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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivos determinar a composi¢do fisico-
quimica, identificar marcadores quimicos potenciais usando HPLC e investigar
atividade antioxidante de méis das espécies de abelha sem ferrdo Apis mellifera
(africanizadas), e abelhas com ferrdo Melipona flavolineata (Urugu-amarela) e
Melipona fasciculata (Urugu-cinzenta), coletados de outubro de 2008 a fevereiro de
2010, provenientes dos municipios Tracuateua, Sao Jodo de Pirabas, Nova Timboteua,
Sao Miguel do Guama e Vigia pertencentes a mesorregido do nordeste paraense.

A analise estatistica multivariada aplicada aos resultados obtidos nas analises
fisico-quimicas mostrou uma significativa diferenca entre a composi¢do fisico-quimica
dos méis de abelhas africanizadas e a composi¢do dos méis das abelhas indigenas sem
ferrdo.

Os perfis cromatograficos foram analisados por HPLC e os compostos fenolicos
majoritarios identificados foram os dacidos galico, o-cumarico, p-cumarico € o
flavondide quercetina, sendo caracteristico para cada espécie e localidade. Estes
resultados mostraram que os acidos fendlicos e flavondides podem ser usados para
autenticagdo de origem botanica dos méis.

A atividade antioxidante de méis de A. mellifera (Sdo Jodo de Pirabas, Nova
Timboteua e sao Miguel do Guama), M. flavolineata ¢ M. fasciculata (Sao Jodo de
Pirabas), foi elevada e os valores mais baixos para CEsy) foram obtidos nos méis
escuros. A correlagdo do CEsy com teor de polifendis totais foi 0,87, indicando que o

valor terapéutico do mel pode ser atribuido a presenga dessas substancias.

Palavras-Chave: mel, marcadores quimicos, HPLC, atividade antioxidante,

caracterizagao fisico-quimica.



ABSTRACT

This study aims to determine the physicochemical composition, identify
potential chemical markers using HPLC and investigate antioxidant activity of honeys
of stingless bee species Apis mellifera (Africanized), and stingless bees Melipona
flavolineata (Urugu-amarela) and Melipona fasciculata (Urugu-cinzenta), collected
from October 2008 to February 2010, from the municipalities Tracuateua, Sao Jodo de
Pirabas, Nova Timboteua, Sdo Miguel do Guama and Vigia belonging to the middle
region of northeastern Para.

Multivariate statistical analysis applied to the results obtained in the
physicochemical analysis showed a significant difference between the physical and
chemical composition of Africanized honey bees and the composition of honeys of
stingless native bees.

The chromatographic profiles were analyzed by HPLC and phenolic acids were
the major identified gallic, o-coumaric, p-coumaric and the flavonoid quercetin, being
characteristic for each species and location. These results showed that the phenolic acids
and flavonoids can be used for authentication of botanical origin of honeys.

The antioxidant activity of honey from A. mellifera (Sao Jodo de Pirabas, Nova
Timboteua and Sdo Miguel do Guama), M. flavolineata and M. fasciculata (Sao Joao de
Pirabas) was high and the lowest values for EC50 were obtained in dark honey. The
correlation of EC50 with total polyphenol content was 0.87, indicating that the

therapeutic value of honey can be attributed to the presence of these substances.

Keywords: Honey, chemical markers, HPLC, antioxidant activity, physicochemical

characterization.
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1. INTRODUCAO

A criagdo racional de abelhas constitui-se em uma atividade na qual se consegue
obter bons resultados econdmicos, ecoldgicos e sociais. Essa atividade, desenvolvida ao
longo do tempo por pequenos ¢ médios produtores, vem despertando o interesse de
muitos criadores e instituigdes do Brasil (Rodrigues, 2004).

E uma atividade que pode ser integrada a plantios florestais, de fruteiras ¢ de
culturas de ciclo curto, podendo contribuir, através da poliniza¢do, com o aumento da
produgdo agricola e regeneragdo da vegetagao natural (Venturieri, 2003).

O Estado do Pard se apresenta com uma gama de possibilidades, tanto para a
apicultura', como para a meliponicultura’, pois possui uma grande diversidade de
espécies nativas de abelhas, onde muitas destas abelhas produzem mel de boa qualidade
e em quantidade que possibilitam a sua exploragdo comercial. Além do enquadramento
perfeito dentro dos conceitos de diversificagdo e uso sustentado da terra da Amazonia
(Venturieri, 2003).

Os produtos das abelhas, sejam africanizadas ou nativas, t€m ganhado cada vez mais
espaco nas industrias alimenticia, cosmético, farmacéutica, e outras, onde ha procura de
produtos de origem natural. Estas industrias investem na aquisi¢ao destes produtos
como base para os produtos industrializados (Rodrigues et al.,2000).

O presente trabalho tem como objetivos determinar a composicao fisico-quimica, a
atividade antioxidante e a identificagdo de compostos fenolicos, usando HPLC, nos
méis de diferentes espécies de abelhas. Foram analisados méis de A. mellifera
(africanizada), espécie exotica e Melipona flavolineata (urugu-amarela) e M. fasciculata
(urugu-cinzenta), espécies nativas, coletados nos municipios de Tracuateua, Sao Jodo de
Pirabas, Nova Timboteua, Sdo Miguel do Guama e Vigia (mesorregido do nordeste
paraense), visando a comparagdo das caracteristicas entre os méis das diferentes

espécies de abelhas.

' Manejo de abelhas da espécie Apis mellifera

2 . . , ~ , . . ’
Manejo de abelhas indigenas sem ferrdo, também conhecidas como Meliponineos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Apicultura e Meliponicultura

Hoje, na criacdo de abelhas, existem duas grandes linhas de estudo: a Apicultura e a
Meliponicultura. Dentro da Apicultura, o conhecimento sobre o mel, ja4 vem sendo
estudado em varias regides do Brasil, no entanto na Meliponicultura, esses estudos sdo
mais recentes, sendo desenvolvidos com as abelhas regionais.

As abelhas chamadas de africanizadas, por terem herdado muitas caracteristicas das
abelhas africanas, sdo consideradas como as responsaveis pelo desenvolvimento apicola
do Pais.

A apicultura apresenta uma rentabilidade altamente satisfatéria. Para seu
desenvolvimento sdo necessarios: flora apicola abundante, disponibilidade de fontes de
agua ndo poluida e pessoas interessadas em desenvolver a atividade. Esses fatores
aliados a exploragao apicola racional permitem as abelhas a producao de mel, cera
polen, geléia real, propolis, apitoxina e com grande eficiéncia fazem a polinizacdo das
plantas, o que aumenta a produgao de frutos e sementes (Carvalho, 2000).

A meliponicultura, nome dado a criagdo de abelhas da subtribo MELIPONINA?, se
enquadra perfeitamente dentro dos conceitos de diversificagdo e uso sustentado da terra
da Amazdnia. Os meliponineos sdo abelhas doceis, de facil manejo e necessitam de
pouco investimento para a sua criagio. E uma atividade que pode ser integrada a
plantios florestais, de fruteiras e de culturas de ciclo curto, podendo contribuir, através
da polinizagdo, com o aumento da produgao agricola e regeneragao da vegetagcao natural
(Venturieri et al., 2003).

Os Meliponineos ocupam grande parte das regides de clima tropical do planeta.
Ocupam, também, algumas importantes regioes de clima temperado subtropical. Assim,
essas abelhas sdo encontradas na maior parte do territorio Latino-Americano, ocorrendo
na América do Sul, América Central, Asia, Ilhas do Pacifico, Australia, Nova Guiné e
Africa (Nogueira-Neto, 1994).

As regioes Norte e Nordeste se sobressaem como grandes berg¢os para o sucesso da
meliponicultura de mercado, fato relacionado ao clima, as espécies existentes e

disponibilidade de recursos florais. (Venturieri, 2005; Villas-B6as & Malaspina, 2005).

3 Conhecidas como abelhas indigenas sem ferréio.



As abelhas sdo os principais polinizadores das espécies nativas da regido. Dentro do
conceito de se desenvolver praticas agricolas economicamente vidveis, ecologicamente
sustentaveis e socialmente justas, a meliponicultura se enquadra perfeitamente dentro
dos conceitos de diversificagdo ¢ melhor uso dos recursos naturais. Outra caracteristica
da meliponicultura, esta de carater social, ¢ quanto as necessidades de sua mao de obra.
Esta, apesar de especializada e demandando conhecimentos sobre sua biologia e o
comportamento das abelhas, podem ser executados por mulheres, jovens e idosos, ja
que ndo exige forga fisica e dedicagdo demorada ao manejo. As abelhas sdo animais que
buscam livremente o seu sustento na natureza, ndo exigindo alimentagdo diaria ou
cuidados veterinarios (Venturieri, 2005).

A meliponicultura tem grande potencial econdomico por ser uma atividade de baixos
custos e por apresentar uma boa renda mensal. Dessa forma, além de se caracterizar
como grande incremento as praticas agricolas do pais, a criacdo de abelhas sem ferrao ¢
hoje uma das possibilidades de inovagdo para os produtos alimenticios disponiveis no
mercado, sendo capaz de ocupar a mao de obra familiar e gerar renda para pequenas
propriedades rurais.

Embora produzindo mel em menor quantidade, os meliponineos tém o importante
papel de fornecer um produto que se diferencia do mel de A. mellifera, principalmente
no sabor peculiar e no aroma, podendo alcangar pregos elevados no mercado (Alves,
2005; Cortopassi-Laurino, 2002; Kerr, 1996; Nogueira-Neto, 1997).

De maneira geral, o mel das espécies de meliponineos tem como principal
caracteristica a diferenciacdo nos teores da sua composicdo, destacando-se o teor de
agua (umidade), que o torna menos denso que o mel das abelhas africanizadas (Campos
& Modesta, 2000). A cor varia do quase transparente ao ambar escuro € o gosto e niveis
de actcar dependem da espécie, da época, da regido e, principalmente, da florada
(Azeredo, 1999). Além dos agucares em solugdo, o mel também contém acidos
organicos, enzimas, vitaminas, flavonoides, minerais e uma extensa variedade de
compostos organicos, que contribuem para sua cor, odor e sabor (Pamplona, 1989).

