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RESUMO

O objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacao fisico-quimica e microbioldgica, além disso
foi avaliado o perfil sensorial de trés méis de abelhas nativas sem ferrdo Tetragonisca
angustula, Melipona quadrifasciata quadrifasciata, e Scaptotrigona postica, obtidos na regido
Centro-Sul do Estado do Parana, a fim de comparar as caracteristicas entre as espécies. Sete
amostras foram caracterizadas por meio das analises de atividade de agua, umidade, pH, acidez
total titulavel, cor, Solidos Sollveis Totais -SST- (°Brix), compostos fenodlicos totais,
hidroximetilfurfural (HMF) e elementos quimicos. Os méis de Tetragonisca angustula
demonstraram ter singularidades em sua composicdo, diferindo-se das demais espécies
avaliadas. Esses méis possuem menor conteudo de agua (21,07 a 22,40%) e concentracfes
inferiores de acidez total (38-75 mEg/Kg). Os méis da espécie Tetragonisca angustula foram
considerados com coloragdo ambar-claro a escuro, enquanto as espécies Melipona
quadrifasciata quadrifasciata, e Scaptotrigona postica, foram classificadas com cor extra
ambar claro e coloragdes proximas ao amarelo. Para SST, a espécie Tetragonisca angustula
apresentou maiores concentragdes (75,93-77,17) e o mesmo foi observado para 0s compostos
fendlicos totais (18,30-39,60 mg AG/100 g). Dezenove elementos quimicos foram
quantificados, sendo os componentes majoritarios: K, Na, P, Ca e Mg, em todas as amostras. A
avaliacdo microbioldgica foi desenvolvida através das determinacdes de bolores e leveduras,
coliformes totais e coliformes termotolerantes, e demonstraram que 0s méis sao aptos para o
consumo imediato. Todas as amostras de méis de abelhas sem ferrdo divergiram dos padrdes
de identidade e qualidade do mel. O mel de abelhas sem ferrdo possui caracteristicas singulares
das A. mellifera, sendo necessaria uma regulamentacao especifica as espécies de abelhas sem
ferrdo. Nos resultados da analise sensorial, a amostra 4 (Tetragonisca angustula) foi a que mais
apresentou diferencas significativas no teste de aceitagcdo, para todos os atributos avaliados
(aroma, aparéncia, cor, sabor e textura), apresentando médias acima de 7,0, representando uma
avaliacdo positiva. A amostra 7 (Melipona q. quadrifasciata) foi rejeitada pelos provadores,
pois exibiu médias inferiores para sabor e textura, 4,0 e 5,0, respectivamente. Por meio da
intencdo de compra, a amostra 4 (Tetragonisca angustula) foi a mais aceita pelos provadores.
Deste modo, a espécie Tetragonisca angustula se difere em suas caracteristicas fisico-quimicas
interferindo nos parametros sensorias e, consequentemente, resultando na aprovacdo sensorial
perante os julgadores. 1sso demonstrou que as caracteristicas fisico-quimicas podem auxiliar na
escolha de preferéncia sensorial de méis. Por fim, a pesquisa contribuiu para observar que 0s
consumidores preferem méis doces de menor acidez, com textura viscosa e de coloracédo escura.

Palavras-Chave: °Brix. Compostos fendlicos totais. Elementos quimicos. HMF. Intencdo de
compra. Meliponinae. Tetragonisca angustula.



ABSTRACT

The objective of this study was to perform the physico-chemical and microbiological
characterization. In addition, was evaluated the sensory profile of three honeys of native
stingless bees Tetragonisca angustula, Melipona quadrifasciata quadrifasciata, and
Scaptotrigona postica, obtained in the Central-Southern region of the State of Parana, were
evaluated in order to compare the characteristics among the species. Seven samples were
characterized by analysis of water activity, moisture, pH, titratable total acidity, color, total
soluble solids -SST- (°Brix), total phenolic compounds, hydroxymethylfurfural (HMF) and
chemical elements. The honeys of Tetragonisca angustula have been shown to have
singularities in their composition, differing from the other evaluated species. These honeys have
lower water content (21.07 to 22.40%) and lower concentrations of total acidity (38-75 mEq /
kg). The honeys of the species Tetragonisca angustula were considered light to dark amber,
while the species Melipona quadrifasciata quadrifasciata, and Scaptotrigona postigo, were
classified as extra light amber color and colorations close to yellow. For TSS, the species
Tetragonisca angustula presented higher concentrations (75.93 to 77.17) and the same was
observed for total phenolic compounds (18.30 to 39.60 mg AG / 100 g). Nineteen chemical
elements were quantified, with the major components: K, Na, P, Ca and Mg, in all samples. The
microbiological evaluation was carried out through determinations of molds and yeasts, total
coliforms and thermotolerant coliforms, and demonstrated that honeys are suitable for
immediate consumption. All samples of stingless bee honeys diverged from honey identity and
quality standards. Honey from stingless bees has unique characteristics of A. mellifera,
requiring specific regulation of stingless bee species. In the results of the sensory analysis, the
sample 4 (Tetragonisca angustula) presented the most significant differences in the acceptance
test, for all evaluated attributes (aroma, appearance, color, flavor and texture), presenting
averages above 7.0, representing a positive assessment. Sample 7 (Melipona . quadrifasciata)
was rejected by the tasters, as it showed lower averages for flavor and texture, 4.0 and 5.0,
respectively. By means of purchase intention, Sample 4 (Tetragonisca angustula) was the most
accepted by the tasters. Thus, the species Tetragonisca angustula differsin its physico-chemical
characteristics interfering in the sensory parameters and, consequently, resulting in the sensory
approval before the judges. This demonstrated that the physico-chemical characteristics can aid
in the choice of sensorial preference of honeys. Finally, the research contributed to the
observation that consumers prefer sweet honeys of lower acidity, with viscous texture and dark
coloring.

Keywords: °Brix. Buy intention. Chemical elements. HMF. Meliponinae. Tetragonisca
angustula. Total phenolic compounds.
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1. INTRODUCAO

O Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade do Mel disposto na Instrucao
Normativa N°11 de 20 de outubro de 2000 do Ministério da Agricultura e Abastecimento
(MAPA) define o mel como um produto alimenticio elaborado por abelhas meliferas, por meio
do néctar das flores, secrecGes de plantas, excrecBes de insetos sugadores em que as abelhas
coletam. Essas substancias sdo modificadas por meio da acdo de enzimas das abelhas e,
posteriormente, sdo armazenadas em favos de cera para maturacdo (BRASIL, 2000;
ARVANITOYANNIS e KRISTALLIS, 2006; BILUCA et al., 2017).

O cultivo de abelhas pode ser classificado em duas formas distintas: (i) a apicultura e
(if) meliponicultura. O cultivo e manejo de abelhas da espécie Apis mellifera, refere-se a
apicultura, enquanto o cultivo de abelha nativas sem ferrdo é denominado de meliponicultura.
As Meliponinae sdo conhecidas como abelhas nativas sem ferrdo ou abelhas indigenas. Seu
cultivo ocorre na América Latina e Africa, mas é especialmente na América do Sul que grande
parte das abelhas sem ferrdo sio encontradas (NOGUEIRA-NETO, 1997; VILLAS-BOAS,
2012).

As abelhas nativas possuem papel de extrema importancia na biodiversidade e utilizacdo
sustentavel dos recursos naturais, pois diversas espécies botanicas dependem, principalmente,
dessas abelhas para desenvolver o transporte e troca de gametas. Ao realizar visitas as flores
em busca de alimentos, as abelhas transportam pdlen e néctar até suas colmeias e,
posteriormente, transforma-os em méis (ALVES et al., 2010; VILLAS-BOAS, 2012).

O mel é composto por mais de 200 substancias diferentes. Os principais constituintes
referem-se aos acucares (em sua maioria frutose e glicose) e &gua. Ha a presenca de
componentes em propor¢Ges minoritarias, como 0s aminoacidos, acidos organicos, graos de
polen, proteinas, minerais, pigmentos, lipidios, compostos volateis, enzimas, compostos
fendlicos e dentre outros (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010; ESCUREDO et al., 2013).

A meliponicultura possui menor produtividade quando comparado a apicultura,
entretanto, as caracteristicas dos meéis produzidos sdo diferentes devido a criacdo de
Meliponinae ser conduzida em ambientes naturais. Meliponinae vem ganhando a atencédo de
pesquisadores e consumidores, pois proporcionam um produto de sabor suave, levemente acido,
com menor teor de aclcares e caracteristicas particulares e exdticas. A pratica do cultivo de
abelhas sem ferrdo torna uma atividade econémica com grande potencial a ser explorado, pois

0 Brasil possui extenséo territorial, clima e diversidade de espécies de abelhas sem ferréo, o
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que tornaria a meliponicultura uma atividade de grande destaque (YAMAMOTO et al., 2007;
CHUTONG et al., 2016; SILVA et al., 2013; RAMON-SIERRA et al., 2015; BILUCA et al.,
2017).

A agricultura brasileira tem crescido de forma significativa em produtividade e
qualidade técnica de mel, especialmente quando se refere a exportacdo, tornando o Brasil um
dos grandes polos produtores mundiais de mel, porém, ndo ha uma legislacao especifica para
méis de abelhas nativas sem ferrdo que avalie a qualidade e os parametros de identidade desses
produtos. Com o aumento do consumo de mel, houve um interesse crescente pelo mel dos
Meliponineos e, consequentemente, o interesse em determinar as caracteristicas dos diferentes
méis produzidos no Brasil (EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2003; CARVALHO et al.,
2005; REHDER, 2015).

Nos Ultimos anos muitas pesquisas tém sido realizadas com o intuito de verificar a
preferéncia e qualidade do habitat de vida das abelhas sem ferrdo devido & rapida reducéo de
abelhas Meliponinae, por consequéncia da acdo do homem pelos desmatamentos. Com essa
reducéo, a qualidade do mel de abelhas nativas sem ferrdo vem sendo cada vez mais estudada
a fim de se conhecer mais sobre esse produto (RODRIGUES, 2016).

O mel de abelhas sem ferrdo possui caracteristicas sensoriais peculiares, propriedades
terapéuticas, antimicrobianas e anti-inflamatdrias que agugam o interesse de pesquisadores.
Devido a essas caracteristicas, muitos estudos tém sido realizados a fim de analisar as suas
caracteristicas, determinar a qualidade e caracterizar a composicdo de méis de abelhas sem
ferrdo (CORTOPASSI-LAURINO & GELLI, 1991; MOTHERSHAW, JAFFER, 2004; SILVA
etal., 2006; BALLIVIAN, 2008; BOGDANOV etal., 2008; BORSATO et al., 2013). A maioria
dos estudos sensoriais de méis de abelhas sem ferrdo ndo correlacionam as caracteristicas
quimicas com parametros sensoriais, bem como a preferéncia dos consumidores,
principalmente quando relacionados a méis de Tetragonisca angustula, Melipona q.

quadrifasciata e Scaptotrigona postica.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizacdo fisico-quimica e avaliar o perfil sensorial de trés méis de
abelhas nativas sem ferrdo, Tetragonisca angustula, Melipona quadrifasciata quadrifasciata, e
Scaptotrigona postica, obtidos na regido Centro-Sul do Estado do Parana, visando a

comparacéo das caracteristicas entre as diferentes espécies.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a composicao fisico-quimica de trés espécies de méis de abelhas sem ferrdo
obtidas da regido Centro-Sul do Estado do Parand, por meio das seguintes analises: (i)
atividade de agua; (ii) umidade; (iii); pH; (iv) acidez titulavel; (v) cor; (vi) sélidos
sollveis totais; (vii) compostos fendlicos totais; (viii) hidroximetilfurfural; (iv)
elementos quimicos;

e Auvaliar a qualidade microbioldgica das amostras de méis de abelhas nativas, sem ferrao,
por meio das analises de: (i) bolores e leveduras, (ii) coliformes totais e (iii) coliformes
termotolerantes;

e Realizar a analise sensorial das amostras de méis oriundas da regido Centro-Sul do
Estado do Parana a fim de verificar a aceitabilidade e intencdo de compra do produto;

e Correlacionar as caracteristicas sensoriais obtidas, com as demais analises de

caracterizacao fisico-quimica das amostras de méis de abelhas nativas sem ferrdo.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 ABELHAS SEM FERRAO

A criacdo de abelhas para a producé@o de mel pode ser dividida em duas formas, sendo
elas: a apicultura tradicional que utiliza as espécies de abelhas Apis mellifera, e a
meliponicultura que utiliza espécies de abelhas sem ferrdo (VILLAS-BOAS, 2012).

A prética do cultivo de Abelhas Sem Ferrdao (ASF) foi introduzida por Paulo Nogueira-
Neto, em 1953, e foi designada como meliponicultura em referéncia a classificagdo da subtribo
Meliponinae, tendo como principal objetivo a producdo de mel de abelhas nativas. As abelhas
sem ferrdo pertencem a superfamilia Apoidea e possuem comportamento “avangado” devido a
organizacdo de centenas ou milhares de individuos que apresentam divisdo de trabalho.

Esse comportamento de organizacdo apenas € visto em subfamilias de Meliponinae,
Bombinae e Apinae. A Meliponinae é o Unico grupo de Apidae cujas fémeas e machos possuem
ferrdo atrofiado, permanecendo incapaz de utiliza-lo como um instrumento de defesa como nos
demais grupos dessa familia, sendo essa caracteristica principal das abelhas nativas sem ferrdo
(NOGUEIRA-NETO, 1997; VILLAS-BOAS, 2012; WITTER & NUNES-SILVA, 2014).

As abelhas Meliponinae sdo popularmente conhecidas como abelhas nativas, abelhas
indigenas, ou abelhas sem ferrdo. Seu cultivo se da na América Latina e Africa, mas é na
América do Sul que grande parte da diversidade de espécies é encontrada. Acredita-se que no
mundo todo haja mais de 500 espécies de abelhas sem ferrdo e estima-se, que no Brasil, sdo
conhecidas mais de 400 espécies de abelhas nativas, sendo elas responsaveis por 90% da
polinizacdo de vegetais nativos (DUTRA et al., 2008; VIILAS-BOAS, 2012; MICHENER,
2013).

Segundo o Instituto Ambiental do Parana (2009), ha aproximadamente, ocorréncia de
35 espécies presentes no Estado do Parana, e dessas, apenas 10 espécies possuem capacidade
de producéo de mel. Dentre as espécies abelhas nativas sem ferrdo mais comuns encontradas
no Estado do Parana, tem-se: jatai (Tetragonisca angustula), mandacaia (Melipona
quadrifasciata quadrifasciata), mirins (Plebia spp.) e a tubana (Scaptotrigona bipunctata). A
espécie jatai se encontra com maior facilidade em todo territério brasileiro e apresenta
caracteristicas favoraveis quando se refere a produtividade, com um excelente mel e docilidade.
A espécie mandacaia encontra-se com maiores dificuldades, pois atualmente € rara na natureza
(PARANA, 2009).
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As abelhas nativas possuem papel fundamental na biodiversidade e utilizacdo
sustentavel dos recursos naturais, uma vez que muitas espécies botanicas dependem,
exclusivamente, destas abelhas para desenvolver o transporte e troca de gametas (ALVES,
2010). A polinizacdo é de extrema importancia tanto para a reproducdo sexuada das
angiospermas, quanto para a producédo de alimentos, manutencao e conservacao de interagoes
entre plantas e animais (YAMAMOTO et al., 2010; KUSTIAWAN et al., 2014). Sabe-se que
ao menos 15% da polinizacdo mundial estd associada a abelhas sem ferrdo que vivem em habitat
natural (MADER et al., 2011; GARBACH et al., 2014).

As abelhas sem ferrdo estdo desaparecendo e sdo varios os fatores que podem influenciar
na reducdo populacional, dentre os principais encontram-se: a destrui¢cdo de coldnias de
colheitas do mel, a intensificacdo do uso de pesticidas e contaminantes quimicos, a urbanizacédo
e desmatamento de florestas nativas que sdo ambientes preferencial de espécies nativas, falta
de recursos florais e presenca de espécies exaticas invasoras, dentre outros fatores. Como as
abelhas sem ferrdo produzem menores quantidades de mel ao longo do ano, quando comparado
com a espécie Apis mellifera, os produtores de mel ndo apresentam grande interesse pelo
manejo racional da meliponicultura (abelhas sem ferrdo), limitando ainda mais a oferta desse
produto. Em algumas regides do Brasil, poucos sdo os produtores de mel de abelhas nativas e
esse fato torna o produto uma iguaria devido a falta de conhecido e exploracdo do produto
(LOPES et al., 2005; ANTUNES et al., 2012; SILVA, PAZ, 2012; GOULSON et al., 2015).

Acredita-se que o uso do mel de abelhas nativas advém desde os primérdios e que ao
longo das décadas o mel passou a apresentar uma importancia cultural. Além de seu uso na
alimentacdo, ao mel também se atribui propriedades terapéuticas, sendo utilizados em
tratamentos oftalmicos, tratamentos de infec¢Bes, uso como cosméticos, sendo que diversos
autores observaram propriedades antimicrobiana, antifingica, antiviral, antiparasitaria e anti-
inflamatério (CORTOPASSI-LAURINO & GELLI, 1991; MOTHERSHAW, JAFFER, 2004;
SILVA etal., 2006; BALLIVIAN, 2008; BOGDANOV et al., 2008; BORSATO et al., 2013).

3.20 MEL

As abelhas sdo popularmente conhecidas por fornecer diferentes produtos, tais como:
cera, propolis, pdlen, geleia real, mel e outros produtos de variado valor comercial. De maneira
geral, as abelhas sdo relacionadas principalmente por fornecerem o mel e por ter grande
influéncia por realizar a polinizacdo (VILLAS-BOAS, 2012).
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Segundo Nogueira-Neto (1997) o mel produzido pelas abelhas sem ferrdo
(Meliponineos) possui diversos apreciadores ao redor do mundo, especialmente ao sabor suave
e levemente acido, diferenciando-se da espécie Apis mellifera. A composi¢ao do mel, a sua cor,
aroma e sabor, dependem exclusivamente das flores, regides geograficas, condi¢des climaticas
e espécies de abelhas, além do estado fisiologico das colbnias produtoras de mel e das praticas
de processamento, manipulacdo que podem influenciar a qualidade e suas caracteristicas fisico-
quimicas (ADJLANE et al., 2014; ESCUREDO et al., 2014; KARABAGIAS et al., 2014).

Os méis de abelhas sem ferrdo possuem maior valor comercial quando comparado ao
mel de Apis mellifera, principalmente devido a sua potencialidade, suas propriedades
terapéuticas e pela pequena propor¢cdo de mel produzido por Meliponinae, tornando-o
requisitado (SOUZA et al., 2006). Apesar das particularidades de méis de abelhas sem ferrdo,
ndo ha diretivas de padrdo de qualidade proprio a esse produto. De acordo com a legislacao
brasileira (BRASIL, 2000) e o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Mel do
Mercosul (MERCOSUL, 1999) o mel possui a seguinte definigao:

[...] produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir do néctar das
flores ou das secre¢Bes procedentes de partes vivas das plantas ou de excrecBes de
insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, que as abelhas
recolhem, transformam, combinam com substancias especificas proprias, armazenam
e deixam madurar nos favos da colmeia (BRASIL, 2000; MERCOSUL, 1999).

Pelas defini¢des, o mel é procedente das abelhas meliferas, as quais se referem apenas
a espécie Apis mellifera. No presente, ndo ha uma regulamentacéo vigente e especifica para mel
de abelhas sem ferrdo, sendo que o mel de Meliponinae necessita atender aos padrdes fisico-
quimicos baseados no mel de Apis mellifera, como indicado pelas legislacdes vigentes
(CAMARGO etal., 2017).

Atualmente, hd uma proposta de um “Regulamento Técnico de Identidade e Padrdo de
mel de abelhas sem ferrdo Meliponinae” desenvolvido por Camargo, Oliveira e Berto (2017).
Essa proposta de regulamento enfatiza a importancia de uma legislacao especifica para méis de
Meliponinae, uma vez que o mel produzido pelas espécies Meliponinae possui diferencas
significativas em paradmetros fisico-quimicos quando comparado ao mel produzido por Apis
mellifera, especialmente em funcdo da umidade elevada, proporcionando mel menos denso
quando correlacionado ao mel de abelhas africanizadas (VILLAS-BOAS, 2012).

3.3 COMPOSICAO DO MEL
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O mel é um alimento que possui, em sua composi¢do, mais de 200 substancias, sendo
constituido principalmente por acglcares, em sua maioria frutose e glicose, agua e constituintes
em propor¢Bes minoritarias, como aminoacidos, acidos organicos, graos de polen, proteinas,
minerais, pigmentos, lipidios, compostos volateis, enzimas e substancias fitoquimicas,
especialmente flavonoides e compostos fendlicos (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010;
ESCUREDO et al., 2013).

Ja 0 mel de abelhas sem ferrdo é um alimento com composicdo diferenciada,
apresentando caracteristicas peculiares e de sabor exdético, proporcionando um produto de
maior valor agregado, quando comparado aos méis de Apis mellifera (BORSATO, 2013).

Os aglcares podem chegar a representar mais de 90 % da composicdo do mel de Apis
mellifera. Dentre os principais agucares, a frutose, seguida pela glicose, sdo predominantes.
Esses monossacarideos podem corresponder a 75% da sua composi¢cdo, enquanto 0sS
dissacarideos (sacarose, isomaltose e maltose) podem representar de 10 a 15%, e outros
acucares em quantidades minoritarias (KAMAL; KLEIN, 2011). A composicio dos agucares
em méis depende da origem botanica, origem geografica, condi¢bes climaticas e de
armazenamento (ESCUREDO et al., 2014).

Para Oliveira et al., (2006) méis de abelhas sem ferrdo possuem menor teor de acucares,
sendo a frutose o componente predominante e 0 que mais proporciona dogura ao produto. O
sabor de méis de abelhas sem ferrdo é influenciado pelo baixo teor de aclicares e, por sua acidez.
Esses fatores sdo primordiais para a preferéncia do consumidor pela escolha de mel de abelhas
nativas, sem ferrdio (NOGUEIRA-NETO, 1997).

Nascimento (2014) avaliou a propor¢des de acucares redutores em méis de Meliponinae
oriundas dos Estados de Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul e verificou que a proporcéo
de acgucares variou entre 65,01 a 75,21%. Proporc¢Bes semelhantes foram obtidas por Alves et
al., (2005) ao avaliar amostras de Melipona mandacaia, provenientes do Estado da Bahia- BR,
em que obtiveram um teor médio de 74,82% de acucares redutores.

O mel de abelhas sem ferrdo apresenta maior teor de umidade, quando comparado as
amostras de Apis mellifera. Sua propor¢do de umidade pode variar de 25% a 35% da
composicdo (VILLAS-BOAS, 2012). A agua corresponde ao segundo maior componente
presente na composic¢do do mel, podendo este influenciar nas caracteristicas do mel, tais como
maturidade, peso especifico, viscosidade, sabor e cristalizacao (SILVA et al., 2010).

