59 16,33 2,17 0,04 63,71 3,81 72,00 115,59 134,81
MP 13 2016 A 26,47 3,54 15,33 1,60 0,04 64,56 3,79 81,00 149,19 131,11
MP 14 2016 A 27,77 3,66 17,00 2,37 0,04 71,33 3,23 71,70 189,08 127,05
MP 15 2016 A 28,07 3,47 16,33 2,02 0,28 69,61 2,64 70,20 201,81 105,04
MP 16 2016 A 27,20 3,57 16,67 1,20 0,06 68,32 1,82 72,20 208,90 123,70
MP 17 2016 A 27,30 3,45 25,67 2,40 0,03 67,12 2,07 72,50 284,49 86,67
MP 18 2016 A 28,47 3,21 20,67 2,17 0,05 66,11 1,66 69,20 236,85 168,15

MP: Murici dos Portelas; GD: Guadalupe; A: ambar; AC: ambar claro; Um: umidade (%); acidez (meq Kg™); HMF: hidroximetilfurfural (mg Kg™); AD:
atividade diastéasica (uindades Gothe); AR: agucar redutor (%); SA: sacarose aparente (%); SST: soélidos solUveis totais (°Brix); FENT: fenois totais (mg
Kg'l); FLAT: flavonoides totais (mg Kg'l).