Apesar da sua importancia, a Legislacdo Brasileira que regulamenta a padronizacao
do mel para fins de comercializagdo s6 atende as caracteristicas do mel de A. mellifera,
nao contemplando o mel das abelhas nativas do pais o que leva a necessidade de estudos
de diferentes méis destas abelhas para a sua padroniza¢do e uma futura Legislagdo

Brasileira (Amavida, 2006; Azeredo, 1999).



2.2. Especies de estudo

2.2.1. Apis mellifera

A abelha Apis mellifera (Figura 1) é a espécie considerada como principal
produtora do mel comumente utilizado para consumo humano, devido a sua
domesticagdo antiga e por ser origindria dos principais paises consumidores, apesar da
grande diversidade de espécies de abelhas existentes, produzem mel de boa qualidade.
A abelha africanizada, no Brasil, ¢ um hibrido das abelhas européias (A. mellifera
mellifera, A. mellifera ligustica, A. mellifera caucasica ¢ A. mellifera carnica) com a
abelha africana A. mellifera scutellata (Pereira et al., 2003). O habitat das abelhas A.
mellifera é bastante diversificado e inclui savana, florestas tropicais, deserto, regides
litoraneas e montanhosas (Pereira et al., 2003). A variabilidade genética dessas abelhas
¢ muito grande, havendo uma predominancia das caracteristicas das abelhas européias
no Sul do Pais, enquanto ao Norte predominam as caracteristicas das abelhas africanas.
Muito agressivas, porém, menos que as africanas, a abelha do Brasil tem grande
facilidade de enxamear, alta produtividade, tolerancia a doengas e adapta-se a climas

mais frios, continuando o trabalho em temperaturas baixas. (Pereira et al., 2003).

Figura 1. Operaria de Apis mellifera (Africanizada).



2.2.2. Melipona flavolineata

A Melipona flavolineata (Figura 2) ¢ uma das espécies de abelhas sem ferrdo
mais comum do nordeste paraense, onde ¢ conhecida como Urugu-amarela, sendo
preferida pelos agricultores para a criagdo racional, por ser considerada boa produtora
de mel. A referida espécie ocorre na por¢ao oriental do Estado do Pard e parte nos
Estados do Maranhdo e Tocantins (Moure & Kerr, 1950). As colonias sdo
medianamente populosas e as operarias podem ser agressivas. Quanto a higiene, nio se
conhecem habitos sujos nesta espécie. O mel € saboroso e esta espécie pode ser criada
com facilidade (Maués-Venturieri, 1991).

A M. flavolineata geralmente ¢ encontrada no pé de arvores grossas. Ocorrem na
regido Bragantina, préxima dos igapds (matas ciliares ou parcialmente inundaveis), € ali

que hoje encontramos a maioria dos ninhos naturais desta espécie. (Venturieri, 2005).

Figura 2. Operéria de Melipona flavolineata (Urugu-amarela)



2.2.3. Melipona fasciculata

A Melipona fasciculata (Figura 3) ¢ uma espécie relativamente rara em areas de
terra firme, mas ainda muito abundante nas regides costeiras, especialmente encontradas
em troncos de arvores de mangue vermelho (Rhisophora sp.). Produz mel de excelente
qualidade e em boa quantidade. Em geral ¢ menos agressiva que a urugu-amarela
(Venturieri, 2005).

As abelhas da espécie M. fasciculata produzem mel de excelente qualidade e em
boa quantidade. Possui habitos higiénicos (ndo coletam fezes) e armazenam seus méis
em potes constituidos quase que exclusivamente de cera. O periodo de floragao coincide
com o de menores indices pluviométricos, em que na regido Amazonia Oriental vai de
julho a dezembro. A maior producdo de mel concentra-se, entretanto, de agosto a

novembro (Venturieri et al., 2003).
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Figura 3. Operéria de Melipona fasciculata (Urugu-cinzenta)



2.3. Mel

Entende-se por mel, o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a
partir do néctar das flores ou das secre¢des procedentes de partes vivas das plantas ou
de excregoes 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 colméia (ANVISA, 2004).

O mel ¢ considerado um fluido viscoso, aromatico e doce elaborado por abelhas a
partir do néctar e/ou exsudados sacarinicos de plantas, principalmente de origens florais,
os quais, depois de levados para a colméia pelas abelhas, sio amadurecidos por elas e
estocados no favo para sua alimentagdo (Brasil, 2000).

O mel ¢ uma solugdo concentrada de actcares com predominancia de glicose e
frutose. Contém ainda uma mistura complexa de outros hidratos de carbono, enzimas,
aminoacidos, acidos organicos, minerais, substancias aromaticas, pigmentos e graos de
polen podendo conter cera de abelhas procedente do processo de extragdo (ANVISA,
2004).

A utilizagdo do mel na nutricdo humana nao deveria limitar-se apenas a sua
caracteristica adocante, como excelente substituto do agticar, mas principalmente por ser
um alimento de alta qualidade, rico em energia e inumeras outras substancias benéficas
ao equilibrio dos processos bioldgicos de nosso corpo (Pereira et al., 2003).

Além de sua qualidade como alimento, esse produto Unico ¢ dotado de intimeras
propriedades terapéuticas, sendo utilizado pela medicina popular sob diversas formas e
associagdes como fitoterapicos (Pereira et al., 2003).

A composi¢cdo do mel dependente de muitos fatores tais como: espécies colhidas,
natureza do solo, espécie de abelhas, estado fisioldgico da coldnia, estado de maturagao
do mel, condi¢des meteorologicas, etc. (Crane, 1983; Pamplona, 1994).

O mel pode sofrer alteracdes de causas diversas. Algumas acontecem devido a falta
de informagdo do proprio agricultor, quanto a tecnologia de extracdo, a forma de
manejo adequado, equipamentos a serem utilizados e principalmente a forma de
armazenamento e conservagao (Melo, 2003).

E de suma importincia o conhecimento da caracterizagio do mel, para que o

produto tenha a garantia da qualidade no mercado, cada vez mais exigente.



2.4. Padrdes da Legislagdo para Méis

A Tabela 1 mostra os padrdes da Legislagdo Brasileira (Brasil, 2000), MERCOSUL
(MERCOSUL, 1999) e Codex Alimentarius (CODEX, 2001), para mel de abelha A.
mellifera e os padrdes para futura legislagdio de méis de meliponineos proposto por
Villas-Boas e Malaspina (2005), estabelecendo os requisitos minimos de qualidade que

o mel deve possuir

Tabela 1. Legislagdo Brasileira, Legislagio do MERCOSUL, Codex Alimentarius para mel
de Apis mellifera e Legislacdo proposta por Villas-Bdas e Malaspina (2005) para méis de
meliponineos.

Mel de Apis mellifera Mel de meliponineo

Parametros Legislagao Legislagdo do Codex Villas-Bo6as e Malaspina
Brasileira MERCOSUL Alimentarius

Agucar Redutor Min. 65 g/100 g Min. 65 g/100g  Min. 60 g/100 g Min. 50 g/100 g
Sacarose Max. 6 g/100 g Max. 6 g/100 g Max. 5 g/100 g Max. 6 g/100 g
Umidade Max. 20 g/100 g Max.20g/100 g Max. 20 g/100 g Max. 35 g/100 g
Cinzas (RMF) Max. 0,6 g/100 g --- --- Max. 0,6 g/100 g
Acidez Max. 50 meq/ kg Max. 50 meq/ kg Max.50 meq/ kg Max. 85 meq/ kg
AD Min. 8 DN --- --- Min. 3 DN

HMF Max. 60 mg/ kg Max. 60 mg/ kg  Max. 80 mg/ kg Max. 40 mg/ kg
Cor Branco d’aguaa  Branco d’aguaa  Branco d’aguaa Branco d’agua a

Ambar escuro

Ambar escuro

Ambar escuro

Ambar escuro




2.5. Caracterizagdo Quimica do Mel

2.5.1. Viscosidade

A viscosidade do mel depende grandemente do seu conteido de agua e
conseqlientemente, da densidade relativa do mel, o que significa que quanto menor for a
quantidade de 4gua presente no mel, maior serd a densidade relativa e a viscosidade
deste mel. A viscosidade sofre também, a influéncia da temperatura, onde durante o
aquecimento pode alcancar o maximo de fluidez (38°C), diminuindo lentamente até

estabilizar ente 48°C a 50°C (Crane, 1985; Gil, 1980).

2.5.2. pH

O pH determinado no mel refere-se aos ions hidrogénio presente em uma
solugdo e pode influenciar na formacao de outros componentes, como na velocidade de
produg¢do do hidroximetilfurfural (Vidal & Fregosi, 1984).

Todos os méis sdo acidos e o pH ¢ influenciado pela origem botanica, pela
concentracdo de diferentes acidos e pelo calcio, sodio, potassio € outros constituintes

das cinzas (Seemann & Neira, 1988; Frias & Hardissom, 1992).

2.5.3. Acidez

Os 4cidos do mel se encontram em todas as flores, e todos os méis apresentam
reacdes acidas com pH médio = 3,9, devido a presenca de acidos organicos (alguns
volateis), acidos inorganicos (acido cloridrico e acido fosforico) e outros. Entre os mais
freqiientes pode-se mencionar o acido malico, citrico e o acético, sendo que o mais
importante ¢ o acido gluconico que se forma da glicose por a¢do enzimatica (Gil, 1980;

Crane, 1985).
2.5.4. Umidade
O contetdo de 4gua no mel ¢ uma das caracteristicas mais importantes,

influenciando diretamente na viscosidade, peso especifico, maturidade, cristalizagao,

sabor, conservagao, palatabilidade, solubilidade e valor comercial.



A égua estd diretamente relacionada com a origem floral, localiza¢ao geografica,
condi¢des climaticas (temperatura e umidade) e edaficas (solos), estacdo do ano,
umidade original do néctar e o grau de maturacdo na colméia (Gonzalez, 2002;
Carvalho et al., 2003).