Segundo Escuredo et al., (2013) o maior teor de umidade podera influenciar em perdas

de qualidade do produto, pois 0 maior teor de umidade levara o mel a fermentacdo durante o
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armazenamento. Essa alteracdo poderd ocorrer devido a acdo de microrganismos sobre 0s
acucares (frutose e glicose) transformados em alcool e didéxido de carbono.

Rodrigues (2016) ao avaliar o mel de abelhas sem ferrdo, oriundas dos Estados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, verificou que o teor de umidade das amostras variou entre 23,8
a 25%. Teores ainda mais alto foi constatado por Biluca (2014), em que o teor de umidade do
mel de abelha sem ferrdo, M. q. quadrifasciata, alcangou 33,78%. Essas mesmas variagdes de
umidade também foram confirmadas por Borsato (2013), Nascimento (2014) e Sousa et al.,
(2016).

Tabela 1- Especificagdes fisico-quimicas estabelecidas pela legislagdo brasileira e
internacional para analise do mel.

Legislacdo para mel

Parametro BRASIL, 2000 CODEX, 2001 MERCOSUL,
1999

Umidade (%) Maximo 20 Maximo 20 Maximo 20
Acucares redutores (%) Minimo 65 Minimo 60 Minimo 65
Sacarose aparente (%) Maximo 6 Maximo 5 Maximo 6
Sélidos insolaveis (%) Méaximo 0,1 Maximo 0,1 Maximo 0,1
Minerais (%) Maximo 0,6 * Maximo 0,6
Acidez (mEqg.kg™) Maximo 50 Maximo 50 Maximo 50
Indice de diastase Minimo 8 ou 3,se  Minimo8ou 3,se Minimo 8 ou 3, se
(escala Gothe) HMF inferiora1l5 HMF inferiora1l5 HMF inferior a 15

Hidroximetilfurfural
(HMF) (mg.kg™) Maximo 60 Maximo 40 Maximo 60

*Limite maximo ndo encontrado
Fonte: Brasil, 2000; Codex Alimentéarius, 2001; Mercosul, 1991; adaptado pela autora.

No Brasil, ndo ha uma regulamentacdo especifica para méis de abelhas sem ferréo.
Contudo, os pardmetros de identidade e qualidade do mel de abelhas nativas devem ser
comparados aos da legislagdo vigente, a qual define os parametros para mel de Apis mellifera.
As principais substancias definidas como critérios de identidade e qualidade do mel s&o
descritas na Tabela (1) e seguem o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Mel
disposto na Instrucdo Normativa N°11 de 20 de outubro de 2000 do Ministério da Agricultura
e Abastecimento (MAPA) e o Codex Alimentarius (2001) e o Regulamento Técnico Mercosul

de Identidade e Qualidade do Mel, disposto na Resolu¢do N.°89/99. Pelos estudos supracitados,
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verifica-se que o mel de abelha sem ferrdo possui diferencas significativas sobre as
especificaces fisico-quimicas estabelecias pela legislacdo vigente, demonstrando ainda mais a
necessidade de uma regulamentacéo especifica a esse produto, uma vez que seus parametros
sempre serdo superiores ao estabelecido por lei.

Para Karabagias et al., (2014) todos os méis apresentam uma pequena acidez,
aproximadamente 0,57%. A acidez é um parametro de qualidade definido por legislacdes
nacionais e internacionais. A Tabela (1), demonstra que 0 maximo permitido se refere a 50
mEq.kg?. Elevados teores de acidez podem ser indicativos de fermentagdo de aglcares em
acidos orgéanicos. A acidez livre do mel deve-se a presenca de &cidos organicos e ions
inorgénicos (GOMES et al., 2010).

Méis de abelhas sem ferrdo podem apresentar variacdes nos teores de acidez, pois
Oliveira et al., (2013) e Lira et al., (2014) avaliaram mel de Meliponinae e alcancaram teores
entre 69,06 a 101,10 e 71,68 a 81,01 mEq.kg™, respectivamente. J& Rodrigues (2016) obteve
teores entre 18,32 a 46,01 mEq.kg?* para méis de abelhas sem ferrdo e 0 mesmo foi percebido
por Nascimento (2014), onde suas amostras de Meliponinae variaram entre 6,83 a 48, 58
mEq.kg™.

Um maior teor de acidez, geralmente, é caracteristico de méis de Meliponineos. Essa
caracteristica é detectavel ao paladar, constituindo uma peculiaridade ao produto, podendo ser
um indicativo pela preferéncia do consumidor ao mel de abelhas sem ferrdo (LIRA etal., 2014).

Varia¢des na composicao fisica e quimica do mel sdo comuns, tendo em vista que sdo
varios os fatores que podem interferir na sua qualidade, assim como a fonte floral, as condi¢es
climaticas e geograficas a que esse produto advém, além da espécie de abelhas, dentre outros
fatores. (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010; LIRA et al., 2014).

H& ainda componentes em propor¢des minoritarias presentes no mel, tais como
minerais, proteinas e antioxidantes. A presenca de proteinas e aminoacidos no mel se deve as
fontes animais e vegetais, bem como das secrecdes de néctar das glandulas salivares das abelhas
e especialmente pelo polen, sendo essa principal fonte de proteina. O contetudo proteico do mel
é pouco estudado, mas sua presenca pode ser avaliada para detectar adulteracdo do produto.
Dentre os aminoacidos no mel, a prolina é predominante. Os aminoacidos presentes em méis
ocorrem pela quebra da proteina, resultando em pequenas propor¢des de aminoacidos (CRANE,
1983 apud SODRE, 2005; SAK-BOSNAR & SAKAC, 2012; ESCUREDO et al., 2013).

O mel contém pequenas quantidades de vitaminas, principalmente do complexo B. As
vitaminas encontradas no mel referem-se a: tiamina (B1), riboflavina (B2), acido nicotinico
(B3), acido pantoténico (B5), piridoxina (B6), biotina (B8) e acido félico (B9). A vitamina C é
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encontrada em todos os tipos de méis e sua avaliacdo se deve ao seu efeito antioxidante
(BONTE & DESMOULIERE, 2013). Além disso, outras substancias com capacidade
antioxidante também j& foram relatas em mel, tais como, acidos fendlicos e flavonoides
(SILVA, 2011).

A determinacdo de diastase e hidroximetilfurfural (HMF) sdo realizadas para indicar o
superaquecimento, grau de conservacao e deterioracdo do mel. As enzimas estdo naturalmente
presentes no mel e sdo provenientes dos néctares ou das secregdes salivares das abelhas. As
enzimas mais conhecidas sdo a gluco-invertase, catalase, diastase, fosfatase, dentre outras
enzimas. A diastase é comumente avaliada como parametro de qualidade verificados por
legislacOes vigentes. Sua presenga ou auséncia pode indicar o superaquecimento do produto
(YUCEL & SULTANOGLU,2013; BONTE & DESMOULIERE, 2013).

A formacao de HMF ocorre pela decomposicao de monossacarideos ou por Reacdo de
Maillard, quando o mel sofre algum tipo de tratamento térmico, ou quando armazenado por um
longo periodo de tempo. Além disso, o alto teor de HMF pode indicar adulteracdo do produto
ao ser adicionado xarope invertido (CASTRO-VAZQUEZ et al., 2007; BARRA et al., 2010;
TORNUK et al., 2013; YUCEL & SULTANOGLU, 2013). Assim como na Tabela (1), o
Comité do Codex Alimentarius (CAC, 2001) define como requisito o teor maximo de 40,00

mg.kg?, enquanto a legislagdo brasileira tolera o limite maximo de 60 mg.kg-* (BRASIL, 2000).

3.4 ELEMENTOS QUIMICOS

Os minerais estdo presentes em baixas concentragdes no mel, variando de 0,04% em
méis claros, a 0,2% em méis escuros (ALQARINI et al., 2012). O Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade do Mel disposto na Instrucdo Normativa N°11 defini o limite maximo
de minerais de 0,6% em méis (BRASIL, 2000). Oroian e Sorina (2017) encontraram variacGes
entre 0,08 a 0,49% de cinzas em méis de diferentes origens florais oriundos da Roménia. Ja
Rodrigues (2016) observou variacdes inferiores, entre 0,0003 a 0,006% para méis de abelhas
sem ferrdo. Braghini et al., (2017) avaliaram o contetdo de cinzas em méis de abelhas
africanizadas e méis de abelhas jatai (Tetragonisca angustula), e seus contetdos variaram entre
0,04a0,21%e 0,15 a 0,17%, respectivamente. Os autores mencionam que o contetdo de cinzas
expressa uma estimativa do contetdo de elementos quimicos presentes no mel.

O mel pode conter, em sua composicao, a presenca de elementos majoritarios como, por

exemplo, potassio (K), magnésio (Mg), calcio (Ca), fosforo (P), sodio (Na), e a presenca de
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elementos minoritarios, tais como o aluminio (Al), boro (B), ferro (Fe), iodo (1), manganés
(Mn), zinco (Zn), litio (Li), cobalto (Co), niquel (Ni), chumbo (Pb), caAdmio (Cd) e dentre outros
elementos. A presenca destes constituintes quimicos (minerais) em meis depende,
especialmente, das caracteristicas do néctar coletado das plantas, assim como a presenca de
nutrientes no solo e de aspectos geograficos e ambientais, pois é a partir do néctar das plantas
que as abelhas produzem o mel (LACHMAN et al., 2007; ALQARINI et al., 2012;
ESCUREDO et al., 2015; SOUSA et al., 2016).

O conteudo majoritario de elementos, tais como ferro, sodio, célcio, zinco, manganés, e
dentre outros componentes, possuem extrema importancia a dieta humana, pois estdo
diretamente relacionados ao desenvolvimento dos 0ssos, batimentos cardiacos, transmisséo e
sinalizagdo neural, entre outras funcdes do sistema bioldgico humano (GHARIBZAHEDI &
JAFARI, 2017). Todavia, hd metais como chumbo (Pb), aluminio (Al), cadmio (Cd) e mercurio
(Hg) que podem ser altamente toxicos quando 0s niveis maximos permitidos por legislacdes
vigentes sdo ultrapassados (STANISKIEN et al., apud ALQARINI et al., 2012).

O Regulamento Técnico N°12/2011 do Mercado Comum do Sul (Mercosul) e a
Resolucdo N°42 de agosto de 2013 (BRASIL, 2013), definem os limites maximos de
contaminantes inorganicos permitidos em alimentos. Para mel, em geral, os principais
contaminantes referem-se ao arsénio (As), chumbo (Pb) e cadmio (Cd) com limites maximos
permitidos de 0,30 mg Kg* para As e Pb, enquanto para Cd, os limites maximos permitidos sdo
ainda mais restritivos, sendo cerca de 0,10 mg Kg!, respectivamente.

Rodrigues (2016), avaliou a presenca de Na, K, Cd, Mn, Cu, Mg, Ca em amostras de
méis de abelhas Meliponinae (T. angustula, S. depilis, M. g. quadrifasciata, S. postica) oriundas
dos Estados do Rio Grande e Santa Catarina. A autora constatou a presenca especialmente de
potéssio (K), sédio (Na) e magnésio (Mg), correspondendo a variacdo de 13,5a 113,03 mg/100
g, 2,30 a 12,3 mg/100 g e 0,88 a 9,8 mg/100, respectivamente. Teores semelhantes foram
encontrados por Biluca et al., (2016) ao analisar amostras de mel de abelhas sem ferrdo
(Meliponinae) obtidas de diferentes localidades do Estado de Santa Catarina, Brasil. Os autores
obtiveram a presenga especialmente de K (27,3 a 215 mg/100 g), Ca (1,12 a 35, 2 mg/100 g),
Mg (0,410 a 17,3 mg/100 g) e Na (0,730 a 30,4 mg/100 g).

Segundo Biluca et al., (2016) poucos sdo os estudos que avaliam a presenca de
elementos quimicos em méis de abelhas sem ferrdo. Grande parte dos estudos referem-se,
principalmente, a espécie Apis mellifera. Esse fato demonstra a importancia em estabelecer
padrdes de qualidade para méis de abelhas sem ferrdo, assim como o desenvolvimento de novos

estudos a fim de elucidar o perfil fisico-quimico deste produto.
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Karabagias et al., (2017) avaliaram a presenca de elementos quimicos em amostras de
mel comercial Citrus spp. de diferentes paises mediterraneos (Grécia, Espanha, Egito e
Marrocos), constatando variacGes entre as amostras analisadas. As maiores proporc¢des de
foram encontradas para 0s seguintes elementos quimicos: calcio, fosforo, magnésio, estanho,
silicio, boro, ferro, cobre, aluminio, zinco, selénio e dentre outros. Os autores explicam que o
contetdo mineral em mel pode variar de acordo com a origem botanica e geogréafica, condicGes
climaticas e, pelo processo utilizado para extracdo do mel em amostras industriais, uma vez que
a contaminacdo por metais em méis pode ser decorrente da lixiviacdo destes utensilios na
extracdo, bem como da embalagem onde o mesmo é armazenado (EPIFANIO, 2012).

A presenca de elementos quimicos pode influenciar diretamente na coloragdo de méis.
Acredita-se que quanto maior o conteldo mineral, mais escuro sdo 0s méis, assim como, baixos
contedos minerais resultardo em méis mais claros. Dentre os elementos que contribuem para
a intensidade da coloragdo de méis tem-se: K, Ca, Mg, Na, Fe, Al, Mn e dentre outros
(ANKLAM, 1998 apud RIBEIRO et al., 2014; DA SILVA et al., 2016).

3.5 ANALISE SENSORIAL

A analise sensorial é considerada um instrumento aplicado com o intuito de detectar os
sentidos humanos para verificar a qualidade global de um produto, assim como a sua
aceitabilidade e caracteristicas dos alimentos. Essa analise é utilizada para evocar, medir,
analisar e interpretar reacdes caracteristicas dos produtos e como sdo percebidas pelos
consumidores, ou seja, através dos sentidos: visao, sabor, tato, olfato e audicdo (DUCTOSKY,
2013).

A avaliacdo sensorial em méis vem sendo estudada por diversos autores (SOUSA et al.,
2013; SILVANO etal., 2014; SILVA, 2015; TAHIR et al., 2016; ESCRICHE et al., 2017) com
0 intuito de caracterizar o perfil sensorial de diferentes méis no Brasil e de outros paises, além
verificar os principais aspectos considerados por consumidores para a escolha do produto.

Segundo Barros (2011), a anélise sensorial em méis é imprescindivel para verificar a
aceitacdo do produto perante o mercado consumidor. Suas contribuicbes levam em
consideracdo a percepcdo do aroma, sabor e cor caracteristica do mel. As caracteristicas
sensoriais do mel sdo delimitadas por legislacdes vigentes, porém como ndo ha uma
regulamentacdo especifica para mel de abelhas nativas, sem ferrdo, é preciso seguir os critérios

exigidos por diretivas estabelecidas para mel de Apis mellifera.
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Perante a Instrucdo Normativa N° 11/2000 do Ministério da Agricultura e
Abastecimento (MAPA), e do Regulamento Técnico N°89/99 do Mercado Comum do Sul
(MERCOSUL) para a ldentidade e Qualidade do mel, os requisitos sensoriais estabelecidos,
referem-se a: cor, que pode variar de incolor a pardo-escuro; o sabor e o aroma devem ser
caracteristicos de sua origem; e a consisténcia deve ser pertinente com seu estado fisico. Além
disso, é de extrema importancia que em seu sabor ndo haja indicios de fermentacao.

A cor é considerada um parametro de qualidade, preferéncia e aceitacdo entre
consumidores. A cor do mel varia em funcao a sua origem botanica, da temperatura na colmeia,
0 tempo de armazenamento e da sua composi¢do quimica, especialmente em fun¢édo do seu
contetldo mineral, pois quanto maior a presenca de minerais, mais escuro sera o mel (RIBEIRO
etal., 2014; KARABAGIAS et al., 2017).

Nascimento (2014) avaliou diferentes amostras de mel de Meliponinae oriundas dos
Estados de Santa Catarina, Parana e Sao Paulo. A autora constatou que a coloracdo das amostras
avaliadas variou de ambar claro ao &mbar escuro, sendo o0 mel de Tetragonisca angustula o que
apresentou maior diferenca de coloracdo nos diferentes locais coletados, constituindo essa
possivel diferenca ser ocasionada pelas maiores quantidades de acicares e outros componentes
presentes nas amostras.

Os aromas sdo produzidos por uma mistura extremamente complexa de moléculas
volateis, sendo provenientes de substancias produzidas nos alimentos (DUTCOSKY, 2013). De
acordo com Lira et al., (2014) méis de abelhas sem ferrdo sdo produtos com caracteristicas
peculiares, especialmente quando se refere ao sabor e aroma, evidenciando um diferencial do
produto e elevando seus precos de comercializacao.

Em um estudo comparativo entre méis de abelhas sem ferrdo (Meliponinae) com mel de
Apis mellifera, realizado por Lira et al., (2014), constatou-se que os Meliponineos possuem
teores de acidez mais elevados. Para Sousa et al. (2013), o teor de acidez varia, também, entre
espécies de Meliponineos, interferindo diretamente na aceitagdo de méis nativos, pois méis
pouco acidos foram mais aceitos por consumidores da regido de Seridd — Rio Grande do Norte,
Brasil. O sabor do mel esta diretamente relacionado com seu aroma e docilidade. Essas
caracteristicas sensoriais sao resultantes de substancias complexas contidas no mel, diferentes
aromas e sabores sdo derivados das fontes vegetais (CRANE, 1983 apud SILVA, 2015).

Os méis de abelhas sem ferrdo apresentam maior fluidez, quando comparado a espécie
Apis mellifera. Essa caracteristica, € resultante do alto teor de umidade encontrado em amostras
de abelhas sem ferrdo (BILUCA, 2014). O teor de umidade varia de acordo com a época de

producdo e das condi¢Ges meteoroldgicas, sendo essa caracteristica facilmente influenciavel
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sobre as propriedades fisicas do mel (ESCUREDO etal., 2013). A fluidez do mel, também pode
estar associada a presenca de agUcares, pois segundo Dobre et al., (2012), os principais fatores
que influenciam na viscosidade do mel sdo frutose e glicose, considerando méis que
apresentaram aproximadamente 78% de acucares.

A analise sensorial vem sendo empregada a fim de avaliar condi¢es de processamento
(SODRE et al., 2008) e armazenamento do mel (RIBEIRO etal., 2017), bem como seu impacto
nas caracteristicas sensoriais dos méis. Estudos recentes utilizam a andlise sensorial de méis
com o intuito de correlacionar a identidade floral e geografica com o perfil sensorial e volateis
de méis de abelhas sem ferrdo (COSTA et al., 2017). Os autores definiram o perfil aromaticos
dos méis produzidos por abelhas sem ferrdo e constataram a diferenciagdo de fontes botanicas
através da analise sensorial.

Escriche et al., (2017) também avaliaram as caracteristicas de méis da Espanha,
correlacionando o perfil volatil, pardmetros quimicos e sensoriais. Porém os autores realizaram
0 estudo com o intuito de avaliar a classificacdo correta de rotulagens dos méis lavanda e
tomilho e constataram falhas de classificagdo dos mesmos.

Nota-se que os estudos correlacionam as caracteristicas dos méis com parametros
sensoriais, porém ha escassez de pesquisas que correlacionem as caracteristicas quimicas com
a preferéncia dos consumidores, através de analises sensoriais, principalmente pesquisas que
comparem com espécies de abelhas sem ferrdo, como Tetragonisca angustula, Melipona q.

quadrifasciata e Scaptotrigona postica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Equipamentos

Os equipamentos utilizados para o desenvolvimento das analises foram: (i) agitador
magnético (Nova Instruments, NI11103, Brasil), (ii) vortex (Marconi, Ma-162, Brasil), (iii)
centrifuga (Sigma, 3-16kl, Alemanha), (iv) medidor de atividade de 4gua (Novasina AG, CH-
8953, Suica), (v) espectrofotdmetro (Thermo Scientific 201, China), (vi) balanca analitica
(Shimadzu, AUY 220, Brasil), (vii) colorimetro digital (BKY K Gardner, Estados Unidos), (viii)
pHmetro (Hanna Instruments — HI2221, Roménia), (ix) refratbmetro de bancada (Bio Brix,
Brasil), (x) Espectrémetro de Emissdo Atémica (Modelo ICPE-9800, Shimadzu).

4.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados para o desenvolvimento das analises, foram: (i) hidroxido de
s6dio 99%, (ii) alcool etilico 99%, (iii) carbonato de Sadio (P.A /ACS) 99,5%, (iv) acido galico
anidro 98% P.A, (v) reativo folin-ciocalteau 2 N, (vi) ferrocianeto de potassio, (vii) acetato de
zinco, (viii) bissulfito de sodio, (ix) acido nitrico P.A, (x) perdxido de hidrogénio 30% e (xi)

trio.

4.2 METODOS

4.2.1 Obtencéo das amostras de mel e seu armazenamento

As amostras de méis de abelhas sem ferrdo foram adquiridas de produtores rurais da
regido Centro-Sul do Estado do Parana. A Figura 01 ilustra 0 mapa do Parana. O circulo em
vermelho refere-se a regido onde as amostras de méis de abelhas nativas sem ferrdo foram

colhidas pelos meliponicultores.



26

Figura 01 — Regido Centro-Sul do Estado do Parana, localidade onde as amostras foram
coletadas.

Fonte: Emater - Instituto Paranaense de Assisténcia Técnica e Extensdo rural, modificado.

A Tabela 02 exibe a identificacdo das amostras, a origem entomoldgica (Nome
cientifico - espécies), nome popular, procedéncia das amostras, periodo de coleta e sua forma
de obtencdo. As amostras foram armazenadas em embalagens de vidro, devidamente
esterilizadas e vedadas, juntamente com filme de Policloreto de vinil (PVC), como cobertura,
sob a tampa. As amostras foram mantidas em temperaturas de refrigeracdao até o0 momento de
sua utilizacdo. Os méis foram armazenados sob refrigeracdo a fim de evitar a fermentacdo do
produto, devido ao periodo de coleta se dar entre 0s meses de verdo e pela regido apresentar
temperaturas elevadas durante essa estacio (> 30°C). E importante destacar que o
armazenamento sob refrigeracdo ndo favoreceu para o processo de cristalizacdo dos méis
avaliados.

A porcdo de cada amostra de Tetragonisca angustula (Jatai) é de aproximadamente 1
kg, enquanto as demais foram possiveis coletar apenas 650 g, de cada. A pequena quantidade
das demais espécies, Melipona quadrifasciata quadrifasciata (Mandacaia) e Scaptotrigona
postica (Mandaguari preta), adquirida se devem pela baixa produtividade de mel produzido

pelas abelhas sem ferrdo.



Tabela 02 - Identificacdo das amostras de méis de abelhas sem ferrdo.
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Amostras Nome cientifico Nome popular Procedéncia Més/Ano da Processo de obtencéo
(espécies)! coleta
Tetragonisca Area rural de Canddi (PR) 12/2016 Gotejamento seguido de filtragdo?
01 angustula Jatai
Avrea rural de Laranjeiras do Sul 01/2017
02 Tetragonisca Jatai (PR) — Comunidade do Passo liso® Gotejamento seguido de filtragéo?
angustula
01/2017 Gotejamento seguido de filtracdo?
03 Tetragonisca Jatai Avrea rural de Laranjeiras do Sul
angustula (PR) — Comunidade do Passo liso®
12/2016 Gotejamento seguido de filtragéo?
04 Tetragonisca Jatai Area rural de Laranjeiras do Sul
angustula (PR) — Comunidade Barro Preto
Melipona 12/2016 Retirada com seringa descartavel
05 quadrifasciata Mandagcaia Avrea rural de Rio Bonito do seguido de filtracdo?
quadrifasciata Iguacu - PR
Area rural de Rio Bonito do 12/2016 Retirada com seringa descartavel
06 Scaptotrigona postica Mandaguari Iguacu - PR seguido de filtragdo?
Preta
Melipona Area rural de Cantagalo - PR 02/2017 Gotejamento seguido de filtragdo?
07 quadrifasciata Mandacaia

quadrifasciata

! Indicacio das espécies fornecidas por meliponicultores.
2 Filtragdo realizada com peneira domestica para retirada de possiveis matérias grosseiras e/ou sujidades.

3 Amostras coletadas na mesma regido, porém de produtores diferentes.
Fonte: Elaborado pela autora
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4.2.2 Caracterizagdo Fisico-quimica

As analises de caracterizacdo foram desenvolvidas na Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS), no Campus de Laranjeiras do Sul-PR e Erechim-RS. Para o
desenvolvimento da analise em Erechim-RS, as amostras foram acondicionadas em
embalagens primarias descartaveis de poliestireno (PS) com tampa, sendo ainda,
armazenadas em caixa térmica de isopor com placas de gelo, como embalagem
secundaria, afim de garantir o acondicionamento seguro e em baixa temperatura. Abaixo,

estdo descritas as metodologias utilizadas para cada analise:

4.2.2.1 Determinagéo da atividade de agua

A atividade de &gua (Aw) foi avaliada por meio do uso de Analisador de Atividade
de Agua LabMaster — Novasina Tecnal, conforme os procedimentos indicados pelo

fabricante.

4.2.2.2 Determinacao do teor de umidade

Os teores de umidade das amostras de méis de abelhas sem ferrdo foram
determinados através do método refratométrico, método recomendado pela Association
of Official Analytical Chemists - AOAC (2000) — método 969.38b, sem utilizar quaisquer
tratamentos prévios. As amostras de méis foram analisadas em refratbmetro de Abbé, a
temperatura ambiente (25°C).

Conforme estabelecido pelo método, utiliza-se o indice de refracdo (IR), para a
determinacdo da umidade do mel, em uma tabela correspondente entre o IR e o teor de
umidade do mel. A Tabela 3 é derivada de uma férmula desenvolvida por Wedmore,
tendo como base os dados de Chataway (BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN, 1997).

O indice de refracdo (IR) de cada amostra depende da temperatura e concentracao,
sendo realizada a correcdo do IR para cada amostra que estivesse diferente de 20°C,

aplicando o fator de correc¢do de + 0,00023 ao IR para cada grau abaixo ou acima de 20°C.
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Tabela 03- Tabela de Chataway, com valores correspondentes entre o indice de refragdo
(IR) & 20°C e a porcentagem de 4gua dos méis.
indice de Umidade indice de Umidade indicede  Umidade

refracéo (%) refracéo (%) refracéo (%)

(a20°C) (a20°C) (a20°C)
1,5044 13,0 1,4935 17,2 1,4830 214
1,5038 13,2 1,493 17,4 1,4825 21,6
1,5033 13,4 1,4925 17,6 1,4820 21,8
1,5028 13,6 1,4920 17,8 1,4815 22,0
1,5023 13,8 1,4915 18,0 1,4810 22,2
1,5018 14,0 1,4910 18,2 1,4805 22,4
1,5012 14,2 1,4905 18,4 1,4800 22,6
1,5007 144 1,4900 18,6 1,4795 22,8
1,5002 14,6 1,4895 18,8 1,4790 23,0
1,4997 14,8 1,4890 19,0 1,4785 23,2
1,4992 15,0 1,4885 19,2 1,4780 23,4
1,4987 15,2 1,4880 19,4 1,4775 23,6
1,4982 154 1,4875 19,6 1,4770 23,8
1,4976 15,6 1,4870 19,8 1,4765 24,0
1,4971 15,8 1,4865 20,0 1,4760 24,2
1,4966 16,0 1,4860 20,2 1,4755 244
1,4961 16,2 1,4855 20,4 1,4750 24,6
1,4956 16,4 1,4850 20,6 1,4745 24,8
1,4951 16,6 1,4845 20,8 1,4740 25,0
1,4946 16,8 1,4840 21,0 -- --
1,4940 17,0 1,4835 21,2 -- --

*Correcao para temperaturas diferente de 20°C: + 0,00023 ao valor do IR encontrado na tabela para cada
grau acima ou abaixo de 20°C. Fonte: AOAC; BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN, 1997.

A Tabela 3 foi disposta em forma de grafico (Figura 2) e foi realizado uma
regressdo linear de dados da Tabela de Chataway, para determinacdo da umidade
correspondente a > 25% (Tabela 3). A Equacédo 01 consiste na regressao linear, onde Y=
a umidade e enquanto “X” expressa o IR, os quais foram utilizados para obten¢do dos

valores de umidade.

Y= 608,87 - 396,14X (Equaco 01)



30

Figura 2 — Regresséo linear entre umidade (%) e indice de refragdo.

26

Umidade (%)

27T T T T T
1,473 1,476 1,479 1,482 1,485 1,488 1,491 1,494 1,497 1,500 1,503

Indice de refracio 20%0)

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.2.3 Anélise de pH

A determinacdo do pH foi realizada simultaneamente com a analise de acidez
livre, conforme descrito pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990).

O potenciometro digital foi previamente calibrado a pH 4 e 7, conforme descrito pelo
fabricante.

4.2.2.4 Determinacdo da acidez livre

A acidez livre foi determinada por meio da metodologia de titulagdo
potenciométrica com solucdo de hidroxido de sédio, conforme descrita Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 1990).

4.2.2.5 Determinacédo de Cor

As cores das amostras foram avaliadas com auxilio de colorimetro digital, por
meio do padrdo C.I.E. L* a* b*, onde a coordenada L* expressa o grau de luminosidade
da cor medida (L* = 0, preto a 100, branco). O valor de a* expressa 0 grau de variacdo
entre o vermelho e o verde (a* positivo = vermelho; a* negativo = verde) e a coordenada

b* expressa o grau de variacdo entre o azul e o amarelo (b* positivo = amarelo; b*
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negativo = azul), conforme ilustra o sistema CIELAB do Anexo I. O colorimetro digital
foi previamente calibrado em placa de porcelana branca, antecedendo a avaliagdo das
amostras. Todas as amostras foram avaliadas em fundo branco conforme exibe a Figura
03 (McGUIRE,1992).

Figura 03 — Analise colorimétrica das amostras de méis de abelhas sem ferrdo em fundo
branco.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.2.6 Andlise de Sélidos Sollveis Totais (°Brix)

A determinacdo dos solidos solUveis totais (SST - °Brix) foi avaliada com o auxilio
de um refratbmetro digital ABBE de bancada. O equipamento foi previamente calibrado

conforme instrugdes do fabricante.

4.2.2.7 Determinacdo de Compostos Fendlicos Totais

A determinacao dos compostos fenolicos foi realizada baseando-se no método de
Folin-Ciocauteau, de acordo com Bucic-Kojic et al., (2007) com modificacdes. Foi
medido aproximadamente 1,25 g de cada amostra de mel, juntamente com 20 mL de
etanol a 50% e homogeneizando, em vortex, durante 2 min. A mistura foi centrifugada
durante 5 min a 5000 rpm e uma aliquota de 0,50 mL desse extrato foi transferida para
um baldo de 25 mL, protegido da luz (envoltos em papel aluminio), com 3,0 mL de adgua
destilada, 4,0 mL de solucdo de Folin-Ciocalteau a 10 % e, entre 30 s a 8 min, foram
adicionados 2,00 mL de solucédo de carbonato de sodio (Na,C05), a 7,5%. O volume foi
complementado com &gua destilada e a mistura homogeneizada. Os frascos foram

mantidos em repouso, na auséncia de luz, por 2 h e posteriormente foi realizada a leitura
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em espectrofotdmetro a 765 nm, descontando o valor do branco, de cada medida. Uma
curva padréo foi realizada com acido galico nas concentracGes de 0; 0,2; 0,5; 1,0; 25 e
5,0 mg de GAE/L. Os resultados foram expressos em mg AG/100 g de amostra
(KWIATKOWSKI et al., 2010).

4.2.2.8 Determinacao de Hidroximetilfurfural (HMF)

A determinacdo de Hidroximetilfurfural (HMF) nos méis de abelhas nativas sem
ferrdo, foram avaliadas baseando-se no método espectrofotométrico recomendado pela
AOAC (2000), com modificagOes, sendo utilizadas as seguintes solucdes:

> Solucdo de Carrez | [15 g de ferrocianeto de potassio dissolvidos e

completados para 100 mL com agua destilada].

> Solucéo de Carrez 11 [30 g de acetato de zinco dissolvidos e completados

com 100 mL com agua destilada].

> Solucéo de bissulfito de s6dio 0,2% (m/v).

Foi medido 5,0 g de amostra de mel, juntamente com 25 mL de agua destilada e
prosseguiu-se com homogeneizagdo, em vortex. Apés agitacédo, a solugao foi transferida
para um baldo volumétrico de 100 mL e adicionados 5 mL da solucéo de Carrez I,
homogeneizado e adicionoado 5 mL da solucdo de Carrez Il e homogeneizado
novamente. Neste momento, a solugdo tornou-se turva e completou-se o volume do balao
para 100 mL com agua destilada. A solucdo foi filtrada em papel, descartando-se os
primeiros 10 mL.

Da solucéo filtrada, foram transferidos 5 mL para cada um de seis tubos de ensaio.
Nos trés primeiros tubos acrescentou-se 5 mL de agua destilada, sendo esses
denominados de solucdes testes. Nos demais tubos, foram acrescidos 5 mL de bissulfito
de sodio 0,20%, denominando-os de solucGes de referéncia (Branco). Todas as solucGes
foram homogeneizadas, em vortex, e avaliou-se a absorbancia em espectrofotdmetro nos
comprimentos de onda de 284nm e 336nm, em cubeta de quartzo. Primeiramente fez-se
as medidas das solugdes de referéncia para calibracdo e posteriormente, das solucoes
teste.

O teor de Hidroximetilfurfural dos méis, foram calculados de acordo com a

Equacéo 2, sendo expressos em mg/Kg.
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(A284 - A336) * 149,7 * 5
P

= HMF mg/Kg (Equacao 2)

A,g, =leitura da absorbéncia a 284 nm

A3 =leitura da absorbancia a 336 nm

P = massa da amostra em gramas

5 = massa nominal da amostra

149,7= [(126/16830)*(1000/10)*(1000/5)], sendo: peso molecular do HMF (126);
absortividade molecular do HMF a 284 nm (16830); conversdes de unidade de g para mg
(1000), centilitro/litro (10), g para Kg (1000).

4.2.2.9 Determinacdo de Elementos Quimicos

A quantificacdo dos elementos quimicos em amostras de méis de abelhas sem
ferrdo foi desenvolvida conforme metodologia descrita por Mendes (2003) por
Espectrometria de Emissé@o com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES) utilizando,
como pré-tratamento das amostras, a mineralizagdo assistida por micro-ondas (MW).

Para a mineralizagdo assistida por micro-ondas, foi utilizado aproximadamente
1,0 g de mel, tratado com uma mistura de 2,0 mL de HNO5 (65% m/v), 2,0 mL de H,0,
(30% v/v) e 0,5 mL de itrio (100,0 mg L™1), utilizando como padrdo interno. A solugio
foi submetida ao programa de aquecimento em forno micro-ondas fechado, onde as
condicdes de operacdo sdo apresentadas na Tabela 4. Posteriormente, a solu¢do resultante
foi diluida para 25,0 mL e analisada por ICP OES. O mesmo procedimento foi utilizado

na analise das sete amostras de méis de abelhas sem ferrao.

Tabela 4 — CondicOes de operacdo para mineralizagdo em forno micro-ondas.

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min) Espera (min)
1 60 1 1
2 70 1 2
2 80 5 5
3 120 5 5
4 180 5 5}
Arrefecimento 40 0 0

Fonte: Mendes (2003), modificado.
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4.2.3 Caracteristicas microbioldgicas das amostras de mel de abelhas sem ferréo

As analises microbioldgicas foram desenvolvidas no Laboratério de Analises de
Alimentos (LANALI) credenciado do Parand. As amostras foram encaminhadas ao
laboratorio acondicionadas em embalagem primaria, descartavel (Poliestireno — PS) com
tampa, e embalagem secundaria em caixa térmica de isopor com placas de gelo, com o
intuito de garantir o acondicionamento seguro e baixas temperaturas. Abaixo sdo descritas

as metodologias utilizadas para o desenvolvimento das analises microbioldgicas.

4.2.3.1 Bolores e leveduras

As analises de bolores e leveduras foram avaliadas de acordo com a Association
of Official Analytical Chemists (AOAC) correspondente a metodologia 997.02 de 2012.
A contagem de bolores e leveduras foi feita através de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFCl/qg).

4.2.3.2 Coliformes Totais a 35°C

A determinacéo de Coliformes Totais foi realizada de acordo com a metodologia
descrita pela American Public Health Association (APHA), pela metodologia 8.71 de

2001. As determinacdes foram feitas pela técnica de Numero Mais Provavel (NMP/g).

4.2.3.3 Coliformes Termotolerantes a 45°C

Os coliformes termotolerantes foram avaliados de acordo com as instrucoes
indicadas pela American Public Health Association (APHA) conforme metodologia 9.81

de 2015. As avaliacOes foram feitas pela técnica de Numero Mais Provavel (NMP/g).

4.2.4 Andlise sensorial

Para o desenvolvimento da analise sensorial, a pesquisa foi submetida ao Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) o qual teve parecer liberado sob o numero CAAE:
64382217.8.00005564.
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A anélise sensorial foi conduzida utilizando o teste de aceitabilidade, a partir das
amostras de méis de abelhas nativas sem ferrdo, do Estados do Paran4, regido Centro-Sul.
O objetivo central do teste foi avaliar o grau com que os consumidores gostaram ou
desgostaram dos méis (Teste de aceitagdo), e também a intencdo de compra das amostras
de mel de abelhas nativas. Foram avaliadas as sete amostras de méis nativos sendo elas:
quatro amostras de mel de jatai (Tetragonisca angustula), duas amostras de mandacaia
(Melipona quadrifasciata quadrifasciata) e uma amostra da espécie Mandaguari preta
(Scaptotrigona postica).

Os participantes foram convidados, pessoalmente, a participar da pesquisa e
também, foram esclarecidas quaisquer duvidas e informag@es sobre a finalidade, riscos,
beneficios, direitos e procedimentos decorrentes da participacdo na pesquisa. Os
provadores que aceitaram a participar da analise sensorial forneceram um endereco
eletronico (e-mail) para, posteriormente, receberem os avisos referente a data, horéario e
local do desenvolvimento da pesquisa. Essa forma de convite foi realizada a fim de que
houvessem participantes que realmente consumissem mel e/ou produtos semelhantes.

A equipe de provadores foi constituida por julgadores ndo-treinados, de ambos 0s
sexos (feminino e masculino), na faixa etaria de 18 a 50 anos, composta por discentes,
docentes, e funcionarios da instituicdo da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS),
do campus de Laranjeiras do Sul-PR. Essa equipe foi composta por 50 avaliadores, sendo
procedentes da cidade de Laranjeiras do Sul-PR.

Os testes foram conduzidos no laboratério de Analise Sensorial da Universidade
Federal da Fronteira Sul, campus Laranjeiras do Sul-PR, onde foram preparadas as
amostras, em testes individuais. Durante a chegada dos participantes, 0s mesmos foram
questionados quanto as alergias ao pélen e ao mel, bem como se gostavam do produto e
se possuiam a real intencdo em participar do teste. Os julgadores foram convocados a
verificar o Termo de Consentimento Livre esclarecido (TCLE), Apéndice 1, e quanto a
quaisquer duvidas ou informagdes adicionais que pudessem surgir apos o término da
pesquisa. Os integrantes foram orientados que poderiam entrar em contato com 0s
pesquisadores responsaveis, uma vez que também foi disponibilizado o contato no TCLE.

O grupo de participantes foi constituido por pessoas que ndo possuiam a doenca
cronica de Diabetes, ndo fumantes ou participantes que haviam ingerido café ao menos
por uma hora antes da analise sensorial, a fim de que estivessem aptos para avaliar as
amostras. Os horarios dos testes deram-se entre as 09:00 e 12:00 horas e das 14:00 as
16:00 horas.
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Os provadores receberam sete amostras, entregues de forma monadica. Para evitar
resultados tendenciosos produzidos pela ordem de apresentacdo das amostras, foi
utilizado o delineamento em blocos de ordem aleatdria conforme descrito por Macfie et
al., (1989). Para cada julgador havia uma sequéncia diferente de amostra a ser entregue,

assim como mostra o Quadro 1.

Quadro 1 — Exemplos de ordenacédo e cddigos de trés digitos aplicados aos provadores.

Provador 01
Amostras 1 2 3 4 5 6 7
Ordenacéo 6 5 4 1 3 7 2
Cadigos 862 245 458 396 522 498 298
Provador 02
Amostras 1 2 3 4 5 6 7
Ordenacéo 4 6 3 5 2 1 7
Caodigos 223 398 183 765 138 369 163
Provador 03
Amostras 1 2 3 4 5 6 7
Ordenacao 3 4 2 6 7 5 1
Caodigos 756 954 266 174 496 133 759

Fonte: Elaborado pela autora.

Esse quadro exemplifica trés, das cinquentas, ordenacdes distintas entregues
individualmente. E ainda, para cada amostra, de cada provador, havia um cédigo de trés
digitos distintos, ndo se repetindo aos provadores de outras cabines, como ilustra o
Quadro 1 para “codigos”. Os cddigos utilizados foram gerados de acordo com o Anexo
Il (MEILGAARD, CARR, CIVILLE 2007).

As amostras foram servidas na proporcdo de 3 g. Os recipientes foram vedados
com papel aluminio e codificados com nameros de trés digitos, conforme ilustra a Figura
04. Foram fornecidos biscoito de “agua e sal”, juntamente com um copo de 4gua, para
limpeza do palato entre a avaliacdo das amostras, conforme pode ser visto na Figura 05.
Além disso, os julgadores receberam a ficha de avaliagdo do teste afetivo, a qual foi
estruturada pela escala heddnica de nove pontos (9 = gostei extremamente e 1 = desgostei
extremamente). A intencdo de compra foi avaliada aplicando escala de 7 pontos (7 = eu
certamente compraria o produto, 1 = eu certamente ndo compraria o produto), segundo a
metodologia adaptada por Seabra (2002) e Hautrive (2008).
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Figura 04 — Amostras de mel de abelhas nativas sem ferrdo em recipientes vedados e
codificados.

Fonte: Elaborado pela autora.

O Apéndice 2 apresenta 0 modelo das fichas utilizadas nas avaliagdes sensoriais,
com o qual foram solicitadas, ao participante, informac6es complementares referentes ao
sexo, idade, profissdo e informagdes sobre o habito de consumo de mel, as quais foram
utilizadas para verificar o perfil dos julgadores. Quanto aos resultados, a avaliacdo
estatistica dos dados foi conduzida utilizando significancia de 5% (p<0,05).

Figura 05 - Cabine de avaliacdo sensorial, juntamente com a provadora avaliando uma

das amostras de mel de abelhas sem ferrdo.

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.0 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software gratuito
Assistat versdo 7.7 beta. Os resultados experimentais foram obtidos como média e
intervalo de confianca de trés medic¢des paralelas. Os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey, sendo esse utilizado para comparar
os dados obtidos das diferentes amostras de mel. Os valores médios com p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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6.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE MEIS DE ABELHAS SEM FERRAO

6.1.1 Atividade de agua, umidade, pH e acidez livre titulavel

A atividade de agua, umidade, pH e acidez titulavel sdo fatores de extrema
importdncia na conservacdo de alimentos, especialmente quando utilizados como
parametros de controle de qualidade para avaliar a vida de prateleira de um produto. A
Tabela 5 exibe os resultados de atividade de dgua (Aw), umidade, pH e acidez livre das

amostras de mel de abelhas sem ferrao.

Tabela 5 - Resultados de atividade de agua, teor de umidade, pH e acidez livre de méis
de abelhas sem ferrao.

Analises
Amostras Atividade de Umidade pH Acidez livre
agua (Aw) (%) (mEqg/ Kg)
1 0,709 + 0,005 21,80 £0,01¢ 3,820,172 38 + 2d
2 0,718 + 0,003¢ 21,93 £0,47% 3,53 £ 0,10 75+ 2P
3 0,711 £0,001° 21,07 +0,47f 3,55+0,13° 75+ 3P
4 0,691 + 0,002 22,40 +£0,23¢ 3,87 £0,042 55+ 2¢
5 0,766 +0,001° 30,87 £0,01° 3,21 +0,03¢ 115+ 32
6 0,744 +0,005°¢ 28,87 £0,62¢ 3,40 £ 0,06° 114 + 42
7 0,809 + 0,0022 34,00+ 0,012 3,20 + 0,081 118 +13?

* Média e Intervalo de Confianca (n = 3) para 95% de confiabilidade. **. Média com letras minGsculas
diferentes, numa mesma coluna, indicam diferencas significativas ao nivel de p<0,05. Amostras 1, 2, 3, 4:
Tetragonisca angustula; Amostras 5 e 7: Melipona quadrifasciata quadrifasciata; Amostra 6:
Scaptotrigona postica.

A atividade de agua ndo é um parametro fisico exigido por regulamentacGes
nacionais (IN n® 11, 2000) e internacionais (Codex Alimentarius, 2001). No entanto, esse
parametro é de grande importancia para auxiliar na investigacdo das caracteristicas de
atividades microbianas, alteragcdes do alimento, bem como sobre as caracteristicas fisicas
do produto.

Constatou-se que a maioria das amostras diferiram (p<0,05) para a atividade de

agua (Aw), variando entre 0,691 a 0,809. As unicas amostras que ndo se diferem entre si,
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sdo as amostras 1 e 3, ambas da espécie Tetragonisca angustula. As espécies
Tetragonisca angustula (amostras 1, 2, 3 e 4) exibiram menores contetdos de agua livre,
variando entre 0,691 a 0,718, enquanto as espécies de Melipona . quadrifasciata
(amostras 5 e 7) e Scaptotrigona postica (amostra 6) possuem maiores Aw, de 0,766 e
0,809, e 0,744 respectivamente.