Em condigdes especiais de niveis elevados de umidade, o mel pode fermentar
pela acdo de leveduras osmofilicas (tolerantes ao aclcar) presentes também em sua
composicdo. Segundo Crane (1987), a maior possibilidade de fermentagdo do mel esta
ligada ao maior teor de umidade e leveduras produzindo 4lcool. O hidromel ¢ o produto

desta fermentacdo isenta de oxigénio livre utilizando microorganismos selecionados.

2.5.5. Residuo Mineral Fixo (RMF)

O Residuo mineral fixo (RMF) constitue principalmente os sais de calcio, sodio,
potassio, magnésio, ferro, cloro, foésforo, enxofre e iodo (Nogueira et al., 1984).

Segundo Gil, os méis escuros t€ém uma riqueza superior em minerais aos de
carater mais claros a quantidade de cinza total varia de 0,02 a 0,6% no mel (Gil, 1980).

O parametro RMF pode determinar algumas irregularidades no mel, como a
auséncia de etapas no processo de retirada do mel pelo apicultor (decantagao, filtragao)
e a falta de higiene (Melo, 2003).

Este método se baseia no principio de que toda substancia organica submetida a
alta temperatura se decompdem em gases, os quais se dissipam na atmosfera (Rodrigues

et al., 2002).

2.5.6. Soélidos Soltveis

Os solidos soluveis no mel sdo definidos como a medida da concentragao de
solidos dissolvidos em uma solucdo, como os agtcares e acidos (Coultate, 2004). Os
valores para este parametro sdo altos, principalmente em mel, visto que este possui

elevado valor de agticares ¢ acidez.

2.5.7. Cristalizacéo
A cristalizagdo do mel ¢ uma das garantias de sua pureza. A cristaliza¢do ndo
modifica suas propriedades, podendo o mel ser ingerido mesmo cristalizado. Suas

vitaminas € enzimas permanecem intactas (SANZ et al., 2002).
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A cristalizagdo do mel se deve a proporcao glicose/ agua. Os mais ricos em
glicose cristalizam mais rapidamente. A glicose, por ser instavel, apresenta tendéncia de
separar-se do resto da solucdo e formar cristais monohidratados, com mudanca de
numero, forma, dimensao e qualidade de acordo com a composi¢do do mel e forma de
estocagem. Dependendo da quantidade de agua que o mel apresenta, essa cristalizagao ¢
mais ou menos rapida. A alta capacidade higroscopica ¢ atribuida a frutose existente no
mel, portanto quanto maior for a concentracdo deste acucar, mais dificil serd sua
cristalizacdo (Faria, 1983; Krell, 1996; Fonseca & Kleinert, 2004).

A temperatura ¢ um fator que contribui para a cristalizagdo. Entre 10° ¢ 20°C a
cristalizacdo ¢ mais rapida, tornando-se mais lenta acima dos 27°C e em temperaturas
mais baixas e constantes (Nogueira et al., 1984).

O processo de cristalizagdo também ocorre da presenga ou auséncia de particulas
diminutas em suspensao (bolhas de ar, particulas de cera, graos de polen e sujeira), que

podem servir como nucleo para crescimento de cristal (Crane, 1985).

2.5.8. Acucares

Os principais componentes do mel sdo os agucares, sendo que os
monossacarideos frutose e glicose representam 80% da quantidade total (White, 1975).
Entretanto os dissacarideos sacarose e maltose somam 10% (White & Siciliano, 1980)
encontraram em alguns tipos de mel, aglcares incomuns como a isomaltose, nigerose,
leucarose e turanose (White, 1967).

A alta concentracdo de diferentes tipos de actcar ¢ responsavel pelas diversas
propriedades fisicas do mel, tais como: viscosidade, densidade, higroscopicidade,

capacidade de granulacido (cristalizacdo) e valores caloricos (Campos, 1987).

2.5.9. Proteina

Acredita-se que a proteina ¢ originaria na sua maior parte das abelhas que as
produzem e incorporam ao mel na forma de enzimas, quando da passagem do néctar
pelo aparelho digestivo do inseto. Além disso, pode ser origindria do pdlen recolhido
pelas abelhas quando coleta o néctar.

Apesar do pouco conhecimento sobre as caracteristicas do material protéico, a

ocorréncia de proteina em mel ¢ utilizada na detec¢do de adulteragdao do produto
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comercial (Crane, 1975). A deteccao de adulteracao ¢ feita com o emprego dos is6topos
estaveis de carbono, onde a proteina ¢ o padrdo interno, segundo Arauco (2000), quando
as diferencas negativas forem maiores que 1% entre a proteina e o mel, a amostra deve
ser considerada adulterada. Dentre os aminoacidos encontrados no mel, a prolina ¢ o

que estd presente em maior quantidade, representando cerca de 50-85% do total.

2.5.10. Enzimas

As enzimas também sdo responsaveis por transformagdes nas suas caracteristicas
fisico-quimicas e nutricionais durante o armazenamento. O mel, no seu processo de
formagdo, contém enzimas proprias das plantas e dos insetos.

Segundo Crane (1987), a adicdo de enzimas, pelas abelhas, ao néctar causa
mudangas quimicas que irdo aumentar a quantidade de agucar (transformagdo de néctar
em mel), o que ndo seria possivel sem essa acdo enzimdtica. As enzimas mais
importantes do mel sdo: a invertase, a diastase (amilase) e a glicose oxidase (Crane,
1985).

A enzima invertase, incorporada ao néctar pela saliva das abelhas transforma 3/4
da sacarose inicial do néctar coletado, nos agucares invertidos glicose e frutose, ao
mesmo tempo em que agucares superiores sdo sintetizados, ndo estando presente no
material vegetal original. Sua a¢do ¢ continua até que o "amadurecimento" total do mel
ocorra (Pereira et al., 2003). Dessa forma, pode-se definir o amadurecimento do mel
como a inversao da sacarose do néctar pela enzima invertase e sua simultinea mudanga
de concentracao.

A enzima invertase ird permanecer no mel conservando sua atividade por algum
tempo, a menos que seja inativada pelo aquecimento, sendo que o contetido da sacarose
do mel nunca chega a zero. Essa inversao de sacarose em glicose e frutose produz uma
solucdo mais concentrada de acgucares, aumentando a resisténcia desse material a
deteriora¢dao por fermentacdo e promovendo assim o armazenamento de um alimento
altamente energético em um espaco minimo (Pereira et al., 2003).

A glicose-oxidase, que em solucdes diluidas ¢ mais ativa (White, 1975), reage
com a glicose formando 4cido gluconico (principal composto 4dcido do mel) e perdxido
de hidrogénio, esse ultimo capaz de proteger o mel contra a decomposi¢dao bacteriana
até que seu conteudo de aglicares esteja alto o suficiente para fazé-lo (Schepartz et al.,

1966; Mendes & Coelho, 1983).
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2.5.11. Atividade Diastasica

Acredita-se que a diastase seja proveniente do papo da abelha (Ammon, 1949;
Rinaudo, 1973), e adicionada ao mel durante sua manipulagcdo, quando a abelha
concentra o néctar coletado, convertendo-o em mel.

A diastase quebra o amido, sendo sua fun¢do na fisiologia da abelha ainda nao
claramente compreendida, podendo estar envolvida com a digestdo do pdlen. Como a
diastase apresenta alto grau de instabilidade em frente as temperaturas elevadas, sua
presenga ou ndo se faz importante na tentativa de detectar possiveis aquecimentos do
mel comercialmente vendido, apesar de que também em temperaturas ambientes ela
pode vir a deteriorar-se quando o armazenamento for prolongado (Pereira et al., 2003).

De acordo com White (1994) alguns méis necessitam de um tempo maior de
manipulagdo, tendo, por isso, quantidades variaveis da enzima nos diferentes tipos de
mel, de acordo com o grau de hidratagdo do néctar. A ocorréncia de grandes diferengas
quantitativas dessa enzima em méis de diferentes origens florais sugere possiveis efeitos
qualitativos do mel na atividade desta enzima, ou a presenca de substancias naturais no

mel, que causam interferéncia na metodologia em uso.

2.5.12. Hidroximetilfurfural (HMF)

O hidroximetilfurfural ¢ um aldeido ciclico que se origina majoritariamente por
desidratacao da frutose em meio acido, processo que esta intimamente ligado ao grau de
envelhecimento ou ao processamento que envolve o aumento de temperatura (Gonzalez,
2000). Este método da suporte a verificagdo do superaquecimento, estocagem
inadequada e adulteragdo com agticar comercial (xarope de milho, de beterraba) tendo o
mel, portanto, valor nutricional alterado e podera ocorrer perda de alguma enzima,
como a glicose oxidase (Melo, 2003). O método recomendado pela legislagdo ¢ um
método quantitativo, onde se utiliza um espectrofotometro nos comprimentos de onda

entre 284 e 336nm (Brasil, 2000).

2.5.13. Cor

A cor ¢ um importante parametro por influenciar na preferéncia do consumidor,

que na maioria das vezes, escolhe o produto apenas pela aparéncia. Tal ¢ a relevancia
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deste parametro que o International Trade Forum (1977) considerou a cor como uma
das caracteristicas do mel que tem particular importancia no mercado internacional.

A cor do mel esta correlacionada com a sua origem floral, processamento e
armazenamento, fatores climaticos durante o fluxo do néctar e a temperatura na qual o
mel amadurece na colméia (Seemann & Neira, 1988).

Segundo Bath & Singh (1999), a propor¢do de frutose, glicose, contetdo de
nitrogénio e aminodacidos livres, a reacdo de substancias polifenodlicas como sais de
ferro, o contetido de minerais e a instabilidade da frutose em solugdo acida, sdo fatores
que determinam a velocidade do escurecimento do mel.