Embora a maior atividade de &gua tenha sido obtida para a amostra 7 (Aw:
0,809), Melipona g. quadrifasciata, esse valor é insuficiente para o desenvolvimento de
patdgenos de importancia alimentar. A maioria das bactérias deteriorantes necessitam de
Aw minima de 0,90 para seu desenvolvimento, enquanto bolores deteriorantes e
leveduras osmofilicas necessitam de Aw minima de 0,80 e 0,60 para sua multiplicac&o.
Somente alguns géneros de bactérias causadoras de toxinfec¢Ges alimentares sdo capazes
de sobreviver em altas concentracdes de acicares como, por exemplo, bactérias do género
Staphylococcus aureus que podem tolerar Aw de até 0,86 para sua multiplicacdo. Porém,
h&d dependéncia de outros fatores intrinsecos e extrinsecos para que haja seu
desenvolvimento tais como, pH do meio e temperatura de armazenamento (LIEVENS, et
al., 2015; FRANCO; LANDGRAF, 2005).

A atividade de 4gua é um parametro fisico de grande importancia, especialmente
quando se deseja avaliar a estabilidade de um alimento. Os valores de Aw podem predizer
sobre a disponibilidade de &gua presente no alimento, se estdo permissiveis para o
crescimento microbiano, atividade enzimatica e velocidade de reacdes de alteracdo em
alimentos (MERABET, 2011; RIBEIRO et al., 2014).

Os méis, em geral, apresentam valores de atividade de dgua proximos a 0,6,
demonstrando ser um produto estavel em termos microbioldgicos (BLACK; BARACH,
2015; CAMARGO etal., 2017). Entretanto, altos niveis de umidade sdo comuns de serem
encontrados em méis de abelhas sem ferrdo. Silva et al., (2013) avaliaram nove amostras
de mel de Melipona subnitida (jandaira), obtidos da regido semiarida do Estado da
Paraiba, Brasil. Os meéis de abelhas sem ferrdo estudados pelos autores também
resultaram em maior atividade de 4gua (Aw + 0,720), quando comparado aos méis de
Apis mellifera.

Os resultados de atividade de dgua obtidos por Silva et al., (2013) corroboram
com os resultados obtidos pelo presente estudo, ficando evidente que espécies de abelhas
sem ferrdo produzem méis com maiores contetdos de umidade. De acordo com Escuredo
et al., (2013) maiores teores de umidade sdo comuns em méis de abelhas nativas sem

ferrdo e constituem uma das principais peculiaridades ao produto.
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Ainda nessa pesquisa a Tabela 5 exibe, os resultados obtidos para teores de
umidade das amostras de méis avaliadas. Assim como obtido para a atividade de agua
(Aw), o teor de umidade também variou nos méis das abelhas nativas sem ferrdo, nas
diferentes espécies. As Tetragonisca angustula proporcionaram méis com menores
contetidos de umidade, variando entre 21,07 a 22,40%, seguido pela Scaptotrigona
postica (28,07%) e Melipona q. quadrifasciata (30,87 e 34,00%), evidenciando que o teor
de umidade também foi influenciado pela espécie de abelha sem ferréo.

Estudos evidenciaram que mel de meliponineos se diferem amplamente das
caracteristicas de mel produzido por Apis mellifera. Biluca et al., (2016) avaliaram 33
amostras de méis de abelhas sem ferrdo, de diferentes espécies, oriundas do Estado de
Santa Catarina, Brasil. Os autores encontraram variagdes nos teores de umidade de 23,1
a 43,5%. Os teores mais elevados foram obtidos pela espécie Melipona g. quadrifasciata
e dentre 0s menores conteudos, tem-se a espécie Tetragonisca angustula. Esses mesmos
resultados também foram encontrados nesse estudo, evidenciando que as espécies nativas
influenciam e produzem méis com alto teor de umidade.

Rodrigues (2016) avaliou o teor de umidade de seis amostras de méis de abelhas
sem ferrdo, provenientes dos Estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, Brasil. A
autora também obteve variacdes no teor de umidade (23,8 a >25%) em diferentes espécies
analisadas. Lira et al., (2014) e Sousa et al., (2016) também comprovam em seus estudos
que o teor de umidade em méis de meliponineos variam entre 20 a 35% e de acordo com
a espécie das abelhas.

Os padrdes de identidade e qualidade do mel devem ser comparados a legislacao
vigente. Os padrdes estabelecidos, pela IN n° 11 (Brasil, 2000) e Comissdo do Codex
Alimentarius (Codex Alimentarius, 2001), determinam umidade méaxima de 20%.
Contudo, essas legislagdes sdo voltadas especialmente para mel de Apis mellifera e ndo
condizem com as caracteristicas fisico-quimicas de méis produzidos pelas abelhas sem
Ferrdo. Na presente pesquisa, todos os méis (amostras 1 a 7) de abelhas sem ferrdo
excedem ao maximo permitido por regulamentagbes vigentes. Diversos estudos
(VILLAS-BOAS, 2012; LIRA et al.,2014; BILUCA et al., 2016; BRAGHINI et al., 2017)
evidenciam essa ampla diferenca de umidade entre méis produzidos por abelhas sem
ferrdo e Apis mellifera. Esse fato deixa ainda mais evidente a necessidade de uma
regulamentacdo especifica para méis produzidos pelas espécies de abelhas sem ferrdo,

para que suas caracteristicas possam ser comparadas e avaliadas de forma justa.
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E pertinente comentar que a diferenca no teor de umidade de méis de abelhas sem
ferrdo pode estar relacionada ao ambiente tropical tmido em que o mel € produzido, baixa
taxa de desidratacdo do néctar durante o processo de transformacgdo do mel, o qual é
influenciado por condi¢des ambientais tais como, por exemplo, umidade relativa do ar,
temporada de colheita do mel e outras, como a espécie de abelhas, colheita do néctares
de flores e frutos ricos em agua, e dentre outros fatores (KARABAGIAS et al., 2014;
RAMON-SIERRA et al., BILUCA et al., 2016; RODRIGUES, 2016).

O conhecimento do teor de umidade do mel é de extrema importancia para
melhorar sua conservagdo e armazenamento, para que se possa impedir o
desenvolvimento de microrganismos. O mel contém leveduras osmofilicas que sdo
responsaveis pelo processo de fermentacdo. Como supracitado, as abelhas sem ferrdo
produzem méis com altos teores de umidade e para que o produto permaneca integro, €
preciso que 0s méis sejam armazenados a baixas temperaturas para ndo ocorrer processos
de fermentacdes e desenvolvimento de outros microrganismos (TORNUK et al., 2013;
ESCUREDO etal., 2013; YUCEL; SULTANOGLU, 2013; KARABAGIAS etal., 2014).

Além disso, méis de Meliponinae sdo muito influenciados pela umidade,
especialmente suas caracteristicas de fluidez, viscosidade, cristalizacdo, peso especifico,
perdas de qualidade do produto, influéncias sobre as propriedades sensoriais do produto
tais como, o sabor (SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2013; ESCUREDO et al., 2013;
KARABAGIAS et al., 2017).

O pH nédo é um parametro exigido pelas legislac6es nacional (BRASIL, 2000) e
internacional (CAC, 2001), mas pode ser utilizado como analise complementar a acidez
e, também, pode ser utilizado como parametro a fim de avaliar a autenticidade do mel.
Ainda pela Tabela 5, sdo mostrados os resultados para pH e acidez livre, das amostras de
méis de abelhas sem ferrdo, de trés diferentes espécies.

Assim como nos demais parametros avaliados, o pH variou de acordo com as
espécies das abelhas sem ferrdo. Os pH obtidos estdo entre 3,20 a 3,87. A espécie
Tetragonisca angustula apresentou pH mais elevado entre as amostras, variando entre
3,53 a 3,87. Os demais resultados foram decrescentes para a espécie Scaptotrigona
postica e amostras de Melipona q. quadrifasciata. Os valores de pH encontrados no
presente estudo sdo coerentes com o obtido por outros pesquisadores.

Apesar do limite de pH néo ser descrito e exigido, a maioria dos méis apresenta
pH naturalmente em torno de 3,20 a 4,50. Ribeiro etal., (2014) avaliaram oitenta amostras

de diferentes espécies, provenientes da regido montanhosa dos Estados do Rio de Janeiro
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e Minas Gerais, Brasil. Os autores constataram que o pH das amostras variou entre 2,98
a 4,15. Segundo os mesmos autores, o pH é influenciado por diferentes fontes de néctar,
condicdes geograficas em que o mel foi produzido, pelas combina¢6es de plantas, pela
acdo das bactérias presente no mel, e ainda pela presenca de minerais nas amostras.

Ao avaliar as amostras de méis de abelhas sem ferrdo oriundas dos Estados de
Santa Catarina e Rio Grande do Sul- Brasil, Rodrigues (2016) constatou varia¢cdes no pH
em funcdo as espécies de abelhas avaliadas, entre 3,41 a 5,41. Karabagias et al., (2017)
ao avaliar trinta e sete amostras de meéis provenientes da Grécia, Espanha, Egito e
Marrocos, de diferentes espécies, constataram variacGes de pH entre 3,22 a 3,67. Oroian
e Sorina (2017) avaliaram cinquenta amostra de méis de diferentes origens flores,
procedentes da Roménia e constataram variacdes de pH entre 4,4 a 5,5.

Segundo Siddiqui et al., (2017) alteracdes no pH sdo comuns em mel, devido as
diferentes regibes em que os méis sdo produzidos, da presenca de acidos organicos,
responsaveis pelas caracteristicas sensoriais e em consequéncia da protecdo natural do
mel contra bactérias deteriorantes.

A determinacdo do pH em méis, pode ser utilizada como parametro de
autenticidade e adulteracdo no produto. Possiveis adulteracdes, surgem a adicdo de
xarope de milho ao mel, produto esse rico em frutose que resulta no aumento significativo
do pH sobre mel o puro (RIBEIRO et al., 2014; DA SILVA et al., 2016).

O pH e acidez livre sdo fatores que regem a qualidade do produto, pois esses
parametros podem indicar a deterioracdo do mel. O baixo pH inibe o crescimento
microbiano, pois o pH 6timo para desenvolvimento de microrganismos varia entre 4,0 a
7,5 para a maioria das bactérias, bolores e leveduras. Entretanto, acidez maior do que 50
mEqg/Kg pode indicar a fermentacdo de aglcares em &cidos organicos (BRAGHINI,
2016).

Por meio da Tabela 5, nota-se que dentre as sete amostras avaliadas, seis
excedem ao conteudo de acidez livre permitido pela IN n° 11 (BRASIL, 2000) e Comissao
do Codex Alimentarius (CAC, 2001) tolerando o maximo de 50 mEg/Kg. Assim como
para 0 pH, evidencia-se que as amostras de Tetragonisca angustula se diferem entre si
(p<0,05) e das demais espécies analisadas, também, no teor de acidez livre. A amostra 4
apresentou acidez intermediaria, quando comparada com as demais amostras. Ja as
amostras 5, 6 e 7 (Melipona g. quadrifasciata e Scaptotrigona angustula) exibiram os
maiores teores de acidez, correspondendo a mais que o dobro de acidez maxima (50

mMEQ/Kg) permitida pelas legislagdes vigentes. Nota-se que as amostras 5 e 7,
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pertencentes a espécie Melipona g. quadrifasciata, apresentaram maiores concentracoes
de acidez del15 e 118 mEq/Kg, respectivamente.

A acidez do mel € decorrente da variacdo de acidos organicos, sendo esses
derivados de diferentes fontes de néctares e através da acdo de enzimas. O acido glucdnico
é predominante no mel e sua presenga esta diretamente relacionada com reacOes
enzimaticas. Esse acido é produzido pela a¢do de enzima glicose-oxidase sobre a glicose.
A acdo dessa enzima permanece mesmo durante 0 armazenamento e apds O
processamento. Devido a essas caracteristicas, a acidez € um componente significativo
do mel e contribui para sua estabilidade, podendo indicar a ocorréncia de processos
fermentativos, bem como condigdes de armazenamento (EVANGELISTA-
RODRIGUES, et al., 2005; ALVES, et al., 2005; LIRA, et al., 2014). Porém, a maior
acidez, geralmente, é caracteristicas de méis de abelhas sem ferrdo, constituindo uma
peculiaridade ao produto.

Braghani (2016), avaliou dez amostras de abelhas sem ferrdo provenientes do
Estado de Santa Catarina, Brasil. Aautora obteve alteracGes de acidez livre, variando com
a espécie analisada, apresentando contetido de acidez livre entre 22,38 a 99, 42 mEq/Kg.
Biluca et al., (2016) obtiveram concentracoes de acidez ainda maiores, entre 16,2 a 139
mEqg/Kg, oriundos da mesma regido de Braghani (2016). Ao avaliar as amostras de méis
de abelhas sem ferrdo, Rodrigues (2016) obteve menor acidez livre entre 18,32 e 46,01
mEQg/Kg.

Parpinelli (2016), avaliou quinze amostras de méis de Tetragonisca angustula e
seis amostras de Melipona g. quadrifasciata oriundas diferentes regiées do Estado do
Parana. A autora obteve concentracBes de acidez superiores ao do presente estudo para
Tetragonisca angustula, entre 17,67 a 147, 63 mEg/Kg e 56,33 a 109,55 mEqg/Kg para a
especie Melipona . quadrifasciata. Esses resultados sdo superiores para espécie
Tetragonisca angustula e concentracdes inferiores para Melipona ¢. quadrifasciata,
sendo o inverso obtido no presente estudo. Segundo Sousa et al., (2013), varia¢des no
teor de acidez sdo comuns para méis de Meliponinae. As concentracdes de acidez, de
modo geral, sdo coerentes com as desse estudo porque ambos os estudos apresentaram
altos indices de acidez para méis de abelhas sem ferrdo.

Como ja mencionado anteriormente e com a observacdo feita por meio da
revisao de literatura dessas pesquisas atuais € evidente a presenca de acidez superior a 50
mEqg/kg como sendo caracteristico de mel Meliponinae, indicando a necessidade de uma

regulamentacdo especifica para méis de abelhas sem ferrdo. Importa destacar que, sem
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regulamentagfes vigentes especificas para méis de abelhas sem ferrdo, as suas
caracteristicas fisico-quimica sempre estardo incoerentes aos padrdes exigidos, sendo
prejudicial especialmente para a comercializacgao e até exportacdo do produto.

Alias, conforme Lira et al., (2014), a acidez de Meliponinae costuma ser mais
elevada, quando relacionada ao mel de Apis mellifera. Essa caracteristica é detectavel ao
paladar de muitos consumidores, constituindo uma peculiaridade ao produto que agrada

muitos consumidores.

6.1.2 Analise de cor

A cor do mel é considerada um parametro de qualidade, de preferéncia e aceitacao
entre os consumidores. Na Tabela 6 sdo mostrados os parametros de cor das amostras de
méis de abelhas sem ferrdo. Dentre os parametros avaliados, as amostras 1, 3 e 6 ndo se
diferiram para o parametro de luminosidade (L*) e no componente de cor a*, as demais
diferem-se entre si. Para o componente de cor b* todas as amostras diferem entre si
(p<0,05).

Tabela 6 — Parametros de cor dos méis de abelhas sem ferrdo.

Amostras L* Cgi b*
1 40,72+ 0,04° -1,77 £ 0,04°¢ 8,58 +0,03¢
2 38,02 + 0,058 -0,03 £0,03¢ 11,75 £ 0,04°
3 40,80 + 0,02¢ -1,14 + 0,014 9,49 £ 0,08¢°
4 39,56 + 0,25¢ -1,64 £0,01° 14,55 +0,22°
5 43,30 £0,10° -3,42 £0,04° 10,21 + 0,024
6 40,75 +£0,01° -1,74 £ 0,02¢ 8,74 +£ 0,05
7 43,52 + 0,042 -5,95+ 0,042 18,17 £ 0,072

* Média e Intervalo de Confianca (n = 3) para 95% de confiabilidade. *%. Média com letras mindsculas
diferentes, numa mesma coluna, indicam diferencas significativas ao nivel de p<0,05. Amostras 1, 2, 3, 4:
Tetragonisca angustula; Amostras 5 e 7: Melipona quadrifasciata quadrifasciata; Amostra 6:
Scaptotrigona postica.

Karabagias et al., (2017) avaliaram trinta e sete amostras de méis citricos de
quatro paises, sendo eles: Egito, Grécia, Marrocos e Espanha. Ao avaliar os parametros
de cor (L*, a* e b*), os autores obtiveram resultados distintos para o pardmetro de

luminosidade (£ 77) e de componentes amarelos b* (£ 6,0), quando comparado ao atual



46

estudo. Entretanto, para o parametro a* ambas as pesquisas mostraram valores
semelhantes. Karabagias et al., (2017) encontraram valores proximos a + 2,70. Esse fato
torna-se interessante, porque esses resultados podem indicar que os méis de abelhas sem
ferrdo possuem pigmentos de cor verdes em composicdo, semelhantes aos méis citricos
analisados por Karabagias et al., (2017).

Os resultados ilustrados na Tabela 6 mostram que as amostras 1, 2, 3, 4 e 6
possuem cor mais escura, por meio do sistema CIELAB (Anexo ) pode-se denomina-las
como a @mbar-claro a escuro. As demais amostras (5 e 7) exibiram menor intensidade de
cor, sendo classificadas como extra @mbar claro, devido a maior intensidade de coloragéo
amarela. A amostra 7 foi a que mais se diferiu para os parametros avaliados (L*, a* e b*),
expondo coloragdo proxima a amarelo-esverdeado. Essas classifica¢fes foram definidas
a partir da interpretacdo do sistema CIELAB, conforme mostra o Anexo I.

A legislacgao brasileira delimita que a coloracdo do mel se encontre entre quase
incolor ao pardo escuro. Apesar disso, as normativas vigentes, Brasil (2000) e Codex
Alimentarius (2001), de controle de qualidade do mel séo baseadas sobre as caracteristicas
do mel produzido especificamente por abelhas Apis mellifera.

O predominio de tons claros em méis de meliponineos ja foi relatado por outros
pesquisadores (LACERDA et al., 2010; ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013; SOUSA
etal., 2013), tornando-se intenso o fato de que méis de abelhas sem ferrdo se diferem das
caracteristicas méis de Apis mellifera, ndo sendo aplicaveis para comparacdo. Esse fato
alerta, mais uma vez, sobre a grande importancia de uma regulamentacéo especifica para
0s méis de abelhas sem ferrdo, pois sdo varios os indicios que confirmam a necessidade
de uma regulamentacédo exclusiva para o controle de qualidade de méis provenientes de
abelhas sem ferréo.

Destaca-se que a coloragdo do mel é influenciada por diversos fatores, sendo
eles: origem floral, maturacdo do mel, variacGes climaticas ao longo do o periodo do fluxo
do néctar, tempo e temperatura em que o mel permanece armazenado em colmeias,
presenca de elementos quimicos, vitaminas B e C, processo de caramelizagéo, produtos
de reacdo de Maillard, teor de flavonoides e acidos fenolicos e, quanto maior for a
concentracdo desses componentes, mais intensa sera a cor do mel (LACERDA et al.,
2010; LIRA et al., 2014; BRAGHINI 2016; DA SILVA etal., 2016).
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6.1.3 Concentragdo de Sélidos Soluveis Totais (°Brix), Compostos fenolicos totais e
Hidroximetilfurfural (HMF)

Por meio da Tabela 7 mostra-se os resultados obtidos para as determinagdes de
Solidos Soluveis Totais — SST (°Brix), compostos fendlicos totais e hidroximetilfurfural
(HMF). O teor de compostos fendlicos totais foi expresso em mg de acido galico por 100
g de amostra. E o HMF foi expresso em mg de HMF por kg de amostra.

A concentracdo de Sélidos Soluveis Totais — SST (°Brix) ndo € uma propriedade
exigida pela legislacdo nacional -IN n° 11- (BRASIL, 2000) - e internacionais - Comissao
do Codex Alimentarius - (Codex Alimentarius, 2001). Porém, essa analise expressa 0

contetdo de agUcares totais e pode indicar a adulteragdo do produto.

Tabela 7 — Concentracdes de SST, compostos fendlicos e HMF em méis abelhas sem
ferrdo.

Compostos fenolicos totais HMF
Amostras SST (°Brix)
(mg AG/100 g) * (mg/Kg)
1 76,20 +0,01° 18,3+ 3,3° 18,7+ 0,3°
2 76,27 +0,62° 29,1 +1,4° 21,0+0,52
3 77,17 £ 0,592 26,5+ 2,4 17,8+0,3°
4 75,93 £0,12° 39,6 £2,8 21,5+0,32
5 67,27 +0,12¢ 16,9 + 3,9 12,8 £0,5°
6 69,33 £ 0,84°¢ 13,2 + 3,4¢ 15,9 +0,2¢
7 64,00 £ 0,01¢ 18,9 +45° 17,8+0,8°

* Média e Intervalo de Confianca (n = 3) para 95% de confiabilidade. 9. Média com letras mindsculas
diferentes, numa mesma coluna, indicam diferencas significativas ao nivel de p<0,05. SST: Sélidos
Soluveis Totais (°Brix). HMF: Hidroximetilfurfural. Amostras 1, 2, 3, 4: Tetragonisca angustula; Amostras

5 e 7: Melipona quadrifasciata quadrifasciata; Amostra 6: Scaptotrigona postiga.

Os valores de SST dos méis de abelhas sem ferrdo variaram de 64,00 a 77,17 e
foram constatadas diferencas significativas (p<0,05) entre si. As maiores concentragoes
de SST foram obtidas pela espécie Tetragonisca angustula (amostras 1, 2, 3, 4), com
concentracdes entre 75,93 a 77,17. No entanto as demais espécies, Melipona (.
quadrifasciata e Scaptotrigona angustula, possuem menores concentracfes de SST, entre
64,00 a 69,33.
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Esses resultados indicam que a espécie de Tetragonisca angustula pode produzir
méis com maiores concentracdes de SST. Por meio das Tabelas 5 e 7, nota-se que essa
espécie mostrou ter menor teor de umidade e de acidez livre, indicando que ha maiores
concentracdes de acucares totais, conforme foi confirmado por esse parametro. O inverso
também foi possivel verificar para as demais espécies, que apresentaram menores
concentracdes de SST e maiores teores de umidade e acidez livre, como mostraram as
Tabelas 5 e 7. Concentracdes baixas de SST eram esperadas, devido aos méis de abelhas
sem ferrdo apresentarem maiores teores de umidade e acidez total e, consequentemente,
menores concentracBes de aglcares, quando comparado aos méis produzidos por Apis
mellifera.

Biluca et al., (2016) avaliaram trinta e trés amostras de méis de abelhas sem
ferrdo nativas do Estado de Santa Catarina, Brasil. Assim como no presente estudo, 0s
autores obtiveram varia¢des na concentracdo de SST (°Brix) para a mesma espécie, sendo
observado menores concentracdes de °Brix em amostras de Melipona . quadrifasciata,
entre 55,2 a 74,1°Brix. Para a Tetragonisca angustula, as concentracfes foram de
75,1°Brix.