Os méis variam em cor desde tonalidades praticamente incolores a tonalidades
escuras, sendo que esta diferenca ndo ¢ parametro indicador de qualidade apesar de que
no mercado mundial o mel é avaliado por sua cor, ¢ méis claros alcangam precgos
maiores que os escuros. Suas cores podem ser classificadas em: branco d’agua, extra
branca, branco, branco ambar claro, ambar claro, ambar e ambar escuro (Gonzalez,
2002; Crane, 1985; Nogueira et al., 1984).

O armazenamento prolongado, a luz, as possiveis reagdes enzimaticas,
aquecimento e o processo de colheita podem escurecer o mel (Crane, 1985).

Esta mudanc¢a de coloracdo pode ser proveniente de um efeito acumulativo do
aquecimento de pasteurizagdo, ou quando a temperatura ambiente de estocagem for
relativamente alta. A temperatura atua acelerando as rea¢des quimicas dando origem a

pigmentos de cor vermelha (Faria, 1983).

2.5.14. Acido Ascorbico

O é4cido ascorbico, vitamina C, ¢ uma vitamina hidrossoluvel que possui
propriedades acidas e redutoras. Estas caracteristicas se devem a sua estrutura que esta
conjugada com um grupo carbonila em anel de lactona (Tannebaum, 1982).

Pode se apresentar em sua forma de acido L-ascorbico ou em sua forma oxidada,
0 acido dehidro L-ascorbico (ADHA), com a mesma atividade vitaminica. Os méis
possuem baixo teor de acido ascorbico (Wong, 1994).

O 4cido ascorbico € suscetivel a degradagdo devido a diferentes fatores:
influéncia da temperatura, oxigénio, concentracdo de sal e acucar, pH, enzimas,
catalisadores metalicos, aminoacidos, oxidantes ou redutores, dessecacdo e

armazenamento (Pontes, ndo publicado).
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2.5.15. Polifendis Totais

Os compostos polifendlicos sdo um numeroso grupo de substancias que incluem
familia de compostos com estruturas diversas, desde algumas relativamente simples,
como os derivados de 4acidos fenolicos aos de molécula polimérica de alto peso
molecular como os taninos e as ligninas. Muitos compostos fendlicos tém propriedades
captadoras de radicais livres, o que confere a atividade antioxidante que poderia estar
relacionada com a prevencdo de doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer.
Também apresentam atividade antiviral, antiinflamatéria e antialérgica (Bravo et al.,
1994; Middleton & Kandaswami, 1994; Rhodes, 1994; Robards et al., 1999; Martin-
Carron, 2000; Parr & Bolwell, 2000).

A acdo antioxidante dos polifendis pode ser devido a uma combinagao de varias
etapas quimicas, as quais incluem inibi¢do enzimatica, quelacdo metalica e doagdo de
hidrogénio. As estruturas polifendlicas podem interagir fortemente com proteinas
mediante seu anel benzénico hidrofébico e o potencial do hidrogénio do grupo fendlico
hidroxilico (Parr & Bolwell, 2000).

Antioxidantes fendlicos funcionam como seqiiestradores de radicais e algumas
vezes como quelantes de metais (Shahidi et al., 1992), agindo tanto na etapa de
iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os produtos intermedidrios,
formados pela agdo destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis devido a
ressonancia do anel aromatico apresentada por estas substancias (Nawar, 1985). Os
compostos fendlicos e alguns de seus derivados sdo, portanto, eficazes para prevenir a
oxidacao lipidica; entretanto, poucos sdo os permitidos para o uso em alimentos, devido

principalmente a sua toxicidade (Shahidi et al.,1992).

2.5.15.1. Acidos Fendlicos

Os 4cidos fenolicos sdo algumas das substincias que constituem o grupo dos
compostos fenolicos. Caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico ¢ um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula,
conferindo propriedades antioxidantes tanto para os alimentos como para o organismo,
sendo, por isso, indicadas para o tratamento e prevencdo do cancer, doencas
cardiovasculares e outras doengas (Kerry & Abbey, 1997; Bravo, 1998; Ferguson &

Harris, 1999). Os compostos fendlicos englobam desde moléculas simples até outras
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com alto grau de polimerizagdo (Bravo, 1998), que estdo presentes nos vegetais na
forma livre ou ligados a actcares (glicosidios) e proteinas.

Os acidos fenodlicos sdo divididos em trés grupos. O primeiro € composto pelos
acidos benzodicos, que possuem sete atomos de carbono (C6-Cl) e sdo os acidos
fendlicos mais simples encontrados na natureza; suas féormulas gerais e denominagdes

estdo representadas na Figura 4.

Figura 4. Estrutura quimica dos &cidos benzdicos

R1 = OH— Acido Salicilico; R1 = R4 = OH— Acido Gentisico; R3 = OH— Acido p-hidroxibenzoico;
R2 = R3 = OH— Acido Protocatequinico; R2 = OCH3; R3 = OH— Acido Vanilico; R2 = R3 = R4 =
OH— Acido Galico; R2 = R4 = OCH3; R3 = OH— Acido Siringico

O segundo (Figura 5) ¢ formado pelos acidos cindmicos, que possuem nove
atomos de carbono (C6-C3), sendo sete os mais comumente encontrados no reino

vegetal.

SN
VN
%E—< )\ Y~ CH = (§ = cooOH

.\--_ /

Rl = R2 = R3 = R4 = H— Acido cindmico; Rl = OH— Acido o-cumarico; R2 = OH— Acido m-
cumarico; R3 = OH— Acido p-cumarico; R2 = R3 =OH— Acido Caféico; R2 = OCH3; R3 = OH—
Acido fertlico; R2 = R4 =OCH3; R3 = OH— Acido Sinépico.

R, -~

Figura 5. Estrutura quimica dos principais acidos cinamicos

As cumarinas (Figura 6) sdo derivadas do &cido cinamico por ciclizagdo da

cadeia lateral do acido 0-cumarico.
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Figura 6. Estrutura quimica das cumarinas
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Os acidos fenolicos, além de se apresentarem sob sua forma natural, podem
também se ligar entre si ou com outros compostos. A combinagdo mais importante
destes acidos ocorre com o acido caféico, o qual, associado a um alcool-acido ciclico,

denominado acido quinico, origina o acido clorogénico.

2.5.15.2. Flavondides

Os flavonoéides (Figura 7) possuem uma estrutura basica formada por C6-C3-C6,
sendo os compostos mais diversificados do reino vegetal. Neste grupo encontram-se as
antocianidinas, flavonas, flavonois e, com menor freqiiéncia, as auronas, calconas e
isoflavonas, dependendo do lugar, nimero e combina¢do dos grupamentos participantes

da molécula.

OH OH
OH
’/,-':‘ R OH
HO 0 '\._) HO 0 | =
O "0
= L
OH OH
OH O OH O

Miricetina Quercetina

Figura 7. Estrutura quimica dos flavonoéides miricetina e quercetina

2.5.16. Cromatografia Liquida (HPLC)

A cromatografia ¢ conceituada como um método fisico-quimico de separacao,
em que os constituintes de uma determinada amostra sdo particionados nas fases
imisciveis: estacionaria (liquido ou so6lido) e mével (liquido ou gas). A grande variedade
de combinagdes entre fases moveis e estacionarias a torna uma técnica extremamente
versatil e de grande aplicagdo. (Ciola, 2003).

O grande avanco na cromatografia em coluna foi o desenvolvimento e a
utilizagdo de suportes com particulas diminutas responsaveis pela alta eficiéncia
(HPLC), as quais tornam necessario o uso de bombas de alta pressdo para a eluicdo da
fase movel, devido a sua baixa permeabilidade. A versatilidade desta técnica reside no
grande numero de fases estacionarias existentes, as quais possibilitam analises e

separagdes de uma ampla gama de compostos com alta eficiéncia (Degani et al., 1998).
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A HPLC (do inglés- High Pressure Liquid Chromatography) ¢ uma técnica de
ultra-microanalise podendo quantificar massas de componentes inferiores a 10™'* g que

dependera da substancia e do detector empregado (Ciola, 2003).

2.5.17. Atividade Antioxidante

O mel ¢ um alimento que possui uma enorme quantidade de nutrientes
indispensaveis para a vida como sais minerais, aglcares, etc. Hoje em dia, véarios
estudos epidemioldgicos estdo relacionados com a ingestdo de uma dieta rica em
alimentos que possuem as caracteristicas do mel como as de origem vegetal, com
menores predisposi¢des para doencas degenerativas e cardiovasculares (Steinmetz &
Potter, 1996; Stewart et al., 1996; Tibble, 1996; Slaterry et al., 2000).

A atividade antioxidante possui a capacidade de interferir na agdo oxidativa dos
radicais livres, tais como os radicais de oxigénio (superoxido, hidroxila, peroxila,
oxigénio singleto), nitrogénio e radicais organicos (hidroperoxidos lipidicos, etc.)
(Stewart et al., 1996).

Os constituintes que estdo relacionados a esta atividade protetora destacam-se os
carotenoides, os polifenois e vitamina C (4cido ascorbico).

Os antioxidantes sdo capazes de inibir a oxidagdo de diversos substratos, de
moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos, por meio de dois
mecanismos: o primeiro envolve a inibicdo da formagdo de radicais livres que
possibilitam a etapa de iniciacdo; o segundo abrange a eliminacdo de radicais
importantes na etapa de propagacao, através da doagdo de atomos de hidrogénio a estas
moléculas, interrompendo a reagdo em cadeia (Namiki, 1990; Simic & Javanovic,

1994).

2.5.18. Analise Estatistica Multivariada

Os métodos estatisticos multivariados consideram as amostras e as varidveis em
seu conjunto, permitindo extrair informagdes complementares que a analise univariada
ndo consegue evidenciar. Um dos objetivos na utilizagdo da andlise multivariada ¢
reduzir a representacdo dimensional dos dados, organizando-os em uma estrutura que

facilita a visualizacao de todo o conjunto de dados (Moura et al., 2006).
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As duas técnicas de andlise multivariada mais conhecidas sdo as andlises de
agrupamento hierarquico (HCA) e a analise de componentes principais (PCA). A PCA
e a HCA s3o metodologias exploratdrias que visam evidenciar similaridades ou
diferengas entre amostras em um determinado conjunto de dados. Desse modo, tornam-
se perfeitamente aplicaveis em experimentos de rastreabilidade (Sousa, et al., 2006).