Os resultados do presente estudo também corroboram com a pesquisa de
Rodrigues (2016) na avaliagdo de méis de abelhas sem ferrdo de diferentes espécies
oriundas dos Estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, Brasil. A autora obteve
resultados semelhantes para a espécie Tetragonisca angustula (£ 74,0), com maior
concentracao e resultados inferiores de SST para Melipona g. quadrifasciata (+ 67,0).

Sousa et al., (2016) também obtiveram resultados similares para as espécies de
abelhas sem ferrdo M. Subnida (+ 72,4) e M. scutellaris (£ 73,0) provenientes de regides
semidridas dos Estados do Rio Grande do Norte e Paraiba, Brasil. Do Vale et al., (2018)
também observaram baixas concentraces, entre 61,8 a 76,1 de SST para meis de abelhas
sem ferrdo, Melipona Scutellaris e Melipona sp., sendo elas derivadas do Estado do Acre,
Brasil.

Oroian e Sorina (2017) avaliaram cinquenta amostras de méis de Apis mellifera
de diferentes origens florais, nativas da Roménia e os autores observaram concentracoes
de SST entre 78,9 a 82,2°Brix, valores esses acima do obtido nesse estudo. A maior
concentracdo de SST obtida pelos autores indica que as amostras possuem maior
concentracdo de sdlidos sollveis totais, podendo referir-se a maior concentracdo de

acucares totais.
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Observa-se que acgucares sdo 0s componentes em maior quantidade no mel e
podem chegar a representar até 90% de sua composicdo (KAMAL; KLEIN, 2011). Além
disso, a composicdo dos aglcares pode depender da origem botédnica e geografica,
condi¢cdes climaticas, pelas condicbes de seu armazenamento e outros fatores
(ESCUREDO et al., 2014).

A concentracao de compostos fenoélicos totais nos méis de abelhas sem ferrdo, é
mostrada na Tabela 7. O contetido de compostos fendlicos totais variaram de 13,2 a 39,6
mg AG/100 g, sendo observadas diferencas significativas (p<0,05) entre as amostras
avaliadas. As maiores concentracOes de fenolicos totais foram alcancadas para a espécie
Tetragonisca angustula, variando entre 18,3 a 39,6 mg AG/100 g, enquanto a
Scaptotrigona posti¢a (amostra 6) possui a menor concentragdo, 13,2 mg AG/100 g.

A amostra 4 evidenciou ter a maior concentracdo desse componente, entre as
amostras avaliadas. Braghini (2016), bem como Da Silva et al., (2016), mencionam que
0s compostos fenolicos, juntamente com outros elementos, interferem diretamente na
coloracao dos méis.

Comparando as Tabelas 6 e 7, nota-se que as abelhas da espécie Tetragonisca
angustula produzem méis com coloracGes mais escuras, ambar-claro a escuro. A
influéncia dos compostos fendlicos sobre a coloracdo dos méis pode ser confirmada por
esse estudo, devido aos resultados dos compostos fenolicos totais obtidos serem maiores
para a espécie Tetragonisca angustula, especialmente para a amostra 4. Lira etal., (2014)
também observou a influéncia de substancias fendlicas sobre a coloracdo de méis de
meliponineos, ao analisar meis das espécies Tetragonisca angustula e Scaptotrigona sp,
em comparac¢do aos méis de Apis mellifera.

Esse fato mostra a importancia de estudos ainda mais aprofundados sobre o
contetdo de compostos fendlicos em méis de abelhas sem ferrdo. Em especial para méis
produzidos por Tetragonisca angustula, visto que o mel produzido por essas abelhas
mostrou ter propriedades importantes por outros pesquisadores como RAO et al., (2016);
BILUCA (2014) e LIRA etal., (2014).

A confirmacdo dessa evidéncia pode apontar que outros compostos também
influenciam na coloracdo dos méis como, por exemplo, os elementos quimicos, assim
como mencionado por outros pesquisadores (BRAGHINI, 2016; DA SILVA etal., 2016;
ROGRIGUES, 2016; BILICA et al., 2017).

Biluca (2014) avaliou treze amostras de méis de abelhas sem ferréo nativos de

diferentes regides do Estado de Santa Catarina. A autora observou concentracdes de
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fenolicos totais de 14,69 a 98,04 mg EAG/100 g. O maior conteudo de fenolicos totais
foi alcancado para a espécie Tetragonisca angustula (98,04 mg EAG/100 g).

O mesmo foi observado nesta pesquisa, em que 0s méis produzidos por
Tetragonisca angustula sdo mais significativos (p<0,05) no conteddo de compostos
fendlicos totais, mas, de modo geral, as concentracdes de fenolicos totais foram inferiores
asde Biluca (2014). Apesar disso, Silva et al., (2013) obtiveram contetdos bem inferiores
ao avaliar nove amostras de Melipona subnitida nativas da regido semiarida do Estado da
Paraiba, Brasil. Os autores alcangaram teores de méis de 1,1 a 1,3 mg EAG/100 g.

Escuredo et al., (2013) avaliaram cento e oitenta e sete amostras de méis de
diferentes origens boténicas provenientes do noroeste da Espanha, Europa. Os autores
constataram variagdes entre 78,4 a 140,6 mg AG/100 g. Nota-se que 0s méis possuem
grandes varia¢des em relacdo ao contetdo de fenodlicos totais.

As variacOes nas propriedades dos méis sdo comuns devido a producdo em
diferentes locais, sendo susceptivel a diferenciacdo. A concentracdo de compostos
fendlicos totais sdo decorrentes das espécies de abelhas, origem boténica do néctar e
polen. As fontes florais utilizadas pelas abelhas, para a coleta de substancias necessarias
para a producdo do mel, devem ser consideradas visto que a composi¢do do mel é
influenciada por fatores geograficos, sazonais e ambientais (Da SILVA, 2015; LIRA et
al., 2014, SILVA et al., 2013).

Para Rao et al., (2016) os méis, em geral, apresentam diversas atividades
biolégicas, bioquimicas e fisioldgicas importantes em seres humanos e em animais.
Segundo os autores, essas propriedades dependem dos compostos fendlicos individuais
presentes no mel. Entretanto, h& um ndmero reduzido de pesquisas referentes aos
compostos fendlicos presentes em méis de abelhas sem ferrdo. Isso evidencia a
necessidade de novas pesquisas que correlacionem a atividade antioxidante desses meis,
visto que sua acgdo é decorrente do sequestro de radicais livres, que atuam na etapa de
iniciacdo da propagacdo de processo oxidativo. Devido a essas caracteristicas, 0s
compostos fendlicos sdo fortemente associados as agdes antioxidantes do mel (JACOB,
2014; ALQARNI etal., 2016).

Na presente pesquisa, foi realizada somente a determinagdo dos compostos
fendlicos totais, embora a determinacdo de compostos fenolicos possa auxiliar na
identificacdo das origens florais. A determinacgao é realizada pela analise de compostos
fendlicos individuais e dentre os resultados, as amostras apresentam um perfil fendlico

tipico de substancias denominando, assim, a origem floral. Coelho et al., (2017)
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obtiveram sucesso na determinacdo de compostos fenolicos individuais, pois das
dezessete amostras de propolis estudas, dezesseis apresentaram perfil fenolico tipico,
identificando a espécie Baccharis dracunculifolia.

Os resultados obtidos para HMF (Tabela 7) mostraram que houve diferenca
significativa (p<0,05) entre os méis produzidos pelas abelhas sem ferrdo, variando entre
12,8 a 21, 5 mg/Kg. O maior teor de HMF foi obtido, principalmente, para os méis de
Tetragonisca angustula (17,8 a 21,5 mg/Kg), seguido por Melipona g. quadrifasciata
(12,8 e 17,8 mg/Kg) e Scaptotrigona postica (15,9 mg/Kg).

O HMF é um parametro exigido na avaliacdo da qualidade de méis. Com base no
comité do Codex Alimentarius (CAC, 2001) é toleravel o limite maximo de 40,00 mg/Kg.
Contudo, em paises de regides tropicais, onde as temperaturas sdo elevadas, sdo
permitidos limites maximos de até 80 mg/kg, desde que o mel e misturas de mel tenham
origem declarada de regido de clima tropical. No Brasil, 0 Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade do Mel, Instru¢do Normativa n°11 (2000), tolera o limite maximo
de 60 mg/Kg (BRASIL, 2000). Embora méis provenientes de regides tropicais tenham
HMF alterados, para ambas legislacdes, nacionais e internacionais, as amostras de méis
de abelhas sem ferrdo avaliadas encontram-se de acordo com as legislagdes vigentes.

O HMF é um produto resultante da decomposi¢do de monossacarideos (glicose e
frutose) em presenca de acidos e em altas temperaturas, podendo ainda ser formado por
reacdo de caramelizacdo e Maillard, quando o mel é aquecido ou armazenado por longos
periodos. Niveis elevados de HMF sdo considerados indicativos de superaquecimento ou
adulteracio do produto pela adi¢do de xarope invertido (TORNUK et al., 2013; YUCEL
& SULTANOGLU, 2013; LIRA et al., 2014; BILUCA 2014; DA SILVA et al., 2016).
Diante desses fatores, é possivel enfatizar que as amostras de méis de abelhas nativas sem
ferrdo avaliadas nesse estudo ndo sofreram quaisquer tipos de tratamento térmico ou
adulteracdo durante seu periodo de producéo, coleta e armazenamento.

H4, ainda, outros fatores que podem interferir na formacdo de HMF, tais como, a
atividade de agua (Aw) e acidez. Em alta Aw, a reacdo de Maillard é mais lenta e,
consequentemente, a formacdo de HMF reduz. Porém, quando a acidez é alta, a
velocidade de reacdo de Maillard tende a diminuir e a formagcdo de HMF é inibida
(FALLICO et al., 2004; FENNEMA, 2010; BELAY et al., 2017).

A influéncia da atividade de 4gua (Aw) e acidez sobre o teor de HMF péde ser
observada no presente estudo. Ao observar a Tabela 5, nota-se que as amostras de

Melipona . quadrifasciata (amostras 5 e 7) e Scaptotrigona postica (amostra 6)
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apresentaram os maiores contetidos para Aw e acidez total titulavel e, consequentemente,
o teor de HMF foi menor para essas amostras (Tabela 7).

E o inverso foi observado para as amostras de Tetragonisca angustula (amostras
1, 2, 3 e 4), em que o teor de HMF foi maior (Tabela 7), e o contetido de Aw e acidez
total titulavel foram menores (Tabela 5). Pode-se verificar que a espécie de abelha sem
ferrdo influencia diretamente na composi¢cdo quimicas do mel. De tal modo, a
concentracdo de alguns componentes quimicos pode ter acdo sobre outros componentes
das amostras, como visto na correlacdo entre Aw, acidez titulavel sobre o HMF.

Entretanto, Rodrigues (2016) alcancou valores bem inferiores de HMF ao avaliar
méis de abelhas sem ferrdo dos Estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, Brasil,
variando entre 2,70 a 10,09 mg/ Kg. Braghini et al., (2017) avaliaram méis de Apis
mellifera e Tetragonisca angustula nativas da microrregido Francisco Beltrdo — PR,
Brasil. As amostras de Apis mellifera alcancaram variacdes entre 19,17 a 21,10 mg/Kg,
enquanto a espécie de abelha sem ferrdo, Tetragonisca angustula, alcangou variagdes
entre 0,53 a 1,07 mg/Kag.

Valores préximos aos do presente estudo foram encontrados por Nascimento et
al., (2015) ao avaliar méis de abelhas sem ferrdo provenientes dos Estados do Parana,
Santa Catarina e Sao Paulo, Brasil. Os autores obtiveram variacdes entre 11,63 a 58,27
mg/Kg para méis de diferentes espécies de abelhas sem ferréo.

Sousa et al., (2016) avaliaram amostras de M. Subnida e M. scutellaris, abelhas
sem ferrdo, adquiridas de regides semiaridas dos Estados do Rio Grande do Norte e
Paraiba, Brasil e ndo encontraram presenca de HMF nas amostras avaliadas. Entretanto,
Silva et al., (2013) avaliaram amostras de M. subnitida coletadas de regides semiarida do
Estado da Paraiba e alcangaram variacOes entre 10,80 a 15,76 mg/Kg. Nota-se uma grande
variagdo de HMF alcangados nos diferentes méis de abelhas sem ferrdo, provenientes de
diferentes regides do Brasil.

De acordo com Habib et al., (2014) variagbes no teor de HMF em méis sdo
decorrentes da fonte floral e com essa analise pode-se predizer sobre o envelhecimento
do produto, devido aos méis frescos apresentarem baixos teores de HMF durante seu
processamento, armazenamento e/ou envelhecimento, pois 0 HMF tende a aumentar.

Destaca-se que a acdo do HMF vem sendo estudada por pesquisadores devido aos
seus efeitos desfavoraveis a salude humana, por tornar-se mutagénico, organotoxico,

inibitorio enzimatico e genotoxico. O HMF é convertido em 5-sulfoximetilfurfural (SMF)
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e ndo é excretado pelo organismo, resultando em efeitos adversos a saide humana e de
abelhas (CAPUANO, FOGLIANO, 2011; SHAPLA et al., 2018).

6.1.4 Elementos quimicos

Os resultados da composicdo mineral das amostras de méis de abelhas sem ferrdo
provenientes da regido Centro-Sul do Estado do Parana, encontram-se na Tabela 8.
Dezenove elementos foram avaliados, sendo eles: prata (Ag), aluminio (Al), boro (B),
bario (Ba), calcio (Ca), cobalto (Co), cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), potassio (K),
litio (Li), magnésio (Mg), manganés (Mn), molibdénio (Mo), sédio (Na), niquel (Ni),
fésforo (P), selénio (Se) e zinco (Zn), todos com concentracBes acima do Limite de
Quantificacdo (LOQ).

O conteddo mineral nos méis de abelhas sem ferrdo teve grande variabilidade,
diferindo-se significativamente (p<0,05), como mostra a Tabela 8. Os elementos
quimicos quantitativamente majoritarios, em ordem decrescente, foram: potéssio (K),
sodio (Na), fosforo (P), célcio (Ca) e magnésio (Mg), em todos os méis. A espécie
Tetragonisca angustula (Amostras 1, 2, 3 e 4) possui a maior concentracdo dos elementos
mencionados acima. Nas demais espécies, Melipona q. quadrifasciata (Amostras 5 e 7)
e Scaptotrigona postica (Amostra 6) as concentragdes foram inferiores.

O K é 0 elemento predominante quantificado nas amostras de méis de abelhas sem
ferrdo. A amostra 4 possui a maior concentracdo média, correspondendo a 1228,75
mg/Kg. Essa concentracdo se diferenciou apresentando maior concentracdo quando
comparado aos demais elementos quimicos e aos outros méis avaliados. Para as demais,
as concentragdes variaram entre 219,62 a 885,0 mg/Kg. Outros autores (ESCUREDO, et
al., 2015; NAVIK, et al., 2016; RODRIGUES, 2016; BILUCA, et al., 2017) relataram a
maior abundancia desse elemento quimico em méis. O potassio pode representar até um
terco do contetdo total de elementos quimicos presentes no mel (ALQARINI etal., 2012;
YUCEL & SULTANOGLU, 2013; DA SILVA, etal., 2016).

Escuredo et al., (2015) avaliaram sessenta tipos de méis oriundos da Espanha, nos
quais os autores constataram diferencas médias entre 99,1 a 195,0 mg/100 g para o
potassio. Nayik et al., (2016) encontraram variacdes de potassio entre 353, 56 a 752, 22
mg/kg em meis indianos de diferentes origens florais.

Para Rodrigues (2016), o K demonstrou ser o elemento mais abundante em méis

de abelhas sem ferrdo localizados nos Estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul,
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Amostras de méis de abelhas sem ferrdo (mg/Kg)

Elementos
quimicos 1 2 3 4 5 6 7
Prata - Ag 3,500 £0,002° 4,65+ 0,042 3,87 £0,02° 4,563 +0,0022 0,47 + 0,044 1,15+0,01° 0,683 + 0,002¢
Aluminio -Al 3,44 +0,02° 4,050 + 0,002 4,263 +0,0007 3,800 + 0,005 0,515 +0,0001¢ 2,235 +0,002¢ 0,170 +0,007¢
Boro-B 4,463 £0,0028 2,833 +0,005? 3,363 £ 0,007 6,775+ 0,0032 1,751+ 0,002 4,138 + 0,082 2,524 + 00,0028
Bario - Ba 0,44 + 0,022 0,333 £ 0,002 0,39 + 0,012 0,170 £ 0,005° 0,130 £0,002° 0,140 + 0,005" 0,043 +0,002°
Calcio - Ca 63,50 +0,07¢ 96,75 + 0,092 91,12 £+ 0,16 76,12 £0,21° 11,80 +0,11f 28,50 £ 0,04¢ 10,44 + 0,005f
Cobalto - Co 0,169 £ 0,002 0,165 + 0,002° 0,195 + 0,005 0,179 +0,002° 0,426 £0,0082 0,359 = 0,002? 0,458 £ 0,0022
Cromo - Cr 0,218 £0,002¢ 0,231 +0,002° 0,241 + 0,002b¢ 0,229 £ 0,002°¢ 0,323 £0,002% 0,286 + 0,002%¢ 0,338 + 0,002?
Cobre - Cu 0,106 £0,0022 0,036 = 0,002? 0,128 £ 0,0022 0,179 £ 0,0022 0,083 £0,002¢ 0,074 = 0,002? 0,091 £ 0,0022
Ferro - Fe 2,28 + 0,02 3,16 £ 0,012 3,000 + 0,005% 2,625 + 0,005% 0,783 £0,002¢ 1,764 +0,005 1,34 +0,09¢%
Potéassio- K 885,00 + 1,50 840,00 + 1,42¢ 863,75 + 1,25 1228,75+0,75¢ 99,00 + 1,80 640,00 +0,464 219,62 +0,16°
Litio - Li 1,093 +0,002¢ 1,051 +0,0028 1,040 + 0,002 0,996 £ 0,0022 1,078 £ 0,002 1,068 £ 0,0022 1,083 + 0,002
Magnésio - Mg 27,625 +0,002¢ 39,88 +0,01° 34,375 +£0,004°  42,50+0,112 3,850 £ 0,002 15,79 +0,02¢ 3,475 £ 0,005f
Manganés - Mn 0,176 £ 0,002 0,859 + 0,002¢ 1,063 + 0,002° 0,775 +0,002¢ 0,104 £ 0,002 1,828 +0,002? 0,260 £ 0,002¢
Molibdénio - Mo 0,18 + 0,05% 0,194 + 0,0052 0,129 + 0,0022 0,19 + 0,022 0,291 £0,0022 0,143 +0,002? 0,304 £ 00,0022
Sédio - Na 116,00 +0,45P¢ 142,00 + 0,18% 157,75 £ 0,472 122,87 +0,30%¢ 61,00 £ 0,82° 94,25 +0,18¢ 70,12 + 0,94¢%
Niquel - Ni 0,038 £0,002¢ 0,030 +0,005° 0,096 + 0,002°¢ 0,066 + 0,002° 0,125 £ 0,002% 0,033 + 0,002¢ 0,180 £ 0,002°
Fosforo - P 77,63 £ 0,12 85,88 £ 0,17° 79,88 0,15 104,62 0,032 51,75 £ 0,09% 65,25 + 0,10% 45,25 £ 0,08¢
Selénio - Se 2,64 £0,072 3,271 £ 0,0078 2,96+ 0,022 3,100 £ 0,015 1,66 £ 0,012 1,635+ 0,007 1,19 £ 0,012
Zinco - Zn 0,29 +0,02% 0,233 + 0,002 0,143 £ 0,003 0,404 £ 0,0052 0,150 £ 0,002 0,254 + 0,003% 0,026 +0,002°

* Média e Desvio Padrdo para 95% de confiabilidade. *f. Média com letras minGsculas diferentes, numa mesma linha, indicam diferencas significativas ao nivel de p<0,05.
Amostras 1, 2, 3, 4: Tetragonisca angustula; Amostras 5 e 7: Melipona quadrifasciata quadrifasciata; Amostra 6: Scaptotrigona posti¢a
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Brasil. Suas concentragdes variaram entre 13,5 a 113,03 mg/100 g. Biluca et al., (2017)
também descreveram o K como o elemento mais abundante em méis de abelhas sem
ferrdo (Meliponinae) de diferentes municipios do Estado de Santa Catarina, variando
entre 262 a 4980 pg/g.

O potassio (K), o calcio (Ca), o sodio (Na) e o magnésio (Mg) sdo os principais
elementos presentes no mel. Esses elementos quimicos sdo encontrados na natureza de
forma abundante e também muito dispersos. Suas concentracfes em méis sao de extrema
importancia, devido a presenca desses elementos serem associados a absorcdo de plantas,
do solo e do meio ambiente (ALQARINI etal., 2012; ESCUREDO et al., 2015; CAZIPA
etal., 2015; BILUCA et al., 2017).

O segundo elemento mais abundante encontrado nas amostras de méis de abelhas
sem ferrdo foi o Na, apresentando variagfes entre 61,00 a 157,75 mg/Kg. O P foi o
terceiro elemento majoritario nos meéis de abelhas sem ferrdo, suas concentracdes foram
predominantes para as amostras 4, 2, 3 e 1, resultantes em 104,62; 85,88; 79,87 e 77,63
mg/Kg, respectivamente.

O Ca compde o quarto elemento quimico predominante entre as amostras de méis.
A maior concentracdo desse elemento foi obtida para a amostra 2 (96,75 mg/Kg), seguido
pela amostra 3 (91,12 mg/Kg), 4 (76,12 mg/Kg) e 1 (63,50 mg/Kg). Para as demais
espécies, foram obtidas concentragdes inferiores. O quinto elemento majoritario foi o0 Mg,
em gue suas concentragdes corresponderam entre 3,47 a 42,50 mg/Kag.

Resultados semelhantes foram obtidos por Karabagias et al., (2017) ao avaliar
méis de diferentes paises, para 0s seguintes elementos quimicos: Ca (73,07 a 45,44
mg/Kg), Mg (8,09 al13,63 mg/kg) e P (20,98 a 37,91 mg/Kg). O mesmo pdde ser
correlacionado com Rodrigues (2016) para Ca (4,66 a 9,7 mg/100 g), Na (2,30 a 12,3
mg/100 g) e Mg (0,88 a 9,8 mg/100 g) em méis de abelhas sem ferrdo. Segundo Nordin
etal., (2018) os elementos quimicos comumente avaliados em méis de abelhas sem ferrdo
foram: potassio (K), sodio (Na), calcio (Ca), magnésio (Mg), manganés (Mn), fosforo
(P), ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn), béario (Ba), cadmio (Cd), chumbo (Pb), arsénico
(As) e mercurio (Hg).

A presenca e concentracdo desses constituintes quimicos em méis varia com as
caracteristicas do néctar coletado de plantas, origens geograficas e flora botanica. Além
disso, dependem de condi¢cbes de processamento e/ou armazenamento do mel, da
poluicdo ambiental da regido de cultivo do mel, bem como as possiveis contaminagfes
do solo e plantas (MENDES, 2003; ALQARINI et al.,2012; ESCUREDO et al., 2015;
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CZIPA et al., 2015; DA SILVA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017; BILUCA et al.,
2017).

Menciona-se que a presenca de constituintes quimicos pode influenciar
diretamente na coloragcdo dos méis. Os elementos que mais contribuem para a influéncia
na coloragéo sdo: K, Ca, Mg, Na, Fe, Al e Mn. Méis escuros sdo caracteristicos de maior
concentracdo desses elementos (ANKLAM, 1998 apud RIBEIRO et al., 2014; DA
SILVA etal., 2016).

Ao analisar os elementos quimicos na Tabela 8, percebe-se que as maiores
concentracdes desses elementos estdo presentes em méis oriundos da espécie
Tetragonisca angustula. Ao avaliar a Tabela 6 (item 6.1.2), verifica-se que os méis de
Tetragonisca angustula possuem colora¢do mais escuras quando comparados as espécies
Melipona g. quadrifasciata e Scaptotrigona postica, os quais possuem coloracoes claras
e proximas ao amarelo. Portanto, foi possivel constatar que os elementos K, Ca, Mg, Na,
Fe, Al e Mn atuam na coloragdo dos meis e que quanto maior a concentracdo desses
constituintes, mais intensa e escura € a coloracdo dos meis. O atributo correspondente a
cor também foi observada por Rodrigues (2016). Assim como nessa pesquisa, a autora
observou que méis da espécie Tetragonisca angustula apresentam coloracdo escura e
méis de Melipona g. quadrifasciata apresentam coloragéo clara.

Além dos elementos supracitados, outros componentes quimicos foram
quantificados, conforme mostra a Tabela 8. H& a presenca de elementos minoritarios
como, por exemplo, Al, B, Co, Fe, Mn, Li, Ni e Zn. Suas concentrac®es foram inferiores,
quando comparados aos elementos majoritarios. A presenca desses elementos depende da
presenca de nutrientes no solo, dos aspectos geograficos e ambientais do local de coleta
do néctar (LACHMAN et al., 2007; ESCUREDO et al., 2015; SOUSA et al., 2016).

Algarini et al., (2012) avaliaram vinte e trés amostras de meis, de sete paises
diferentes, e obtiveram variacdes entre (em ppm): 68,02 a 98,13; 4,15 a 6,04; 3,44 a
5,24;1,15a4,26;1,00a1,32;e0,15a 0,67 para Fe, Mn, Zn, Li, Co e Ni, respectivamente.

A Resolugdo N°42 de agosto de 2013 (BRASIL, 2013), bem como, o Regulamento
Técnico N°12/2011 do Mercado Comum do Sul (Mercosul), determinam o limite maximo
de contaminantes inorganicos em mel. Dentre eles, tem-se o arsénio (As), chumbo (Pb)
com limites maximos permitidos de 0,30 mg Kg?, enquanto para o cadmio seus limites
sdo mais restritos, de 0,10 mg Kg?. Esses elementos ndo foram quantificados nessa

pesquisa.
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A determinacdo de elementos quimicos em mel de abelha pode, ainda, ser
realizada com o intuito de verificar a autenticidade do alimento, bem como para garantir
a qualidade do produto ao consumo humano. Concentracdes de metais de transicdo, Ag,
Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni e entre outros, os metais pesados Ba, Ca, Fe, Pb, Al, Cd e
entre outros, podem ser utilizados como bioindicadores para monitoramento ambiental,
uma vez que esses metais podem estar associados a poluicdo (MENDES, 2003).

A presenca de elementos quimicos esta diretamente relacionada a poluicédo
ambiental, pois em estudo realizado por Almeida et al., (2017) a poeira do solo em
suspenséo foi o principal material particulado total no ar, correlacionando a composicédo
mineral das particulas com Fe, Mn, Ni e Ti, seguido pela fumaga, associado ao trafego de
veiculos. O Cu foi detectado em 45% das amostras coletadas em &rea urbana no municipio
de Aracaju, Sergipe, representando concentracOes de contaminacdo entre baixa a
moderada (0 <Igeo! <1) e contaminagdo moderada a pesada (2 <lgeo <3).

Elementos secundarios como, por exemplo, cromo (Cr), cobalto (Co), cobre (Cu),
ferro (Fe), chumbo (Pb), manganés (Mn), niquel (Ni), litio (Li), bario (Ba), aluminio (Al)
e cddmio (Cd) podem ser derivados de fontes externas, sendo decorrentes da poluicdo
industrial, tratamento incorreto de residuos e derivados de agroquimicos. E de extrema
importancia investigar outros elementos quimicos presentes no mel, ndo apenas 0s
minerais essenciais, mas com o intuito de garantir a qualidade do produto e assegurar a
salide do consumidor (ANDRADE etal., 2014; CZIPA etal., 2015; BILUCA etal., 2017).

Por meio da Tabela 8, observa-se que os bioindicadores quantificados nos méis
de abelhas sem ferrdo apresentaram concentracfes baixas desses elementos. Na regido
onde os meis foram coletados hd poucas industrias e, dentre as existentes, sdo
relacionadas a producdo de alimentos tais como, por exemplo, frigorificos e embutidos,
laticinios, industrias de erva-mate, café, grdos e dentre outros.

Esses resultados se diferem amplamente dos obtidos por Taha et al., (2017) ao
investigar a presenca de metais por meio do uso de abelhas, Apis mellifera, em produtos,
a fim de monitorar a polui¢do ambiental proximo a uma industria de cimento. Para o mel,
as concentracdes médias para Fe (21,69 mg/Kg), Zn (1,02 mg/Kg) Cu (0,68 mg/Kg) e Ni
(0,86 mg/Kg) foram menores quando comparados ao polen de abelhas, Fe (385, 71
mg/Kg), Mn (16,07 mg/Kg), Zn (20,93 mg/Kg), Cu (5,71 mg/Kg), Ni (2,07 mg/Kg), e
seguido para as abelhas (Fe, Mn, Zn Cu, e Ni foram: 337,52; 21,66;43,64, 12,01; 1,07

! Indice de geoacumulacéo (lgeo).
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mg/Kg, respectivamente). Os autores concluiram que a polui¢do por metais € mais intensa
a medida que se aproximava da industria de cimento. Além disso, os maiores niveis de
contaminacdo afetaram primeiramente as abelhas, seguidas do pélen e posteriormente ao

mel em niveis bem inferiores.

6.2 AVALIACAO MICROBIOLOGICA DOS MEIS DE ABELHAS SEM FERRAO

Os resultados para a contagem de bolores e leveduras (UFC/g), coliformes totais
e coliformes termotolerantes (NMP/g) sdo exibidos na Tabela 9. Os resultados mostram
que nenhuma das amostras analisadas apresentou contaminagdo, de acordo com o
Regulamento Técnico n°® 56/1999 do Mercosul (MERCOSUL, 1999). A legislacdo
brasileira ndo exige analises microbiologicas para mel, porém recomenda que esse
produto seja manipulado de acordo com as praticas de higiene adequadas (BRASIL,
2000).

Tabela 9 — Avaliagdes microbioldgicas (contagem de bolores e leveduras, coliformes
totais e coliformes termotolerantes) de méis de abelhas sem ferrao.

) _ Coliformes
Contagem de Bolores  Coliformes Totais 35°C
Amostras Termotolerantes
e Leveduras (UFC/g) (NMP/g)
45°C (NMP/g)
1 <1,0x101 <30 <30
2 <1,0x101 <30 <30
3 <1,0x10* <30 <30
4 <1,0x10* <3,0 <30
5 <1,0x101 <30 <30
6 <1,0x10* <30 <30
7 <1,0x10* <30 <30

UFC: Unidades Formadoras de coldnias. NMP: NUmero Mais Provavel. Amostras 1, 2, 3, 4: Tetragonisca
angustula; Amostras 5 e 7: Melipona quadrifasciata quadrifasciata; Amostra 6: Scaptotrigona postica.

O Regulamento técnico RDC N°012/2001 (BRASIL, 2001) estabelece os padrbes
microbiologicos e sanitarios para alimentos destinados ao consumo humano. No entanto,
essa legislacdo ndo especifica padrdes para o mel, fazendo com que os pesquisadores
realizem a comparacdo do mel com produtos similares. Esse regulamento permite o

maximo de 100 UFC/g para bolores e leveduras, para a maioria dos alimentos. Ao
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comparar seus limites com os meis de abelhas sem ferrdo foi constatado que todas as
amostras se encontraram dentro dos parametros exigidos (Tabela 9).

Deve-se salientar que as legislagdes nacionais e internacionais estabelecem
(BRASIL, 2000; BRASIL, 2001; Codex Alimentarius, 2001) padrdes de identidade e
qualidade do mel somente para Apis mellifera, ndo considerando as demais espécies
existentes, como as abelhas sem ferréo.

Os resultados obtidos nesse estudo diferem dos obtidos por Souza (2008), devido
ao autor encontrar a presenca de bolores e leveduras em 53,2% das 47 amostras de méis
de abelhas sem ferrdo, de diferentes espécies, oriundas do Estado da Bahia. Ja em relacdo
a presenca de coliformes totais, o autor obteve a presenca em somente uma amostra,
enquanto para coliformes termotolerantes ndo houve presenca de microrganismos.

Rodrigues et al., (2018), também obtiveram presenca de bolores e leveduras, entre
9,4x10% al1,3x10° UFC/g, microrganismos do grupo coliformes totais a 35°C (>2,3x10?
NMP/g) e coliformes termotolerantes (4 e <3 NMP/g) em amostras de méis Meliponinae
provenientes dos Estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

Fernandes et al., (2018) avaliaram méis de Melipona fasciculata nativas de
diferentes municipios do Estado do Maranhdo. Os resultados alcancados pelos autores
sdo semelhantes ao do presente estudo, 0s quais ndo identificaram a presenca de bolores
e leveduras, coliformes totais e coliformes termotolerantes em méis de Melipona
fasciculata.

Os resultados de David et al., (2017) também sdo semelhantes aos do presente
estudo para avaliacdo de bolores e leveduras, sendo encontrado < 3,0 UFC/g para
amostras de mel de das espécies Apis mellifera e Tetragonisca angustula do Estado de
Ronddnia. Entretanto, os mesmos autores, ao estimarem os coliformes totais e coliformes
termotolerantes, observaram que duas amostras apresentaram contaminagdo por
coliformes totais e uma por coliformes termotolerantes, 3,0x102, 2,1x10° e 3,0x10?
NMP/g, respectivamente.

Frente ao exposto foi possivel constatar que diversos pesquisadores relataram a
presenca de bolores, leveduras, coliformes totais e coliformes termotolerantes em
amostras de méis de diferentes espécies e Estados do pais. As contaminacGes podem ser
decorrentes da microbiota do pélen, do néctar, da abelha e/ou inadequadas condicGes de
manipulacéo e processamento do mel (FERNANDES et al., 2018).

Por meio dos resultados obtidos nesse estudo, foi possivel verificar que os

meliponicultores onde foram coletadas as amostras na regido Centro-Sul do Estado do
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Parana seguem as praticas de higiene adequadas para o cultivo e processamento dos méis
de abelhas sem ferrdo. Tendo em vista que 0 mel é um alimento altamente susceptivel a
contaminacgdo, especialmente quando se refere as boas praticas de manipulagdo, o
cumprimento de fatores essenciais de qualidade e higiene sdo imprescindiveis para
manter a vida util do produto.

Bolores e leveduras encontram-se naturalmente no mel e estdo associados as
caracteristicas fisico-quimicas do produto (SOUSA et al., 2012). Ja a presenca de
coliformes totais séo indicadores de condig6es higiénicas e manipulacdo insatisfatorias.
E os coliformes termotolerantes sugerem contaminacdo por matéria organica fecal,
podendo ainda ser transmissor de enteroparasitas (ALVES et al., 2011).

Embora os méis de abelhas sem ferrdo avaliados nesse estudo mostrem umidade
e acidez total elevadas (Tabela 5), acima do permitido por regulamentacdes nacionais e
internacionais, nota-se que ndo houve desenvolvimento de microrganismos acima do
permitido. Isso evidencia a necessidade de uma regulamentacdo que inclua as
caracteristicas fisicas, quimicas e microbioldgicas de méis de abelhas sem ferrdo, pois
suas propriedades podem estar fora dos limites exigidos por normativas, porém sua
qualidade microbioldgica péde ser mantida. Além disso, as condi¢cdes de manipulacéo e

armazenamento sdo imprescindiveis para assegurar a qualidade dos produtos.

6.3 ANALISE SENSORIAL DOS MEIS DE ABELHAS SEM FERRAO

6.3.1 Informacdes complementares dos julgadores

A Tabela 10 exibe a idade, frequéncia de género dos participantes e frequéncia
do consumo de méis de abelhas sem ferrdo. Perante a avaliacdo sensorial dos méis de
abelhas sem ferrdo, cinquenta provadores participaram desta andalise. Dentre 0s
julgadores, vinte e oito integrantes pertencem ao sexo masculino e vinte e duas do sexo
feminino. Apesar do maior nimero de provadores pertencer ao género masculino, as
mulheres foram as quem consomem mel de abelhas sem ferrdo com maior frequéncia.
Dos cinquenta julgadores, 52% consumiam méis de abelhas sem ferrdo.

Dentre as justificativas para o baixo consumo, os participantes explanaram sobre

a indisponibilidade do produto em supermercados, assim como relataram o alto custo do
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produto e a incerteza de consumir mel de abelha sem ferrdo devido a consumir 0s méis

disponiveis em supermercados locais, ndo conhecendo a espécie das abelhas.

Tabela 10 — Género, idade e frequéncia do consumo de mel de abelhas sem ferrdo dos
julgadores da analise sensorial.

Género Consome mel de abelhas sem
Idade ferrdo?
Homens Mulheres Sim Nao
18 - 27 15 14
S S S R
TOTAL 28 22

Fonte: Elaborado pela autora.

Grande parte da venda de méis da regiao, referem-se aos méis de Apis mellifera.
A regido Centro-Sul do Estado do Parana possui a ‘Associacdo dos Apicultores da
Cantuquiriguacu’?, a qual engloba vinte e um municipios. Devido a isso, grande parte dos
méis comercializados sdo oriundos desta associac¢ao de apicultores.

A comercializacdo do mel de abelhas sem ferrdo na regido é feita diretamente com
os meliponicultores, em suas propriedades rurais ou através de vendas no mercado
municipal de Laranjeiras do Sul -PR, proporcionando uma indisponibilidade do produto
em grandes centros de comercializacdo de produtos alimenticios.

Em relatos descritos pelos julgadores sobre a razdo de consumir mel de abelhas
sem ferrdo, foram: “alimento saboroso, alimento muito nutritivo, aprecio o sabor, utilizo
como adogante em diversos preparos de alimentos, propriedades terapéuticas e entre
outros comentarios” (informagdes concedidas por meio de questionario).

Os provadores que mais consumiam méis de abelhas sem ferrdo, possuiam idades
entre 18 a 27 anos e 38 a 50 anos de idade. O maior nimero de provadores pertencia a 18
a 27 anos de idade. Isso foi decorrente do maior nUmero de provadores pertencerem a
esse grupo. Em meio aos julgadores, havia estudantes, professores, técnicos e
profissionais terceirizados da Universidade Federal da Fronteira Sul do Campus de

Laranjeiras do Sul -PR.

2 Associacdo dos municipios Cantuquiriguagu: http://www.cantuquiriguacu.com.br
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6.3.2 Avaliacdo sensorial e correlacdo dos parametros sensoriais de méis de abelhas

sem ferrao

As amostras de méis de abelhas sem ferrdo foram avaliadas com o intuito de
identificar a preferéncia dos consumidores, pelas espécies avaliadas, assim como
relacionar as principais caracteristicas fisico-quimicas que poderiam estar interferindo na
escolha dos consumidores. Os atributos avaliados foram: aroma, aparéncia, cor, sabor e
textura. A nota média disponibilizada pelos julgadores, para cada atributo e amostras,
encontra-se na Tabela 11.

Conforme podem ser observados, o0s atributos apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) entre os meis de abelhas sem ferrdo. As médias para os parametros
aroma, aparéncia e¢ cor ficaram classificados entre “gostei ligeiramente” e “gostei
regularmente”, com notas entre 6 e 7, podendo considera-las uma avaliacdo positiva para

esses atributos.

Tabela 11 — Resultados dos parametros sensoriais de méis de abelhas sem ferrdo.

Parametros
Amostras
Aroma Aparéncia Cor Sabor Textura
1 6,0 +2,0° 6,0 + 1,6 6,0 +1,6° 7,0 £1,5% 70+1,6®
2 5,0+1,8° 6,0 +1,7b 7,0+1,7% 6,0 + 2,2b¢ 7,0+1,9%
3 6,0+ 1,7° 7,0+1,5% 7,0+1,7% 6,0 +2,1b° 7,0+1,8?
4 7,0+ 142 7,0+1,52 70+1.22 8,0+1,3 7,0+1,42
5 6,0 +1,8 6,0 + 1,63 6,0+1,7° 6,0 + 2,2 6,0 +1,9%
6 6,0+1,8° 6,0 + 1,53¢ 6,0+1,7° 6,0 +2,3° 6,0+1,7%®
7 6,0 +2,0° 6,0 £2,0° 6,0 +2,0° 4,0 +2,3¢ 50+2,1°

* Média e Desvio Padrio para 95% de confiabilidade . Média com letras mintsculas diferentes, numa
mesma coluna, indicam diferencas significativas ao nivel de p<0,05. Amostras 1, 2, 3, 4: Tetragonisca
angustula; Amostras 5 e 7: Melipona quadrifasciata quadrifasciata; Amostra 6: Scaptotrigona postica.

O aroma foi o primeiro atributo avaliado. O intuito foi que, ao abrir a embalagem,
0 aroma fosse analisado de imediato, para evitar perdas sensoriais, assim como ilustra a
Figura 04 (pagina 36). A amostra 4 foi a unica que diferiu (p<0,05), dos demais méis.
Diante dessa classificagdo, os julgadores atribuiram valor médio de 7,0 para essa amostra,

classificando-a como “gostei regularmente” conforme a escala heddnica, mostrando
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maior aceitacdo perante a opinido dos provadores. A preferéncia pelo aroma da amostra
4 pode ter sido influenciada por sua composi¢cdo quimica, pois ao relacionar com a
presenca de compostos fenolicos (Tabela 7) nota-se que a amostra 4 possui a maior
concentracdo desse componente entre as amostras (39,6 mg AG/100 g). Os compostos
fendlicos juntamente com outros compostos volateis contribuem para o aroma dos
alimentos (NOGUEIRA, etal., 2003; COSTA, et al., 2017).

Médias semelhantes as desse estudo foram obtidas por Sousa et al., (2013) e
Ribeiro et al., (2017). Apesar dos méis avaliados pelos autores serem de regides muito
distintas, observa-se uma boa aceitacdo para o aroma caracteristico de méis de abelhas
sem ferrdo perante a avaliacdo dos julgadores.

Sousa et al., (2013) avaliaram a aceitacdo sensorial de méis de abelhas sem ferrdo
adquiridas da regido do Seridd do estado do Rio Grande do Norte, por meio da escala
hedobnica de 9 pontos. Para o aroma, 0s autores obtiveram médias entre 5,70 a 7,14, com
a melhor aceitacdo obtida para Melipona subnitida. Resultados similares foram
observados por Ribeiro et al., (2017) ao avaliar a influéncia do congelamento,
pasteurizacdo seguido de congelamento e maturacdo em méis de abelhas sem ferréo,
Melipona fasciculata. Os autores realizaram o teste de aceitacdo sensorial utilizando
escala hidrica hedonica de 10 cm. Para o atributo aroma, as médias obtidas apresentaram
scores proximo a 6,0, para todos os tratamentos, indicando uma boa aceitagdo do aroma
de Melipona fasciculata.

Ao realizar a analise sensorial de méis de abelhas sem ferrdo, oriundos dos Estados
do Rio Grande do Norte e Paraiba, Costa et al., (2017) observaram que os julgadores
relataram sentir aroma de caramelo e de cera de abelha nos méis avaliados. Os autores
correlacionaram o perfil sensorial com a composicao volatil dos méis e identificaram que
0s méis com aromas mais fortes eram resultantes de meis de flores, uma vez que as fontes
boténicas mostram interferir diretamente nas caracteristicas sensoriais do mel de abelhas
sem ferrao.

As principais caracteristicas de aroma e sabores singulares dos alimentos séo
derivadas de compostos volateis. No mel, esses constituintes apresentam-se em
concentracdes muito baixas e como misturas complexas (BARONI et al., 2006;
MARQUES, 2011; REIS, 2016; SOUSA et al., 2016; COSTA et al., 2017).

Ainda pela Tabela 11, para a aparéncia e cor, as médias obtidas foram entre 6,0 e
7,0, correspondendo a “gostei ligeiramente” e “gostei regularmente”, respectivamente. A

amostra 4 se diferiu (p<0,05) dos demais méis, para ambos os parametros. As outras
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amostras apresentam similaridades entre si, para esses atributos. Para esses atributos, as
melhores notas corresponderam as amostras 3 e 4, apontando a preferéncia dos
provadores. Apesar dessas amostras (3 e 4) pertencerem a mesma espécie, a Tetragonisca
angustula, seus parametros de composicdo (item 6.1) se diferiram. Sousa et al., (2013)
obtiveram variacdes proximas para o parametro de cor, entre 5,75 a 7,82, na escala
heddnica, ao avaliar os méis de abelhas sem ferrdo.

A cor dos méis € um dos primeiros e principais parametros que chamam a atencéo
do consumidor. Esse parametro implica na aceitacdo do produto, bem como, na sua
preferéncia e inten¢do de compra dos méis (SOUSA et al., 2016; SANT’ANA, 2017).

Nesse estudo, os provadores inseriram observagdes na ficha de avaliagéo sensorial
quanto a aparéncia e cor dos méis, mencionando que as amostras de Melipona g.
quadrifasciata e Scaptotrigona postica possuiam aparéncia muito diferente do comum e
possuiam coloracdes claras, proximo a amarelas, diferindo-se de méis frequentemente
encontrados. Perante as observacgdes dos provadores, percebe-se uma preferéncia por mel
de coloragao escura, como ambar a extra ambar.

Essas mesmas caracteristicas foram alegadas pelos provadores de Ribeiro et al.,
(2017), ao avaliar mel de Melipona fasciculata colhidas no Estado do Maranhdo. Méis
de meliponineos sdo, frequentemente, descritos com predominancia de tons claros. Por
meio da Tabela 6, nota-se que todas as amostras se diferiram para o parametro de L* e a
espécie Tetragonisca angustula possuiam colora¢cdes mais escuras, quando comparado as
demais espécies. Os tons mais escuros foram predominantes para as amostras 2 e 4. A
coloragdo mais escura dos méis estd relacionada com a concentragdo de elementos
quimicos presentes nas amostras, pois quanto maior a concentracdo desses elementos,
mais escuros sdo 0os méis. A amostra 4 se destaca pela maior concentracdo de alguns
elementos quimicos, especialmente para o potdssio, sendo esse predominante nessa
amostra (1228,75 mg/Kg). Os tons claros obtidos (Tabela 6) para as demais espécies de
Melipona . quadrifasciata e Scaptotrigona posti¢a, também podem ser relacionados a
concentracdo de elementos quimicos, uma vez que suas concentracdes foram inferiores
para a maioria dos elementos quimicos avaliados.