A andlise de componentes principais (PCA) ¢ um método de analise
multivariada utilizado para projetar dados n-dimensionais em um espaco de menor
dimensao, ou seja as informagdes contidas no espago de dimensdo n sdo comprimidas
por combinagdes lineares das varidveis originais a um espago geralmente de ordem 2 ou
3 (Ferreira, et al., 2002). A PCA ¢ um método exploratorio porque auxilia na elaboragao
de hipoteses gerais a partir dos dados coletados. Em uma anélise de componentes
principais, o agrupamento das amostras define a estrutura dos dados pela constru¢do
graficos de scores e loadings, cujos eixos sdo componentes principais (PCs) nos quais
os dados sdo projetados (Panero & Silva, 2008; Correia & Ferreira, 2007). Os scores
fornecem a composi¢ao das PCs em relag@o as amostras, enquanto os loadings fornecem
essa mesma composi¢do em relacdo as variaveis. O estudo conjunto de scores e loadings
permite ainda estimar a influéncia de cada varidvel em cada amostra (Panero et al.,
2006).

A andlise de agrupamento hierarquico (HCA) é um processo hierarquico no
qual, em cada passo a matriz de dados ¢ diminuida em uma dimensao, pela reunido de
pares semelhantes, até a reunido de todos os pontos em um unico grupo (Panero &
Silva, 2008; Correia & Ferreira, 2007). O objetivo da HCA ¢ exibir os dados em um
espaco bidimensional de maneira a enfatizar os seus agrupamentos e padroes naturais. A
distancia entre os pontos (amostras ou variaveis) reflete a similaridade de suas
propriedades, sendo util para determinar a semelhanca entre amostras. O método
relaciona as amostras de forma que as mais semelhantes sdo agrupadas entre si. Os
resultados sdo apresentados na forma de um dendrograma que agrupa amostras ou

variaveis em funcao da similaridade (Panero et al., 2006; Sharaf & Kowalski, 1986).
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3. METODOLOGIA

3.1. Obtencéo das Amostras

Foram utilizados méis de abelhas M. flavolineata (urugu-amarela), M. fasciculata
(urugu-cinzenta) e de A. mellifera (africanizada), colhidos de setembro a dezembro de
2008, provenientes de municipios do nordeste do Estado do Para.

As amostras foram coletadas de colméias racionais (Figura 8) conforme modelo
recomendado pela Embrapa (Venturieri, 2004). Este sistema de criagdo em caixas
racionais facilita a coleta do mel, tornando-a mais rapida, higiénica e causando poucos

disturbios a colonia (Venturieri et al., 2007).

orificios de ventilagao superiores
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Figura 8. Vista interna de caixa racional para criacdo de abelhas indigenas sem ferréo
(Venturieri, 2004).
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Os méis foram coletados de potes fechados, com o auxilio de seringas e potes de
vidro de 500 mL previamente esterilizados (Figura 9).

As amostras foram transferidas para frascos plasticos, ou de vidros, esterilizados de
500 mL. Apos a coleta dos méis, sempre que possivel, as amostras foram mantidas sob
refrigeracdo em geladeira doméstica (aproximadamente 4°C), at¢ o momento das

analises.

Figura 9. Coleta de mel em caixa racional
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3.2. Locais de estudo

As amostras de mel foram coletadas de municipios da mesorregido do nordeste
paraense (Figura 10). Esta regido apresenta grande diversidade de solo e espécies
botanicas, com a presenga de campos aluviais fliivio-marinhos, vegetacao de mangue e
floresta secundaria (capoeiras em varios estagios), os municipios do estudo foram estdo
nas microrregides Bragantina (Tracuateua e Nova Timboteua), do Salgado (S@o Jodo de

Pirabas e Vigia) e Guama(Sao Miguel do Guama).

MESORREGIAO DO NORDESTE PARAENSE
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Figura 10. Mapa da mesorregido do nordeste paraense; FONTE: Google Earth.

Segundo Venturieri (2008), esta regido apresenta diferentes gradientes de vegetacao
secundaria e dareas agricolas, especialmente ocupadas por culturas agricolas de
subsisténcia. Devido ao crescente aumento das taxas de desmatamento na Amazonia,
diversos setores da sociedade civil e do governo brasileiro tém se preocupado com a
busca de alternativas para o desmatamento e o conseqiiente uso sustentavel de recursos
naturais amazonicos.

A meliponicultura mostra-se como uma excelente alternativa podendo enquadrar-se
perfeitamente nos preceitos de uso sustentavel dos recursos naturais, sem necessidade

de remocao da cobertura vegetal nativa.
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3.3. Procedimentos Analiticos

As andlises foram realizadas em triplicata a cada coleta, para a avaliacdo das
caracteristicas fisico-quimicas, perfil cromatografico ¢ o estudo da atividade

antioxidante dos méis dessas espécies sem prévio tratamento.

3.3.1. pH
Foi realizado com auxilio de pHmetro digital QUIMIS, modelo SC09, seguindo
a metodologia de Brasil (2000).

3.3.2. Acidez Total

A acidez livre foi determinada de acordo com o método n°® 962.19 da A.0.A.C
(1997), que se baseia na titulagdo de 5 g amostra, com solu¢ao de NaOH 0,IN, até
atingir o pH = 8,3 utilizando pHmetro digital QUIMIS, modelo SC09, cujo método ¢
recomendado pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Mel (Brasil,

2000).

3.3.3. Umidade

A umidade dos méis foi determinada por refratometria, segundo o Método n°.
969.38b (A.0.A.C, 1997) recomendado como metodologia oficial do Ministério da
Agricultura e do Abastecimento (Brasil, 2000). O principio deste método consiste na
determinagdo do indice de refragdo do mel a 20 °C, que ¢ convertido para o contetido de
umidade através de uma tabela de referéncia a qual, por sua vez, fornece a concentragao

como uma funcao do indice de refracao.
3.3.4. Residuo Mineral Fixo
Da incineracdo de 2 g das amostras em mufla aquecida a 600 °C por 5h,

determinou-se a quantidade de cinzas nos méis (C.A.C, 1990), conforme método

recomendado pelo Ministério da Agricultura e do Abastecimento (Brasil, 2000).
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3.3.5. Solidos Soluveis

O método utilizado foi por refratometria a 20 0C, onde 1 gota do mel foi
colocada no prisma do refratdbmetro manual ATAGO modelo 9419 e feita a leitura,

conforme recomendado pelo ministério da agricultura (Brasil, 2000).
3.3.6. Acucares Redutores

Foi preparada uma solucdo de mel a 20% retirou-se aliquota de 2 mL e aferiu-se
pra 100 mL, com agua destilada. Esta solugdo foi titulada contendo 5 mL de solugdo de
Fehling A (34,65 g de sulfato de cobre para preparo de 500 ml de solu¢do), 5 mL de
solugdo de Fehling B (173 g de sal de Rochelle (tartarato de sédio e potassio) + 125 g
de KOH em 4gua até 500 mL.), 20 mL de agua e uma gota de solucdo de azul de
metileno a 1% como indicador utilizando determinador de agucares redutores, modelo

TE-0861, segundo Instituto Adolfo Lutz (1985), adaptado por Ozela (2001).
3.3.7. Acucares Totais

Foi preparada uma solucdo de mel a 20% retirou-se aliquota de 2 mL em baldo
de 100 mL adicionou-se 40 mL de dgua destilada e 1 mL de HCIl concentrado (12
mol/L). Esta solu¢do foi colocada em banho-maria por 25 minutos, neutralizou-se a
solugdo com carbonato de sodio e aferiu-se com adgua destilada. Esta solugao foi titulada
contendo 5 mL de solugcdo de Fehling A (34,65 g de sulfato de cobre para preparo de
500 ml de solugdo), 5 mL de solucdao de Fehling B (173 g de sal de Rochelle (tartarato
de sodio e potéssio) + 125 g de KOH em 4gua até 500 ml.), 20 mL de agua e uma gota
de solugdo 1% de azul de metileno como indicador utilizando determinador de agucares
redutores, modelo TE-0861, segundo Instituto Adolfo Lutz, (1985), adaptado por Ozela
(2001).

24



3.3.8. Sacarose

O teor de sacarose foi calculado através da seguinte equagdo: % de sacarose =
(% A.T- % A.R) . 0,95, segundo Instituto Adolfo Lutz, (1985), adaptado por Ozela
(2001). Onde: A.T- agucares totais; A.R- aglicares redutores.

3.3.9. Proteina

Segundo o método n°. 920.152 da A.O.A.C. (1997), determinou-se o teor de
proteina em méis. Pesou-se aproximadamente 0,2 g da amostra no tubo. Adicionou-se 2
g de catalisador (200 g sulfato de potéssio e 20 g sulfato de cobre) e 5 ml de acido
sulfurico concentrado. Colocou-se para digerir primeiramente a 100 °C/ 2h e aumentou-
se 50 °C a cada meia hora até alcangar a temperatura de 350 °C. A amostra foi digerida
em 350 °C até o clareamento do conteudo. O tubo esfriou e adicionaram-se 10 ml de
agua destilada. Destilou-se em Destilador TECNAL, modelo TE-036/1, adicionando
cerca de 18 ml de NaOH (50%) e recebendo o destilado em um erlenmeyer contendo 25
ml de acido boérico 2% e indicador. Titulou-se a solugdo com HCI 0,02N até uma

coloracao laranja-avermelhada.

3.3.10. Atividade Diastésica

Foi determinada pelo método de Shade e modificado por Whitee Hadon,
segundo C.A.C (1990), cujo resultado foi expresso em mL de solucdo de amido a 1%
hidrolisado pela enzima em 1 g de mel, em 1 h. Este método ¢ recomendado também
pelo Ministério da Agricultura e do Abastecimento (BRASIL, 2000).

Para a padronizagao do amido foi pipetado 5 mL de solugdo de amido (8,8 g de
iodo ressublimado, 22 g de iodeto de potéassio e 100 mL de agua) para um frasco
contendo 10 mL de dgua. Desta solugdo, foi retirado 1 mL e colocado em erlenmeyer
contendo 10 mL de solugdo iodo padrao 0,0007N (20 g de iodeto de potassio + 5 mL de
solugdo de amido + 500 ml de 4gua). Misturou-se ¢ determinou-se o volume de agua
necessario para a diluicdo padrao da preparagao do amido, para se obter uma leitura de
absorbancia de 0, 760 a 660 nm.

Determinagao: foi pesado 10 g de mel e adicionado 5 ml de solucdo tampao de
acetato (87 g de acetato de sddio tri-hidratado + 10,5 ml de 4cido acético + 500 mL de

agua) e 20 mL de agua destilada, dissolveu-se a frio e obteve-se a solugdo A. em balao
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de 50 mL, foi adicionado 3 mL de cloreto de s6dio 0,5M ¢ a solucao A, aferiu-se com
agua destilada e originou-se a solugdo B. Pipetou-se 10 mL da solu¢do B para um tubo
de ensaio que foi colocado em banho-maria a 40 °C +/- 2 °C, junto com um frasco de
solugdo de amido. Apods 15 minutos pipetou-se S mL da solucdo de amido para a
solucdo de mel, agitou-se e ligou-se o crondometro. Em intervalos de 5 minutos,
aliquotas de 1 mL foram removidas e adicionadas em frascos graduados, juntamente
com 10 mL de solucdio de iodo 0,0007N. Misturou-se com o volume de agua
determinado na padronizagdo do amido. A absorbancia foi lida a 660 nm e anotou-se o

tempo decorrido até obter um valor de absorbancia menor que 0,235.

3.3.11. Hidroximetilfurfural

Foi determinado através do método quantitativo, que consiste na verificagdo do
HMEF, utilizando-se método espectrofotométrico a 284 e 336 nm, conforme o método n°.
980.23 (AOAC, 1997) recomendado pela Instru¢do Normativa do Ministério da
Agricultura e do Abastecimento (Brasil, 2000). Pesou-se 5 g da amostra e adicionou-se
25 mL de agua e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL. Posteriormente foi
adicionado 0,5 mL de solucao de Carrez 1 (15 g K4Fe(CN)e. 3 HO + 100 mL de H,O) e
0,5 mL de solucdo de Carrez 2 (30 g de Zn(OAc),. 2 H,O + 100 mL de H;0) e
misturou-se. A amostra foi filtrada e os primeiros 10 mL descartados. Pipetou-se 5 mL
do filtrado em dois tubos de ensaio. No primeiro tubo adicionou-se 5 mL de dgua e no
segundo 5 mL de bissulfito de sodio (0,2%), como referéncia. Foi medida a absorbancia

da amostra, utilizando espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 284 e 336 nm.

3.3.12. Cor

A classificacdo de cor dos méis foi realizada em espectrofotometro SHIMADZU
modelo UV-160A a 560 nm em célula de 1 cm e usando-se como branco, a glicerina
pura (Vidal & Fregosi, 1984). Os dados obtidos no espectrofotometro foram

transformados em cor usando-se a Escala de Cores de Pfund (  Tabela 2).
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Tabela 2. Escala de Pfund

Coloracéo Absorbancia
Branco d’agua Até de 0,030
Extra branco Mais 0,030 a 0,060
Branco Mais 0,060 a 0,120
Extra ambar claro Mais 0,120 a 0,188
Ambar claro Mais 0,188 a 0,440
Ambar Mais 0,440 a 0,945
Ambar escuro Mais de 0,945

3.3.13. Acido Ascorbico

Foi determinada através do método proposto por Strohecker & Henning para
quantifica¢do de vitaminas e utilizado por Brasil (2000) para polpas de fruta.

Para a padronizacdo da solu¢do Tillman tomou-se 5 ml da solugdo de AA (50
pg/ ml) em Erlenmeyer de 125 ml e completou-se até aproximadamente 50 ml com agua
destilada, e logo apos titulou-se com a solugdo de Tillman, até o ponto de viragem,
roseo claro persistente por 15 segundos. Para a determinacdo de &cido ascorbico na
amostra, tomou-se 25 ml da solucdo de mel a 20%, em Erlenmeyer de 125 ml, e
completou-se até 50 ml, em seguida foi titulado com solucdo de Tillman (DFI - 2,6

diclorofenolindofenol 0,2%), até o ponto de viragem.
3.3.14. Polifendis Totais

O indice de polifendis totais foi determinado pelo método de Folin & Ciocalteu
modificado por Singleton & Rossi, 1965, no qual a mistura dos acidos fosfowolframico
e fosfomolibdico em meio basico se reduz ao oxidar os compostos fendlicos, originando

oxidos azuis de wolframio (W8023) e molibdeno (M08023). 125 pL de reagente fenolico

de Folin-Ciocalteu 1 N foi adicionado em 625 pL da amostra, previamente diluida em

solu¢do de metanol 20%. Finalmente, 250 puL de solugdo de Na2C03 (75 g/ L) foram

adicionados. A leitura foi apds 30 min. a 735 nm. Os resultados foram expressos em mg

de 4cido galico em 100 g de mel.
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3.3.15. Isolamento de marcadores quimicos por HPLC-UV

Para determinacdo do perfil dos flavonoides e acidos fendlicos, foi feita
comparagdo direta do perfil cromatografico fenolico, obtido por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC - Varian). Todos os padrdes e as amostras foram analisados

utilizando detector UV-vis (Varian) em comprimento de onda de 290 nm.

3.3.15.1. Padroes

Os padroes utilizados neste trabalho foram os acidos fenolicos: acido galico
(3.,4,5-trihidroxibenzoico), 4acido cafeico, acido ferulico (&cido 4-hidroxi-3-
metoxicinamico), acido o-cumarico (4cido 2-hidroxicindmico), m-cumadrico (acido 3-
hidroxicindmico) e p-cumarico (4cido 4- hidroxicinamico), acido o-metoxicinamico
(acido 2-metoxicindmico), acido trans-cindmico e acido vanilico (acido 4-hidroxi-3-
metoxibenzoico) e os flavonodides: quercetina (3,3,4,5,7-pentahidroxiflavona) e
miricetina ((3,3,4,5,5,7-hexahidroxiflavona), pois ja sdo considerados possiveis
marcadores quimicos e alguns deles com propriedades antioxidantes. Esses padroes
foram preparados com metanol em grau espectroscopico (Merk) como padroes

individuais € como misturas.

3.3.15.2. Extracdo de compostos fenolicos em méis usando SPE

Para a identificacdo de acidos fenolicos e flavonoides no mel a remocao
preliminar de agucares deve ser executada. Para o isolamento dos compostos fendlicos
foi feito um estudo preliminar. Michalkiewicz et al. (2008) compararam a recuperagao
de 4cidos fendlicos e flavonodides em cartuchos SPE com trés adsorventes diferentes
(Figura 11). A escolha do adsorvente Strata X foi feita por ser bom adsorvente tanto na

recuperagdo de acidos fendlicos quanto na recuperagdo de flavonoides.
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Figura 11 Teste de recuperacdo de compostos fendlicos em diferentes adsorventes
Michalkiewicz et al. (2008)

A extragdo dos acidos fenolicos foi feita de acordo com o método descrito por
Michalkiewiczs e colaboradores (2008).

De acordo com a Figura 12, cerca de 20 g de mel foi misturado em 50 ml de agua
ultra pura, ajustada a pH = 2,0 com HCI 12 mol/ L concentrado. A amostra fluida foi
filtrada em algoddo para eliminagdo de particulas em suspensdo. O filtrado foi passado
em SPE (Stracta-X). A fragdo fendlica adsorvida foi entdo eluida com metanol grau
HPLC (50 mL). Apds a obtengdo do extrato metanolico, este foi concentrado em rota-
vapor até volume de 5 mL a 40 °C, o concentrado foi filtrado em membrana 0,45 pm

(phenomenex) e condicionado em ependofs na geladeira até o momento da analise.

50 mL dgua
ultrapura

Eluigdo em
MeOH
(HPLC)

Filtragdo em Extragdo em
algoddo SPE

Filtragdo em
mmd Mmembrana de [
nylon (0,45 pm)

Concentragdo Refrigeragdo

do extrato até andlise

Figura 12. Fluxograma do método de extracéo de acidos fendlicos
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3.3.15.3. Condig6es cromatograficas para RP-HPLC

A separagdo das substancias fenolicas foi realizada em coluna de RP- C-18
(Kromasil 100-5 250 mm x 4,6 mm), usando como fase mével dgua: acido acético (99:
1, fase A) e metanol: acetonitrila: acido acético (59: 40: 1, fase B) em uma taxa
constante de velocidade de fluxo de 0.5 mL.min.”, com gradiente de eluigdo: 0 min.-
22% B; 15 min.- 30% B; 17 min.- 40% B; 30 min.- 60% B; 38 min.- 30% B; 50 min.-
22% B; e modo isocratico com 22% B até 60 min. A estacdo de trabalho do aparelho
permitiu a aquisi¢do dos espectros de UV dos componentes analisados para serem
comparados aos espectros dos padrdes auténticos, permitindo assim sua identificagdo. O
volume de injecdo para os padrdes e amostras de méis e polen foi de 20 pl. O
monitoramento dos cromatogramas foi realizado a 290 nm, visto que a maioria dos
acidos fendlicos e flavondides encontrados nos méis e pdlen mostra suas absor¢des
maximas no UV, proximos a esses comprimentos de onda (Martos et al., 1997). As
analises para cada amostra de mel foi realizada em triplicata e os resultados tratados
estatisticamente. A determinacdo quantitativa dos derivados fendlicos foi realizada por
sua absorbancia nos cromatogramas obtidos por HPLC contra seus padrdes a 290 nm.
Este critério para identificacdo e quantificacdo dos derivados fendlicos usando anélise
por HPLC foi estabelecido pelos picos das substancias no perfil de HPLC que foram
identificados por seus espectros correspondentes em nivel de 90% ou acima, com os

espectros de seus padrdes externos, através de curva de calibragao.