Tanto a cor, como aroma e sabor podem ser influenciados conforme a origem
floral, a idade e espécie de abelha, assim como a temperatura de estocagem em colmeias
(RODRIGUES et al., 2005; LIRA et al., 2014).

As médias para 0 parametro sabor apresentaram-se entre 4,0 a 8,0, podendo

ificd-las na faixa de aceitacio como “desgostei ligeiramente “gostel muito”,
classifica-las f: d tag desgostei lig te” a “gost to”
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respectivamente. Assim como nos demais parametros, a amostra 4 que foi melhor aceita
(gostei muito = 8) para esse parametro, a qual pertence a espécie Tetragonisca angustula.
A amostra 7 recebeu as menores médias, classificando-a como “desgostei ligeiramente”
com valor médio 4,0, pertencendo a espécie Melipona g. quadrifasciata. Diante da
caracterizacdo fisico-quimica (item 6.1), a amostra 7 possuia caracteristicas singulares
tais como, maior umidade (34%) e acidez (118 mEqg/Kg), com coloracao de tons claros,
préximos ao amarelo.

Por meio desses resultados, percebe-se que a amostra 4 destaca-se pela preferéncia
dos provadores, porém amostra 7 ndao constitui a preferéncia dos consumidores. Entre
algumas das observacOes inseridas na ficha de avaliacdo sensorial, os provadores
mencionaram-na como: muito acida, sabor muito pronunciado de madeira, sabor
adstringente e sabor amargo. Percebe-se que méis com maiores teores de acidez ndo
foram bem aceitos pelos provadores. Para Sousa et al., (2013) o teor de acidez varia
frequentemente entre diferentes espécies de Meliponineos interferindo na aceitacdo do
produto, pois meis pouco acidos foram melhor aceitos por provadores do Rio Grande do
Norte.

Sodré et al., (2008) avaliaram o perfil sensorial e aceitabilidade de méis de
Melipona scutellaris e Melipona quadrifasciata, adquiridas do Estado da Babhia,
submetidos ao processo de desumidificacdo e pasteurizagdo. As amostras que ndo
sofreram nenhum método de conservacgdo, apresentaram notas préximas as do presente
estudo, com variagdes entre 5,00 a 6,23, indicando-as como amostras pouco intensas,
quanto a esse atributo. As menores médias obtidas no presente estudo foram para
Melipona q. quadrifasciata, como visto por Sodré et al., (2013). De modo geral, méis
mais doces e escuros, com aroma a sabor caracteristicos, agradam mais ao paladar dos
provadores de diferentes regides do pais.

Quanto ao parametro de textura, as medias variaram entre 5,0 a 7,0, classificando-
as como “indiferente” e “gostei regulamente”, respectivamente. Assim como Vvisto para o
parametro de sabor, as amostras 4 e 7 foram as que mais se diferiram (p<0,05) dos
produtos avaliados.

A textura teve grande influéncia para descricdo dos méis, pois os provadores
mencionaram gue as amostras de Melipona ¢. quadrifasciata e Scaptotrigona postica
possuiam textura muito fluida, ndo sendo uma caracteristica apreciavel e comum entre 0s
méis comumente comercializados na regido. Dentre as observagdes descritas pelos

provadores, houve um participante que relatou claramente a preferéncia de outros
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participantes, pelo seguinte comentario: “Ao consumir mel, espera-se que ele seja mais
viscoso € nao tdo fluido”. As amostras 1, 2, 3 e 4, foram descritas como “mais densas”.
Observa-se que as amostras de Tetragonisca angustula foram mais aceitas entre 0s
provadores, justamente por apresentar maior consisténcia ao produto.

Essa caracteristica de escolha por méis com consisténcia mais firme, foi percebida
pela pesquisa de Sodré et al., (2008). As amostras de Melipona scutellaris e Melipona
quadrifasciata que nao foram submetidos a nenhum processo de conservacao receberam
notas inferiores, proximas a 1,90 e a 4,42. Porém as amostras submetidas ao processo de
desumidificagdo, ganharam notas entre 6,69 a 7,46. Os autores relataram que a perda de
agua durante a desumidificacdo tornou o produto mais denso, o que proporcionou maior
nota perante a avaliacdo dos provadores. Oliveira et al., (2013) observaram essas mesmas
influéncias do processo de desumidificacio em amostras de méis de Melipona
quadrifasciata, quanto a textura do mel.

Ribeiro et al., (2017) também observaram maiores médias de aceitacdo para o
atributo textura em meéis de abelhas sem ferrdo submetidos ao congelamento e
pasteurizacdo seguido de congelamento. Os autores explicam que esses tratamentos
possuem impactos na reducdo de umidade dos méis, o que influenciou para os méis
apresentassem maiores médias para congelamento e pasteurizacdo seguido de
congelamento, com notas 7,71 e 7,37, respectivamente.

Por meio da Tabela 11, a amostra 4 pertencente a espécie Tetragonisca angustula,
recebeu as melhores médias para todos os parametros avaliados (aroma, aparéncia, cor,
sabor e textura). As médias indicam a sua preferéncia por consumidores, sugerindo que
suas caracteristicas de composicao agradaram mais ao paladar dos julgadores. Essa
amostra (4) vem se diferindo em sua composi¢do quando comparado as demais espécies
Tetragonisca angustula (amostras 1, 2 e 3), Melipona g. quadrifasciata (amostras 5 e 7)
e Scaptotrigona posti¢ca (amostra 6), conforme verifica-se no item 6.1.

As melhores notas obtidas pela amostra 4 podem ser explicadas por suas
caracteristicas fisico-quimicas. Por meio da Tabela 5 (item 6.1.1) a especie Tetragonisca
angustula, no geral, mostrou ter baixa Aw e umidade, porém a amostra 4 apresentou a
menor Aw (0,691) e umidade (22,40%) superior as demais amostras pertencentes a
mesma espécie de abelha sem ferrdo. A umidade pode influenciar no sabor, palatabilidade
e na textura do mel, além de indicar a presenca de aglcares, conforme mencionado no
item 6.1.1.
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Comparando a Tabela 11 com as caracteristicas quimicas da Tabela 5, pode-se
observar que as amostras de Melipona g. quadrifasciata e Scaptotrigona postica possuem
maior acidez, especialmente para amostra 7 a qual ndo foi bem aceita pelos provadores.
As Tetragonisca angustula possuem menor teor de acidez, mas a amostra 4 exibe acidez
intermediaria (55 mEg/Kg) entre as amostras analisadas. 1sso indica que méis com acidez
mais baixos foram mais agradaveis ao paladar dos provadores da regido Centro Sul do
Estado Parana. A acidez pode realcar o sabor do mel, além disso, esse parametro pode
estar relacionado ao aroma e docilidade do produto (CRANE, 1983 apud SILVA, 2015).
Esse fato pode explicar o motivo pelo qual somente a amostra 4 recebeu médias maiores
para o aroma, sabor e textura do mel, devido a leve interferéncia da acidez e umidade da
amostra.

Os solidos sollveis totais expressam o contetdo de agucar total no mel. Por meio
da Tabela 7 (item 6.1.3), as amostras de Tetragonisca angustula possuem maior SST,
enquanto as Melipona g. quadrifasciata e Scaptotrigona postica mostraram ter menor
teor de SST. Assim como observado para a acidez, a amostra 4 também apresentou
valores intermediarios de SST (75,96 °Brix), quando comparado as demais amostras.
Nota-se que a amostra 4 foi melhor aceita pelos provadores. I1sso pode ter ocorrido devido
as suas caracteristicas de composi¢do mostrarem maior equilibrio entre a Aw, umidade,
pH, acidez e conteido de agUcares totais, impactando nos parametros sensoriais, para que
fossem mais agradaveis ao paladar. Ribeiro et al., (2017) e Ferreira et al., (2008) também
concluiram em suas pesquisas que consumidores preferem méis doces e menos acidos,
sendo mais agradaveis ao paladar.

H& outras caracteristicas fisico-quimicas que podem explicar a preferéncia dos
consumidores para o atributo de aroma, cor e consequentemente para a aparéncia. A
amostra 4 mostrou ter a maior concentragdo de compostos fenolicos (39,6 mg AG/100 g)
destacando-se entre as demais amostras. Os compostos fendlicos juntamente com
componentes volateis certamente impactaram em um aroma mais agradavel e marcante,
contribuindo para a escolha do aroma da amostra 4. E, ainda, altas concentragfes de
potassio e magnésio bem como concentracBes consideraveis para célcio, sédio, ferro,
aluminio e manganés, foram observadas na amostra 4, conforme mostra a Tabela 8. Todos
esses componentes, juntos, podem ter influenciado na coloracdo do mel (BRAGHINI,
2016; DA SILVA et al., 2016). Entre essas correlagdes, verifica-se essa influéncia da
coloracao de &mbar escuro na Tabela 6. Tendo como base essas consideracdes, é possivel

correlacionar com a escolha dos provadores, pois tanto para a aparéncia quanto para a
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cor, a amostra 4 se diferiu das demais amostras. Nos meis de Melipona g. quadrifasciata
e Scaptotrigona postica pode-se observar caracteristicas de méis fluidos, devido a
umidade assim como coloracdes claras e de aspectos amarelos e baixas concentragdes de
SST. Possivelmente essas propriedades foram responsaveis para as baixas médias obtidas
para essas amostras. Diante do exposto, pode-se observar que 0s provadores possuem
preferéncia por méis escuros, estando esses intimamente correlacionados com sua
composicéo.

E importante salientar que os parametros quimicos supracitados sdo, apenas,
alguns dos parametros que influenciam na cor dos méis. A coloracdo do mel pode ter
influéncia de variagfes climéticas ao longo do periodo armazenamento do néctar e sua
origem floral, e também de pigmentos caracteristicos de processos de caramelizacéo,
produtos de reacdo de Maillard, vitaminas B e C e dentre outros fatores (LACERDA et
al., 2010; LIRA et al., 2014; BRAGHINI, 2016; DA SILVA et al., 2016).

Deste modo, acredita-se que 0s consumidores tém preferéncias por méis com
aroma caracteristico, de sabor doce e levemente acido, com coloragdo &mbar escuro, de
textura viscosa e pouco fluida. A correlacdo entre a avaliacao sensorial com os parametros
fisico-quimicos foi de extrema importancia nessa pesquisa, pois foi possivel verificar que
os provadores mostraram preferéncia pela amostra 4, sendo essa a amostra que evidenciou
ter singularidades positivas em seus parametros de composi¢do, em todas as analises
realizadas (item 6.1). Através dos sentidos humanos (visdo, sabor, tato e olfato) os
provadores, mesmo sem conhecer as caracteristicas fisico-quimicas desse mel,
escolheram a amostra que mais se diferiu ao longo da pesquisa. Isso é de extrema
importancia, pois além de mostrar correlacdo entre as caracteristicas fisico-quimicas e
parametros de aceitacdo sensorial, a composi¢do poderé ser utilizada para “predizer”
sobre a possivel aceitacdo sensorial dos alimentos. Embora, para confirmagdo desses

indicios, sejam necessarias novas pesquisas, ainda mais aprofundadas sobre esse achado.

6.3.3 Intencé@o de compra das amostras de méis de abelhas sem ferréo

Juntamente com a intencdo de compra, os provadores foram questionados se
conheciam os méis avaliados. Dentre os 50 provadores, 62% relaram ja conhecer as
amostras provadas, enquanto 38% relataram ndo conhecerem. Esses resultados foram
préximos aos observados pelas intencdes complementares questionadas aos provadores

(item 6.3.1), em que parte dos julgadores relataram ndo consumir méis de abelhas sem
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ferrdo devido a indisponibilidade do produto no comercio local, aliado ao alto custo para
aquisicao desse produto.

Apos avaliacdo dos parametros sensoriais, 0s provadores avaliaram a intencao de
compra de cada um dos méis de abelhas sem ferrdo, conforme exibe a Tabela 12. No teste
de atitude de compra, as amostras 4, 6 e 7 apresentaram diferencas significativas (p<0,05),

entre os outros méis.

Tabela 12 — Intencdo de compra de méis de abelhas sem ferréo.

Amostras Intencdo de Compra
1 4,0+1,5%
2 3,6 +1,8°
3 3,9+1,7%
4 52+1,5?
5
6

3,6 + 1,5
33+1,7°
7 2,2+1,3¢

* Média e Desvio Padrdo para 95% de confiabilidade #*. Média com letras mintsculas diferentes, numa
mesma coluna, indicam diferencas significativas ao nivel de p<0,05. Amostras 1, 2, 3, 4: Tetragonisca
angustula; Amostras 5 e 7: Melipona quadrifasciata quadrifasciata; Amostra 6: Scaptotrigona postica.

As especies, Melipona g. quadrifasciata e Scaptotrigona posti¢ca, obtiveram as
menores inten¢bes de compra de 2,2 a 3,6, respectivamente. Essas amostras podem ser
classificadas como “eu compraria muito raramente” e “eu compraria raramente”,
conforme escala de intencdo de compra do produto (Apéndice 2). Assim como visto pela
avaliacdo sensorial (6.3.2), os provadores ndo demonstraram aceitar 0s parametros
sensoriais dessas espécies de abelhas. Provavelmente as inten¢fes de compras foram
influenciadas pelos parametros de sabor e textura, pois esses atributos sdo impactados
pelos altos teores de acidez e umidade (Tabela 5- item 6.1.1) que desagradaram ao paladar
dos consumidores.

As maiores médias foram obtidas para méis de abelhas Tetragonisca angustula,
variando entre 3,6 a 5,2, classificando-as entre “eu compraria raramente” a “eu compraria
frequentemente”, respectivamente. A amostra 4 obteve a melhor intengdo de compra, “eu
compraria frequentemente”. Essa preferéncia dos provadores foi claramente observada
na Tabela 11 (item 6.3.2). Observa-se que, possivelmente, isso ocorreu devido aos

pardmetros de composic¢do (item 6.1) proporcionarem um mel mais doce, levemente
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acido, com concentragdes intermediarias de SST, maior concentracdo de compostos
fendlicos e presenca de elementos quimicos majoritarios, quando comparado as demais
espécies avaliadas.

Portanto, observa-se que os consumidores preferiram 0s méis da espécie
Tetragonisca angustula, em especial a amostra 4, que mais satisfez ao paladar dos

provadores da regido Centro-Sul do Estado do Parana.
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7.0 CONCLUSAO

Ao avaliar méis de abelhas sem ferrdo provenientes da regido Centro-Sul do
Estado do Parana, foi comprovado que as propriedades fisico-quimicas do mel diferem
para cada espécie de abelha. A Tetragonisca angustula evidenciou ser a espécie com mais
singularidades, exibindo baixo contetido 4gua, teor de acidez e maiores concentracdes de
s6lidos sollUveis totais e compostos fendlicos. Quanto a analise de cor, 0s méis variaram
de coloracBes mais intensas entre ambar-claro a escuro, para Tetragonisca angustula e
coloracdes extra ambar claro para as espécies Melipona . quadrifasciata e Scaptotrigona
postica, pois apresentaram maior intensidade de coloracdo amarela. A diferenca de
coloracdo foi atribuida aos elementos quimicos neles presentes. O K, Na, P, Ca e Mg
foram obtidos em maiores concentracdes na espécie Tetragonisca angustula, resultando
em méis escuros.

Do mesmo modo, foi observado que as caracteristicas fisico-quimicas de méis
de abelhas sem ferrdo divergiram dos padrdes de qualidade exigidos por legislacdes
nacionais, ficando evidente a necessidade de regularizacdo dos padrdes fisico-quimicos e
microbioldgicos de qualidade de méis produzidos no Brasil, especialmente para que
sejam contempladas as caracteristicas méis de abelhas nativas sem ferrdo, a fim de dispor
ainda mais esse produto no comércio nacional e internacional.

Quanto a avaliagdo sensorial, a participacdo no estudo foi a maior parte de
julgadores do sexo masculino, porém identificou-se que as mulheres sdo quem
consumiam mel com maior frequéncia. Dentre os julgadores, o maior consumo foi
relacionado as idades entre 18 a 27 anos e 38 a 50 anos de idade. Os provadores mostraram
maior interesse por méis da espécie Tetragonisca angustula, especialmente para a
amostra 4, e apresentaram rejeito pela espécie Melipona quadrifasciata quadrifasciata,
principalmente para a amostra 7.

A preferéncia dos julgadores provavelmente se deve as caracteristicas fisico-
quimicas da amostra 4, pois esse mel possui baixa Aw e umidade, méis levemente acidos,
assim como para SST, parametros esses que interferem no aroma, aparéncia, cor, sabor e
textura do mel. Essa amostra possuia maior concentracdo de compostos fendlicos e
elementos quimicos (K, Na, P, Ca e Mg), componentes esses que influenciaram no aroma
e coloracdo do mel. A amostra 7 desagradou os provadores, pois exibiu caracteristicas

quimicas e de cor inversas as da amostra 4, explicando a rejeicdo da mesma. A correlacdo
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entre os resultados da analise sensorial com os parametros fisico-quimicos foi de grande
importancia, pois a composi¢do do mel pode ser utilizara para predizer a possivel escolha
dos provadores. Entretanto, sdo necessarias pesquisas ainda mais aprofundadas para
confirmagao dessa hipdtese.

A composicdo das amostras de méis 4 e 7, impactaram na intengdo de compras
dos méis de abelhas sem ferrdo, uma vez que a melhor intencédo foi obtida para a amostra
4 (eu compraria frequentemente) e o inverso para a amostra 7 (eu compraria muito
raramente), correspondendo as espécies de Tetragonisca angustula e Melipona Q.
quadrifasciata, respectivamente.

Desta forma, os méis de abelhas sem ferrdo oriundos da regido Centro-Sul do
Estado do Parana apresentaram singularidades entre as espécies analisadas. As
caracteristicas quimicas e de cor resultaram em impactos sensoriais e, consequentemente,

na aceitacdo sensorial das amostras avaliadas.
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Instead, write each number on a card and draw the cards blindly from a bag
0 use & computerized random nmber generator such as PROC PLAN from SAS.*

ANEXO |1- Tabela de numeracéo aleatéria de trés digitos

down the column entered. Recond as many numbers s teeded. Discard any numbers that are
unsuitable (out of range, came up before, otc.). The sequence of numbers obtained in ths

manner is in rndom order.
(2) Vo generate a sequence of two-digit random nambers, procesd as in (1), but fiest decide. o g by

coin toss, whether to use the first two or last two digits of each number taken from the table.
Treat cach three-dight number in the same manner, Le., discard the same dight from each. I two-

dight number comwes up mare than once, retain only the first.

closing the eyes and pointing. Without inspecting the numbers, decide whether to move up or
) Random number tables are invpractical foe problems such as: “place the musmbers from 15 0 50

in random ceder.™

Random Ovders of the Digits 1-% Arvanged in Groups of Thiee Columens
(1) To generate a sequence of threedigit random numbers, enter the table at any location, vg.,

Statistical Tables
TABLE 170

SRCRAPZEE RCURAGEE Z2ARE2AST
ZRRESREST SRRYRECR cIRARTHEE
REICARDRT BUZUIRES IRRRUZARE
RIRCAGIGS SUPINSEN AcEREIIEE
IGFRAZNOR DRIAAIAZ ITIERFENE
JESURIART 2B EFE AEFEREIFLE
§ENECRDOR REASINGE 2LIZERINY
SHEEICE0DE COBRAREI TRASERAZ2
ERRSSAEIN SPALIEER REGSIRAAE
HEREZBRFY ICREIELZ BTBRGR=NR
AIEABEGER FEIRRCED CRIIREERE
SRERYCARS IRIIAAREE EaRazzEz?
SFRICEEAR RRORAGEE s¥RSRERAL
INRRIDGRE SRIIDAIC RSARTRCNE
SRIFYIRIRE PRAGSAST RISIVEARZ
SREDEESEA BRFSRESE RyFAQERRE
FER303bYs SORRRAES GENERRZIR
SRENGERT RATUNARE IRFRARALAS
d38FIE2TA IRSFVIZAR HEARFISER
RREEROAE SRPRRERT ARCRBRERE
YEAGIFREE DRASIIRG ARRIEERES
ARRE=SIR BUFEERTIR GERIRRI¥R

dRRZGESA0 TROGIZRT REIEARLZE

a9

Sowrser Foomn WG Cochwan and GM Com 1957, Experamntadl Dsign, Jothn Wiley & Sans, New York
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APENDICE 1 - Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFFS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

PERFIL SENSORIAL E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE MEIS DE
ABELHAS NATIVAS SEM FERRAO ORIUNDAS DOS ESTADOS DO PARANA E RIO
GRANDE DO SUL

Prezado participante,

Vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa: “Perfil sensorial e caracterizagao
fisico-quimica de méis de abelhas nativas sem ferrdo oriundas dos Estados do Parané e
Rio Grande do Sul”. Desenvolvida por Remili Cristiani Grando, discente de Mestrado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS),
Campus de Laranjeiras do Sul - PR, sob orientacdo da Professora Dr. @ Helen Treichel e
pelo co-orientador Professor Dr. © Luciano Tormen. O objetivo central do estudo esta em
verificar a aceitabilidade e intencdo de compra de méis de abelhas nativas sem ferrdo de
amostras oriundas de duas regides distintas, Parana e Rio Grande do Sul. O convite a sua
participacdo se deve para compor uma equipe de provadores, ndo-treinados, para avaliar
as caracteristicas sensorias de méis de abelhas nativas sem ferrdo, oriundos de diferentes
regides (Parand e Rio Grande do Sul). A sua participacdo é imprescindivel, pois
possibilitara conhecer a preferéncias dos consumidores, bem como avaliar aceitabilidade
e intencdo de compra do produto. Sua participa¢do ndo é obrigatoria e vocé tem plena
autonomia para decidir se quer ou ndo participar, assim como desistir da colaboracao
neste estudo no momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacdo e sem
nenhuma forma de penalizacdo. Vocé ndo serd penalizado de nenhuma maneira caso
decida ndo consentir sua participacdo, ou desista da mesma. Contudo, ela é muito
importante para a execucdo da pesquisa. Vocé ndo receberd remuneracao e nenhum tipo
de recompensa nesta pesquisa, sendo sua participacdo voluntaria. Serdo garantidas a
confidencialidade e a privacidade das informac®des por vocé prestadas. Qualquer dado que
possa identifica-lo serd omitido na divulgacdo dos resultados da pesquisa e o material
armazenado em local seguro. A qualguer momento, durante a pesquisa, ou
posteriormente, vocé podera solicitar do pesquisador informacdes sobre sua participacdo
e/ou sobre a pesquisa, 0 que podera ser feito através dos meios de contato explicitados
neste Termo. Em caso de reacdes alérgicas ao mel ou pdlen e a doenca crénica de diabetes,
vocé ndo devera participar desta pesquisa. A sua participacdo consistird em provar
diferentes amostras de méis de abelhas nativas sem ferrdo e responder a um questionario
a pesquisadora do projeto. O beneficio relacionado a sua colaboragdo nesta pesquisa
refere-se a experimentar um produto diferenciado e pouco explorado comercialmente.
Além disso, 0 mel possui, em sua composi¢do, minerais, vitaminas, e substancias
antioxidantes. VVocé ira conhecer méis de diferentes regides (Parana e Rio Grande do Sul)
e apreciar suas particularidades. Assim sendo, o presente estudo podera contribuir com a
sociedade cientifica por meio da composic¢do fisico quimica, perfil sensorial e aromatico
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de meis de abelhas nativas, permitindo conhecimento sobre os atributos e peculiaridades
de méis nativos. A sua participacdo na pesquisa podera causar riscos, embora raro, ha
possibilidade padecer de infecgdes, intoxicacOes e alergias apds a ingestdo de mel. Devido
ao elevado teor aglcares simples em sua composi¢do, 0 mel ndo deve ser ingerido por
julgadores portadores da doenca cronica de diabetes. A fim de minimizar a ocorréncia
dos riscos identificados, as amostras de meis de abelhas nativas foram submetidas a
analises microbioldgicas prévias e os julgadores serdo, previamente, questionados se
possuem alergia associado ao mel ou ingestao de pélen, bem como se possuem a doenca
crénica de diabetes. Caso ocorra algum tipo de risco ndo identificado ou omissdo de
informacdes quando questionado, vocé julgador, sera encaminhado ao Hospital Sdo José,
mais proximo da Universidade Federa da Fronteira Sul, Campus Laranjeiras do Sul —PR,
sendo que os custos decorrentes diretamente arcados pelo pesquisador responsavel.