3.3.15.4. Otimizacao das condicGes cromatogréaficas para RP-HPLC

A melhor maneira de alcancar boa seletividade no resultado da separacdo ¢ a
varia¢do no valor do pH e da concentracdo do modificador organico na fase movel.

A natureza do estudo de compostos fenolicos requer o uso de fase mével 4cida
para uma satisfatoria separagdo e resolugdo dos picos. Sdo normalmente utilizados o
acido formico (Yoa et al., 2005), acido acético (Weston et al., 2000) ou tampao fosfato
(Dimitrova et al., 2006). Para este estudo foi escolhido acido acético por possuir pH
baixo suficiente para garantir boas condi¢des de separacdo, especialmente para o acido
galico, que ¢ o composto mais hidrofilico. O metanol foi escolhido como modificador
organico. Segundo Michalkiewicz et al. (2008), com o aumento do conteudo de

modificador organico, ha diminui¢ao dos fatores de retengdao dos compostos fenolicos.
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Diferentes propor¢des de metanol: acetonitrila: acido acético foram testadas (90:
9: 1 até 59 :40 :1), de modo a produzir uma boa separagao do analito no extrato bruto. O
comprimento de onda do detector foi fixado em 290 nm e o tempo de retengdo e o
espectro no UV do pico do analito foi comparado com os tempos de retengao obtidos
dos padrdes nas mesmas condigoes.

O gradiente de eluicdo (Tabela 3) foi testado até melhor resolucdo e separagao

dos picos.

Tabela 3. Gradiente de eluicdo para separacao de compostos fenolicos e méis

Tempo (min) Sol.B (%)

0 22
15 30
17 40
30 60
38 30
50 22
60 22

3.3.16. Atividade Antioxidante

Para a determinagdo da atividade antioxidante foi utilizado solu¢do metandlica
0,3 mM de DPPH (2,2—difenilpicrilhidrazila).

Na presenga de um antioxidante (Figura 13), a colorag@o purpura do DPPH decai,
e a mudanca de absorbancia pode ser lida espectrofotometricamente. Foram preparadas
solugdes estoque dos méis (100 mg/ mL) e dos padrdes (vitamina C e Trolox) em
metanol, as quais foram diluidas em diversas concentracdes e aplicadas em cubetas,
juntamente com a solu¢do metanolica do DPPH. Apds 30 minutos de repouso no escuro,
a determinagdo foi feita em espectrofotometro UV/vis. a 517 nm. Foram realizados dois
ensaios independentes, todos em triplicata. O percentual antioxidante foi calculado a
partir da equacdo: %AA = 100 [(absorbancia média da amostra — absorbancia média do
branco)/ absorbancia média do controle x 100], onde a amostra corresponde aos extratos
com DPPH, o branco ao extrato sesm DPPH ¢ controle a solu¢do metandlica de DPPH.

A atividade antioxidante foi expressa em valores de concentracdo efetiva em 50% do
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total do efeito (CEs), através do grafico que relaciona o percentual de atividade com a

concentragdo da substancia ensaiada.
Q -
—_— H—N M, .
+mel —— {/—\g + mel oxidado

Agente Oxidante  Ag. Redutor

Figura 13. Reacdo de DPPH em mel

O modelo para avaliagdo da atividade antioxidante utilizando DPPH"® ¢ baseado na
capacidade do radical livre estavel 2,2—difenilpicrilhidrazila em reagir com substancias
doadoras de H (DPPH® + [AH], — DPPH-H + [A*],), incluindo compostos fendlicos
(Roginsky & Lissi, 2005), sendo um método amplamente utilizado e relativamente
rapido quando comparado a outras técnicas (Sdnchez-Moreno et al., 1998; Mensor et al.,
2001). O consumo de DPPH" ¢, um indice para estimar a capacidade antioxidante na

captura de radicais livres presentes no meio.
3.3.17. Analise Estatistica Multivariada

Os dados obtidos foram avaliados com auxilio do programa estatistico S.A.S.
(1990), utilizou-se o software MINITAB 14, para andlises quimiométricas
multivariadas.

As Analises de Componentes Principais (PCA) e Agrupamento Hierdrquico
(AHC) foram aplicados para analisar as interrelagdes entre a composicdo fisica e
quimica dos respectivos méis.

Para AHC, a distancia Euclidiana foi utilizada para medir a similaridade entre as
amostras ¢ o método Ward's foi usado como um algoritmo de aglomeragao. As duas
analises de ordenacdo foram realizadas nas composi¢des fisico-quimicas dos méis de
todas as espécies utilizando MINITAB 14. Este programa foi também utilizado para
calcular as duas freqii€ncias histogramas e teste de normalizagdo. As amostras de mel
foram submetidas as analises de PCA e AHC a fim de identificar as espécies que podem

se diferenciar em detrimento da composi¢ao quimica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Caracterizacdo fisico-quimica de méis de Apis mellifera, Melipona

flavolineata e Melipona fasciculata.

4.1.1. pH

Os valores médios de pH nos méis analisados ndo sofreram grandes variagdes ( Os

resultados da analise de pH dos méis “in natura”coletados pelas espécies A. mellifera e
meliponineos, de municipios do Estado do Para, sdo apresentados na Tabela 4. Os
resultados desta tabela serdo discutidos em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas dos

méis entre espécies e entre regides.

Tabela 4) estando dentro da faixa estabelecida para mel que varia de 3,3 a 4,6.
(BRASIL, 2000).

Os resultados da analise de pH dos méis “in natura”coletados pelas espécies A.
mellifera e meliponineos, de municipios do Estado do Para, sdo apresentados na Tabela
4. Os resultados desta tabela serdao discutidos em relacdo as caracteristicas fisico-

quimicas dos méis entre espécies e entre regides.

Tabela 4. Valores de pH encontrados para méis “in natura” das espécies A. mellifera, M.
flavolineata e M. fasciculata

pH M (SD)

Espécie Legislacédo

Localidade | A. mellifera | M. flavolineata | M. fasciculata Brasileira
Tracuateua 3,45%(£0,01) | 3,69°(+0,19) 4,27°(+0,01)
Sao Jodo de Pirabas 3,62°(£0,01) 3,62°(+0,01) 3,627 (+0,01)
Nova Timboteua 3,01°(+0,01) | 3,87°(0,02) 3,35% (+0,01) Nao define
Sao Miguel do Guama 3,33%(+0,01) - 2,99° (+0,04)
Vigia 3,35%(+0,01) 3,797 (+0,01) ---

M: média; SD: desvio padrao;

---: ndo analisados

Letras verticais iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Os méis de Apis mellifera das cinco regides tiveram valor médio de 3,35. Os
valores de pH para méis de meliponineo “in natura” variaram de 2,99 a 4,3 sendo que
M. flavolineata obteve valor médio de 3,74 + 0,01 e M fasciculata teve valor médio de
3,56 + 0,02, valores semelhantes ao encontrado para mel de A. mellifera (Figura 14).

A Figura abaixo mostra os valores de pH em méis das espécies A. mellifera, M.

flavolineata e M. fasciculata.

e | | | |
S.J. Pirabas
(7]
(] -
=
2  N.Timboteua i A. mellifera
M
(8] .
9 . H M. flavolineata
5.M.Guam m:r M. asciculat
Vigia
T T T I’ II
0 1 2 3 4 5

Figura 14. Valores de pH dos méis das espécies A. mellifera, M. flavolineata e M.
fasciculata

Azeredo et al. (2002), encontraram para o mel de A. mellifera, de diferentes
origens florais, valores de pH entre 3,1 a 4,05. Anacleto e Marchin (2004) encontraram
para méis do cerrado paulista da espécie A. mellifera pH entre 3,27 ¢ 4,45. Estes valores
foram semelhantes aos encontrados no presente trabalho. Silveira et al. (2003),
analisando amostras de méis de A. mellifera da Bahia, encontraram valores de pH entre
3,17 e 5,08. Bogéa et al. (2001), para méis de A. mellifera do Estado do Maranhdo
encontraram valores variando de 2,96 a 4,23. Silva (2006) encontrou para méis de A.
mellifera “in natura” do nordeste paraense um valor médio de 4,2.

Souza et al. (2004), descrevem que o baixo valor de pH ¢ fator potencial para o
desenvolvimento microbiano. Normalmente, o pH dos méis ¢ baixo, sendo que méis
com origem botanica definida, possuem caracteristicas distintas de pH (Pamplona,
1989). O valor de pH do mel pode ser influenciado pelo pH do néctar, solo ou
associacdo de vegetais para composicdo do mel (Crane, 1985; Azeredo et al., 2000).

Substancias mandibulares da abelha acrescidas ao néctar quando do transporte até a
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colméia também podem alterar o pH do mel (Evangelista-Rodrigues et al., 2003). O pH
do mel ¢ importante por influenciar na velocidade de formac¢do do HMF (Souza &
Bazlen, 1998).

Silva (2006) obteve valores de pH variando de 3,6 a 3,8 para méis do nordeste
do Estado do Pard. Resultados semelhantes foram encontrados por Souza (2003), que
obteve valores variando de 3,1 a 3,4 e Almeida (2002), que encontrou valores ente 3,6 e
3,8 para méis de M. asilvai. Resultados semelhantes foram obtidos por este trabalho. O
valor médio de pH obtido por Alves et al. (2005) foi 3,27 com variagdo entre 3,16 e
3,54. O pH encontrado para o mel de M. scutellaris foi 3,15 (Marchini et al., 1998).

4.1.2. Acidez Total

Os resultados da analise de acidez dos méis “in natura” coletados pelas espécies
A. mellifera e meliponineos, de municipios do nordeste paraense, sdo apresentados na
Tabela 5. Os resultados desta tabela serao discutidos em relagdo as caracteristicas fisico-

quimicas dos méis entre espécies e entre regides.