Caso concorde em participar, uma via deste termo ficara em seu poder e a outra sera
entregue ao pesquisador. Nao recebera copia deste termo, mas apenas uma via. Desde ja

agradecemos sua participacao!

(Laranjeiras do Sul - PR, 2017)

Remili Cristiani Grando

Contato profissional com o (a) pesquisador (a) responsavel:

Tel: (42) 3635-2347 ou 55 — (42) — 99908-3272

e-mail remili_grando@hotmail.com ou luciano.tormen@uffs.edu.br

Endereco para correspondéncia: Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS, Rodovia
BR 158, Km 405, s/n — Zona Rural, Laranjeiras do Sul — PR, CEP: 85301970.

“Em caso de duvida quanto a condugdo ética do estudo, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa da UFFS™:

Tel e Fax - (0XX) 49- 2049-3745

E-Mail: cep.uffs@uffs.edu.br

Endereco para correspondéncia: Universidade Federal da Fronteira Sul/UFFS - Comité
de Etica em Pesquisa da UFFS, Rua General Osorio, 413D - CEP: 89802-210 - Caixa
Postal 181 — Centro - Chapecd - Santa Catarina — Brasil)

Declaro que entendi os objetivos e condigdes de minha participacdo na pesquisa e
concordo em participar.
Nome completo do (a) participante:

Assinatura:
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APENDICE 2 - Ficha de avaliacéo sensorial

Data: / / Idade:

Sexo: () Masculino ( ) Feminino

Profissdo:

anos

-Consome mel de abelha nativa sem ferrao?
() Sim
( ) Néao

Porqué?

-Com que frequéncia costuma consumir este mel?
( ) Diariamente

( ) Semanalmente

( ) Mensalmente

( ) Raramente

( ) N&o consumo

Instrucdes:

-Vocé recebera sete amostras de mel de abelhas nativas sem ferrdo, prove cuidadosamente
a primeira amostra e avalie, antes de provar as proximas amostras;

- Enxague a boca com a agua que esté sendo oferecida, antes e ap0s provar cada amostra.
Caso prefira, pode consumir uma pequena parcela de bolacha “agua e sal” e

posteriormente enxague a boca com a agua oferecida;

- Represente o quanto gostou ou desgostou de cada amostra, de acordo com a seguinte

escala:

1 - Desgostei muitissimo

2 - Desgostei muito

3 - Desgostei regularmente
4 - Desgostei ligeiramente
5 - Indiferente

6 - Gostei ligeiramente

7 - Gostei regularmente



8 - Gostei muito

9 - Gostei muitissimo
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Abaixo, anote 0 nimero da amostra a ser provada e atribua um valor de acordo com a

escala apresentada acima:

Cddigo da Valor atribuido &s Caracteristicas
Amostra Aroma Aparéncia Cor Sabor Tex_tura
(Fluidez)
Produto conhecido ( ) Produto ndo conhecido ( )

7 — Eu compraria sempre

6 — Eu compraria muito frequentemente
5 — Eu compraria frequentemente

4 — Eu compraria ocasionalmente

3 — Eu compraria raramente

2 - Eu compraria muito raramente

1 — Eu nunca compraria isto

Cddigo da Amostra Valor atribuido as Caracteristicas

Comentarios:
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1 | INTRODUCTION
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Abstract

This study aims at evaluating the quality of honey of Melipona quadrifasciata quadrifasciata Tetrag-
onisca angustula and Scaptotrigona depilis. Pollen analysis was performed to identify the floral
resources used for the production of honey, and 19 pollen types were identified. Microbiological
analyses identified the presence of coliforms, molds, and yeasts, but Clostridium botulinum was not
found. Using the modified “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe” method followed by
ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry determination, eight
pesticides were detected in the honey of T. angustula and only two in the honey from S. depilis. The
honey of M. g. quadrifasciata did not present pesticide residues. The data pointed out the relevance
of good practices to avoid the contamination of honey with sources of microbiological contami-
nants, which may impair the product's safety for human consumption.

KEYWORDS
honey microbiology, Melipona quadrifasciata, pesticide residues, pollen resources, Scaptotrigona

depilis, stingless bees, Tetragonisca angustula

bohydrates and water are major constituents (da Azeredo, Azeredo,

The Meliponini bees (Hymenoptera, Apidae) belong to the genus of
stingless bees. These bees are popularly known as indigenous sting-
less bees and include more than 500 species, which are found mainly
in South America, Australia, Asia, and Africa. Honey bees Meliponinae
are most widely used in South America, Australia, and Africa, and bee-
keeping of these species is known as meliponiculture. When carried out
as a sustainable activity, the keeping of these bees can contribute both
to crop production (via pollination services) and to biological conserva-
tion (Guerrini et al., 2009; Viana et al., 2014; Vit, Bogdano, & Kilchen-
mann, 1994).

Agricultural intensification can be a threat to biodiversity, as it
directly affects pollination due to the destruction of natural resources
and natural habitat. Studies show that the decline of pollinators may
result in economic consequences, as their reduced numbers could
affect food availability. Pollination carried out by insects is a ser-
vice widely used in the practice of agricultural production, and bees
are among the main pollinators (Batary et al., 2010; Klein, Steffan-
Dewenter, & Tscharntke, 2003).

Floral nectar is one of the main products extracted by bees from

the flowers. Honey is composed of more than 180 substances, and car-

de Souza, & Dutra, 2003). Meliponinae honey includes less sugars and
more water content than the honey of Apis mellifera L. On the other
hand, different regions and forage resources used by the bees serve to
originate distinct honey types (Barth, 2004).

The floral sources used by the bees can be identified by pollen
analysis through visible light microscopy, which can provide informa-
tion on the geographic and botanical features of the honey (Louveaux,
Maurizio, & Vorwohl, 1978). Depending on the floral sources, pollu-
tants can be brought to the hives and contaminate the honey. Thus,
honey can contain pesticides and microorganisms and can be harm-
ful to human health (Barganska, Slebioda, & Namiesnik, 2013; Krupke,
Hunt, Eitzer, Andino, & Given, 2012). Pesticide contamination of honey
is related to the contamination of source flowers and could reflect the
specific pollution present in a given environment. Thus, bees and bee-
hives may act as important sentinels for monitoring contamination in
the environment (Panseri et al., 2014).

Accumulation of pesticides has become a public health problem
due to the intensive use of these chemicals in agricultural produc-
tion. The monitoring of pesticide residues is essential to evaluate the
potential risk to consumer health and also to provide relevant infor-

mation on the use of chemicals in proximity to beehive cultivation.

Environ Qual Manage. 2018;1-7.
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Analytical methodologies for pesticides identification and quantifica-
tion are recent, and the majority of the published reports refers to the
honey of A. mellifera (Blasco, Font, & Pic6, 2007; Orso et al., 2014, 2016;
Tette et al., 2016). There are various methods to detect pesticides in
foods, and the QUEChERS method, whose acronym means Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, and Safe, is one of the most suitable among
them (Anastassiades, Lehotay, Stajnbaher, & Schenck, 2003; Prestes,
Friggi, Adaime, & Zanella, 2009). Barganska et al. (2013) reported pes-
ticides residues in 29.0% of Apis honey samples from Poland, and con-
centrations of bifenthrin, fenpyroximate, methidathion, spinosad, thi-
amethoxam, and triazophos exceeded maximum residue levels (MRL)
in five samples. Rissato, Galhiane, De Almeida, Gerenutti, and Apon
(2007) quantified at least 10 pesticides in Apis honey samples from
Bauru, Sdo Paulo State, Brazil, during 2003 and 2004, highlighting
the pesticide Malathion, used in the control of the dengue vector
mosquitoes.

Because honey is used both as a food and an alternative medicine,
the survey and monitoring of pesticides and pathogens in honey are
of great importance. In addition, interactions between pesticides and
pathogens can be outstanding causes of bee diseases, such as colony

collapse disorder (Pettis, van Engelsdorp, Johnson, & Dively, 2012).

Because honey is used both as
a food and an alternative
medicine, the survey and
monitoring of pesticides and
pathogens in honey are of
great importance.

The quality of A. mellifera honey, the main commercial honey in
Brazil and other countries, is defined by physicochemical, microbio-
logical, and sensory analyses. There are no regulations for the honey
of Meliponinae, however, good practices for honey production must
be adopted and microbiological analyses could help to monitor the
quality of these honeys.

In this context, we carried out investigations on honey samples
from three Meliponinae species; Melipona quadrifasciata quadrifasci-
ata, Tetragonisca angustula and Scaptotrigona depilis collected from hives
from acity in the northern part of Rio Grande do Sul State, Brazil. Iden-
tification of pesticide residues and pollen sources along with microbio-
logical profiles were determined in an effort to contribute to the exist-

ing knowledge regarding the quality of Meliponinae honey.

2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Samples site

Honey samples were gathered at stingless beehives in a meliponary

from a city in the north of Rio Grande do Sul State, Brazil,

27°36'40.05"" S latitude and 52°20'47.31"”” W longitude. The sur-
rounding landscape includes orchards of persimmon (kaki), apple,
orange, and peach, among others, and grain crop plantations (mainly
soybeans and maize). Forest cover in the area is Atlantic Forest biome.
The honey samples were obtained in February 2015 and maintained in
glass bottles. The pesticide residues analyses were performed at the
Laboratory for the Analyses of Pesticide Residues, at the Federal Uni-
versity of Santa Maria, in Rio Grande do Sul State. The pollen identifica-
tion was carried out using the same samples at the Microscopy Labora-
tory at Fronteira Sul Federal University at Erechim, Rio Grande do Sul
State. For microbiological analyses, the samples were obtained sepa-
rately using sterile syringes and flasks, and the assays were carried out
at the Microbiology Laboratory at Fronteira Sul Federal University at
Erechim, Rio Grande do Sul State.

2.2 | Pollen analysis

Pollen identification followed the method of Louveaux et al. (1978),
however, without the use of acetolysis. Briefly, 5.0 milliliters (mL) of
honey from each sample was homogenized with 10.0 mL of warm,
deionized water. The samples were centrifuged for 5 minutes at 3,500
revolutions per minute. The supernatant was excluded, and the pro-
cess was repeated. The sediment was removed with a pipette for use in
slide preparation. The sediment was displayed over a glass slide with a
drop of acetic acid added. Thereafter, adrop of toluidin blue was added,
and Kaiser gelatin was used as the mounting medium. The pollen grains
were identified by comparing them with authentic samples from the
plants in the region, which had been identified by the authors, and by
consulting the literature. The Shannon index for species diversity (H’)
and the Pielou evenness index (J) were calculated.

2.3 | Microbiological assay

Microbiological analyses were performed according to the recom-
mended methods of American Public Health Association (APHA). Total
and fecal coliform counts were determined using the most proba-
ble number technique. Molds, yeasts, and Clostridium botulinum were

counted using colony-forming units (CFU) methodology (APHA, 1984).

2.4 | Pesticide quantification

Pesticides in the honey samples were identified using ultra-high per-
formance liquid chromatography-tandem mass spectrometry applying
a QUEChERS method modified according to Orso et al. (2016). The
observed values were compared with the maximum levels for pesti-
cide residues accepted by the European Union for honey when such
standards were available (CE 396/2005; European Parliament, 2005)
or compared to maximum levels for pesticides accepted by the Euro-

pean Union for other foods of plant origin.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

3.1 | Pollen

A total of 19 pollen species were identified in the honey samples.

The honey of T. angustula presented 12 pollen types (H' = 0.925 and
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EXHIBIT 1 Pollen percentages observed in honey of Meliponinae species from Barao do Cotegipe municipality

Plant species Life form
Eugenia uniflora L. Tree
Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan Tree
Ricinus communis L. Tree
Solanum mauritianum Scop. Tree
Raphanus raphanistrum L. Herb
Allophylus edulis (St.-Hil. et al.) Tree
Hieron. ex Niederl.
Syagrus romanzoffiana (Cham.) Palm
Glassman
Hovenia dulcis Thunb. Tree
Campomanesia guazumifolia Tree
(Cambess.) O.Berg
Foeniculum vulgare Mill. Herb
Bidens pilosa L. Herb
Schinus terebinthifolius Raddi Tree
Morus sp. Tree
Senegalia recurva (Bentham) Seigler Liana
and Ebinger
Baccharis anomala DC. Shrub
Baccharis type | Shrub
Mimosoideae type | Tree
Poaceae Herb

Undetermined -

J =0.857), and the dominant species was Hovenia dulcis Thunb. In the
honey of M. q. quadrifasciata, 11 species were identified (H' =0.563 and
J = 0.540) and the dominant species was Eugenia uniflora L. From the
honey of S. depilis, six pollen species (H' = 0.187 and J = 0.241) were
observed, and again, E. uniflora L. was the dominant species (Exhibit 1).

T. angustula presented the highest—and S. depilis the lowest—
diversity and equitability indices, respectively. In addition, T. angustula
had the highest proportion of pollen from herbaceous plant species
(20.4%), and among them, Raphanus raphanistrum L. and Bidens pilosa
L. accounted for the greatest percentages found. No pollen of herb
species was found in the honey of M. q. quadrifasciata (Exhibit 1).

T. angustula is considered a generalist species regarding the pollen
sources (Carvalho & Marchini, 1999) and our data corroborate this

point of view.

3.2 | Microbiological analyses

C. botulinum was not detected in the honey samples. Total coliforms
were detected in all samples, with the lowest values for the honey of
M. q. quadrifasciata. Molds and yeasts also were present in all of the
samples, with the lowest values observed in the honey of S. depilis
(Exhibit 2).

The Brazilian Ministry of Health regulation on food, RDC 012
ANVISA (Ministry of Health, 2001) determines a tolerable level of
1.0 x 102 coliform forming units per gram (CFU/g) while molds

and yeasts and the absence (<3.0 most probable number per gram)

S. depilis T. angustula M. q. quadrifasciata

91.11 16.32 64.28
2.22 2.04 1.42
111 - -
111 - 1.42
111 10.20 -
3.33 - 1.42
- 4.08 2.85
- 26.53 8.57
- 8.16 14.28
- 2.04 =
- 6.12 -
- - 1.42
- - 142
- - 1.42
- 4.08 -
- 2.04 =
- - 1.42
- 2.04 =
- 16.32 -

of total coliforms are determined by the Ministry of Agriculture
(2000). The honey samples collected from the stingless bees for this
study exceeded these limits (Exhibit 2). However, there is no specific
regulation on honey quality in Brazil.

The total coliform count indicates faults in sanitation and food han-
dling practices, and fecal coliforms are indicative of fecal contami-
nation (Snowdon & Cliver, 1996). To ensure the proper sanitation of
food products, it is necessary to follow hygienic practices and ade-
quate food handling practices to avoid contamination and comply
with microbiological criteria (Food and Agriculture Organization of the
United Nations’ and World Health Organization's Codex Alimentarius
Commission [CAC], 1997, 2001).

The gathering of the honey samples for this investigation took place
at the end of summer, a period of scarce floral resources. During peri-
ods of low floral availability, bees could forage in materials with micro-
biological contamination, such as soil and organic matter of fecal origin
(Barth, 2004). Nogueira-Neto (1997, p. 445) reported an observation
of bees foraging in animal feces, an activity that occurs during periods
of low flower availability. Swine, dairy cattle, and chickens are being
raised in the neighborhood of the meliponary used in our investigation,
and this could have contributed for the observed contamination.

Buba, Gidado, and Shugaba (2013) analyzed 18 honey samples col-
lected in different parts of Nigeria and observed the presence of bacte-
ria and fungi in 15 of the 18 samples. The predominant genera of con-
taminants found were Aspergillus niger and Bacillus spp. Testing did not
detect the presence of total coliforms in the samples.
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EXHIBIT 2 Microorganisms in the honey of stingless bees, Bardo do Cotegipe, Rio Grande do Sul State, 2015

Thermotolerant

Total coliforms coliforms Molds and yeasts Clostridium
Species (MPN/g) (MPN/g) (CFU/g) botulinum
T. angustula >2.4x%x10°% 4 1.3x10° Absent
S. depilis >2.4x 108 4 9.4 % 10% Absent
M. q. quadrifasciata 2.3x 10! <3 9.9 x 104 Absent

MPN/g, most probable number per gram; CFU/g, colony-forming units per gram.

EXHIBIT 3 Pesticides residues in Meliponinae honey from Bardo do Cotegipe, February 2015, determined by QUEChERS method with liquid
chromatography-tandem mass spectrometry, the agricultural use of each pesticide and MRL (maximum residues limit) for honey and other food
products, according to the normative EC 396/2005 from the European Union

Results of
pesticides
residues Applied
Pesticide (mg/kg) Class use cultivation
Difenoconazole 0.001 Fungicide Apple
Pyrazophos 0.0013 Fungicide, Grapefruit
insecticide
Piridate 0.0005 Herbicide Soybean and
maize
Fempropatrin 0.0005 Insecticide, Soybean
acaricide
Dimethoate 0.001 Insecticide, Apple, peach,
acaricide persimmon
Pirimiphos-ethyl 0.0006 Insecticide, Apple
acaricide
Pirimiphos-methyl 0.0008 Insecticide, Apple, peach,
acaricide persimmon,
orange
Triflumizole 0.0006 Fungicide Soybean

aMRL, maximum residue limit.
bmg/kg, milligrams per kilograms.

lurlina and Fritz (2005) developed a work on apiary and commercial
honey from Argentina and found that all 70 samples that were tested
revealed the presence of yeasts and molds. The presence of fecal col-
iforms and C. botulinum was not detected in the Argentinian study.
Analysis of Nigerian honey by Omafuvbe and Akanbi (2009) revealed
the presence of total coliforms 0-3.0 x 10 CFU/g; however, the pres-
ence of molds and yeasts was not detected.

Adjlane, Haddad, Ameur, Kesraoui, and Moussaoui (2014) investi-
gated the microbiological quality of 11 samples of honey harvested
from beehives from different regions of Algeria. The authors found
two irregular samples: the presence of aerobic mesophilic above 1.000
CFU/g, ranging between 9.102and 27.102CFU/g. As in the present
study, Adjlane et al. detected the presence of molds and yeasts at
90.10%2and 108.10 CFU/g, respectively, but their analyses did not
detect the presence of C. botulinum (Adjlane et al., 2014).

In a study developed by Nevas et al. (2002), 190 honey samples
were collected from different countries. Of these, 20 samples showed
positive results for C. botulinum. This study highlights the importance
of assessing the presence of this microorganism in honey, as honey is
commonly consumed by people of all ages, including children, who can
contract infant botulism (Kiipliilti, Gonctioglu, Ozdemir, & Koluman,
2006).

Meliponary
distancemeters MRL
Period of application ~ (m) Bee species (mg/kg)
Aug 2014 200 T. angustula 0.052
Oct-Nov 2014 700 T. angustula 0.052
Sep-Nov 2014 500 T. angustula 0.052
Nov-Dec 2014 500 T. angustula 0.012
Nov 2014-Jan 2015 200 T. angustula, S. 0.022
depilis
Jan 2015 200 T. angustula, S. 0.01P
depilis
Nov 2014-Jan 2015 200 T. angustula 0.05°
Sep-Nov 2014 500 T. angustula 0.1-3.0°

3.3 | Pesticide residues

In this present study, eight pesticides were detected in the honey of T.
angustula. Only two pesticides were detected in the honey of S. depilis,
and no pesticide residue was detected in the honey of M. q. quadrifasci-
ata (Exhibit 3).

The MRL is only available for honey of A. mellifera and for a few
active compounds. Notwithstanding, the observed values of residues
were under the MRL available for honey and other food products
(Exhibit 3). The pesticides recorded in the honey were utilized in crop
and fruit cultivation in the vicinity of the hives at a distance of between
200 and 700 meters away (Exhibit 3).

The higher contents of pesticides residues in the honey of T. angus-
tula could be related to the higher proportion of pollen from herba-
ceous plant species detected in the honey, in particular R. raphanistrum
L. and B. pilosa L., than in the honey of other bee species. The first is
a plant that is commonly cultivated during the winter, but it can also
occur as a ruderal herb associated with orchards, horticulture, and
gardens in other periods. B. pilosa is a very common weed associated
with several crops, orchards, and gardens. As the application of the
recorded pesticides was predominantly on crop plantations (soybeans,
maize) and orchards (apple, peach, orange, grapefruit), the probability
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of contamination of those floral sources is expected to be high. On the
other hand, the absence of herb species in the pollen from the honey
of M. q. quadrifasciata may explain the absence of pesticides detections
for that honey. In addition, more than 75% of the pollen from the honey
of M. g. quadrifasciata was composed of E. uniflora and C. guazumifolia,
two tree species of the Myrtaceae family, which is commonly found
in the forest remnants of the region, and therefore, supposedly less
exposed to the pesticides applications than the herbs associated with
the croplands. Accordingly, the honey of S. depilis presented intermedi-
ate levels of pollen of herbaceous ruderal plants and also of pesticides

concentrations.

4 | CONCLUSIONS

Pollen analysis allowed us to identify the botanical sources of the
Meliponinae honey. The honey of T. angustula presented the highest
pollen diversity and the highest proportion of pollen from herbaceous
plant species of the species included in this study. The highest pro-
portions of herbs and ruderal plants were coincident with the highest
levels of pesticides residues in the honey of T. angustula.

The detection of total and thermotolerant coliforms confirmed the
need for specific regulations and quality parameters for the honey
of Meliponinae. In addition, the data pointed out the relevance of
good practices to avoid the contamination of honey with sources of
microbiological contaminants, which may impair the safety for human

consumption.
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