Tabela 5. Valores de acidez encontrados para méis “in natura” das espécies A. mellifera,
M. flavolineata e M. fasciculata

Acidez meg/kg

Espécie Legislacao

Localidade A. mellifera M. M. fasciculata Brasileira
flavolineata

Tracuateua 73,17°(+0,01) | 44,98°(+0,68) | 15,52%(1,08)

Sdo Jodo de Pirabas 74,62°(+0,28) | 34,06%(3,05) 20,20°(2,06)

Nova Timboteua 71,04°(+0,51) | 47,73°(1,92) 45,51°(0,95) | Max. 50 meq/ Kg

Sao Miguel do Guaméa | 66,56%(+0,23) 67,81°(1,89)

Vigia 76,37°(+0,48) | 35,53°(0,93)

M: média; SD: desvio padréo;

---: ndo analisados

Letras verticais iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O valor médio de acidez no mel de A. mellifera foi 72,35 + 0,3 meq/kg com
variagdo de 66,23 meq/kg para méis do municipio de Sdo Miguel do Guama a 76,58

meq/kg para méis do municipio de Vigia, estando muito acima da faixa estabelecida

35



para mel que permite o maximo de 50 meq/kg e estando acima dos valores encontrados
na literatura supracitada. Este aumento significativo pode ser o elevado teor de 4cidos
organicos causados pelas diferentes fontes de néctar e pela acdo da enzima glicose
oxidase responsaveis pela producao de acido gluconico no mel (Nogueira-Neto, 1997;
Rodrigues-Evangelista et al., 2003).

Os valores da acidez para as amostras de meliponineos analisados variaram entre
68,02 meq/kg e 15,13 meq/kg, sendo que para os méis de M. flavolineata nao houve
variagdo significativa com valor médio de 40,57 £ 1,64 meq/kg. Entretanto para méis
M. fasciculata houve grande variagdo em relagao aos locais de coleta. Os méis coletados
em Tracuateua e Sao Jodo de Pirabas obtiveram os menores percentuais comparado as
demais localidades com valor médio de 15,52 + 1,08 meq/kg e 20,20 meq/kg
respectivamente. Por outro lado, os méis coletados em Nova Timboteua e Sao Miguel
do Guama apresentaram os maiores percentuais 45,51 = 2,06 meq/kg ¢ 67,81 £ 1,89
meq/kg, respectivamente. Neste estudo, o mel de A. mellifera foi mais acido que os
méis de meliponineo (Figura 15). Contudo, esta relacdo ndo corresponde aos resultados
obtidos na literatura supracitada, sendo os méis de meliponineo, em sua maioria, mais
acidos que o mel de abelha com ferrao.

A figura abaixo mostra os valores de acidez em méis das espécies A. mellifera,

M. flavolineata e M. fasciculata de cinco regides do nordeste paraense.

Tracuateua #
S.J. Pirabas ?
N Timboteua m—' A meliers

7 H M. flavolineata
.M Guams =;=F M. fasciculat

Vigia

Localidades

0 20 40 60 80

Acidez meq/kg

Figura 15. Valores de acidez (meq/ kg) dos méis das espécies A. mellifera, M. flavolineata e
M. fasciculata
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Pamplona (1989) descreve que o acido gluconico, formado através da glicose
pela enzima glicose oxidase, tende sempre a aumentar, mesmo durante o
armazenamento do mel, pois esta enzima permanece em atividade no mel mesmo apds o
seu processamento.

Bogéa et al. (2001), encontraram para méis de A. mellifera do Estado do
Maranhdo valores até 67,94 meq/kg. Um valor semelhante foi encontrado por este
trabalho. Anacleto e Marchin (2004) obtiveram valores variando de 6,0 a 46,0 meq/kg
com média de 21,47 meq/kg. Campos (1998) analisando amostras de méis brasileiros
encontrou valores variando de 8,2 a 50,0 meq/kg. Marchini (2001) em analises de méis
de diferentes municipios de Sdo Paulo encontrou valores médios de 30,1 e 33,8 meq/kg
para méis de flores silvestres e de eucalipto, respectivamente. Arruda et al., (2004)
apresentaram resultados de acidez variando de 6 a 13 meq/kg, com uma média de 8,81
meq/kg. Sodré et al. (2002) obtiveram respectivamente médias de 29,10 meq/kg para
acidez em amostras de méis do Estado da Bahia. Em méis provenientes do Mato Grosso
do Sul, Marchini et al. (2000) encontraram acidez média de 27,7 meq/ kg.

Alves et al. (2005), encontraram para méis de M. mandaica varia¢do de 18,50 ¢
62,50 meqg/kg, com média de 43,48 meqg/kg. O teor médio de acidez para os méis de M.
compressipes no Piaui foi de 45,75 meq/kg. Souza, Bazlen (1998) ¢ Souza et al. (2004),
encontraram para méis de M. asilvai na Bahia, o valor médio de 41,64 meq/kg.
Entretanto, méis de M. scutellaris na mesma regido apresentaram valores médios de
8,88 meq/kg (Marchini et al, 1998) e 28,33 meq/kg da Paraiba (Evangelista-Rodrigues,
2003). Em amostras de M. quadrifasciata foi encontrada acidez da ordem de 16,5
meq/kg (Almeida & Marchini, 2004).

De acordo com Horn (1996), todos os méis sdo acidos, sendo o acido gluconico
produzido pela enzima glicose-oxidase sobre a glicose o mais comum. A ac¢do desta
enzima se mantém mesmo durante o armazenamento, pois permanece em atividade no
mel mesmo apds o processamento (Nogueira-Neto, 1997). A acidez ¢ importante na
manutencao da estabilidade, reduzindo o risco de desenvolvimento de microorganismos
(Seeman, 1988). Silva (2006) obteve para os méis de M. fasciculata variagdao de 76 a
149 meq/kg.

No Codex Alimentarius a acidez méaxima ¢ de 50 meq/kg, embora existam
alguns tipos de méis nas regides tropicais que apresentam um teor natural de acidez

mais elevado (Bogdanov et al., 1997).

37



4.1.3. Umidade

Os resultados da andlise de umidade dos méis “in natura” coletados pelas
espécies A. mellifera e meliponineos, de municipios do nordeste do Estado do Para, sdo
apresentados na Tabela 6. Os resultados desta tabela serdo discutidos em relacdo as

caracteristicas fisico-quimicas dos méis entre espécies e entre regides.

Tabela 6. Valores de umidade encontrados para méis “in natura” das espécies A.
mellifera, M. flavolineata e M. fasciculata.

Umidade %
Espécie
A. mellifera M. flavolineata | M. fasciculata Legislacdo
Localidade Brasileira
Tracuateua 20,07°(+0,12) | 27,70°(0,17) 24,90° (+0,79)
Sdo Jodo de Pirabas 21,20°(+1,04) | 26,73%(+1,10) | 25,23°(+0,25)
Nova Timboteua 19,87°(+0,29) 25,30%(+0,17) 23,33%(+0,29) Max. 20%

Sdo Miguel do Guama

Vigia

20,07° (£0,12)
20,01° (£0,29)

24,00° (0,20)

21,17°(x0,76)

M: média; SD: desvio padrao;

---: ndo analisados

Letras verticais iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O teor médio de umidade no mel de A. mellifera foi de 20,24% + 0,19, variando
de 19,1 a 21,26% estando dentro dos limites estabelecidos pela Legislagdo Brasileira,
que permite o maximo de 20% para méis de A. mellifera. O valor encontrado oferece
seguranga contra a fermentagdo, ja que abaixo de 20% esse processo de deterioragdo
ocorre com menor freqiiéncia.

A umidade para as amostras de méis de meliponineo analisadas (Figura 16)
apresentou variacdo de 21,93 a 28, 63%, valor superior a 20%, o que demonstra que

todas das amostras estdo de acordo com os limites especificados por Villas-Boas e
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Malaspina (2005) para méis de meliponineo, e estando proximos aos resultados de
outras espécies do género Melipona (Cortopassi-Laurino, 2000; Souza et al., 2004).
Quando comparado ao valor obtido pelo mel A. mellifera, pode-se afirmar que méis de
melipona sdo mais fluidos. Neste estudo, os méis da espécie M. flavolineata de todas as
regides apresentaram os maiores teores de umidade, seguido dos méis da espécie M.
fasciculata.

No grafico abaixo sdo apresentados percentuais de umidade em méis das

espécies A. mellifera, M. flavolineata, M. fasciculata.
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Figura 16. Valores de umidade dos méis das espécies A. mellifera, M. flavolineata e M.
fasciculata

No Estado da Bahia, Sodré et al. (2002) observaram uma variacao de 17,66 a
22,9% para umidade (média 19,77%) em méis do litoral norte. Cornejo & Tomasevich
(1970), analisando méis de diferentes localidades dos Estados do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina, encontraram méis com umidade superior a 20%. Gamero et al. (1970)
estudaram 169 amostras de méis de diferentes localidades da Argentina, e a maioria
apresentou umidade inferior a 20%. Silva (2006) obteve 19% de umidade para méis de
A. mellifera do nordeste paraense. A umidade em méis analisados por Arruda et al.,
(2004) variou de 14,97 a 17,23%, com uma média de 15,74%. Campos et al. (2003),
analisando amostras de mel floral € mel de melato de A. mellifera, obtiveram variag¢ao

ente 15 ¢ 20,8%.
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Estudos sobre as caracteristicas fisico-quimicas dos méis de M. scutellaris
provenientes dos Estados da Bahia e da Paraiba apresentaram valores de umidade da
ordem de 28,40% (Marchini et al., 1998) e M. scutellaris 24 a 29% por Cortopassi-
Laurino (2000). Ainda 25,26% foram obtidos para a mesma espécie (Evangelista-
Rodrigues, 2003). Silva (2006) encontrou para mel de M. fasciculata o teor médio de
28% de umidade em méis do nordeste paraense. Para o mel de M. compressipes
fasciculata foi observada também uma variagdo dependendo da regido: 26,94% no
Maranhao (Kerr, 1996). 25% no Piaui (Souza & Bazlen, 1998) e 27% no Tocantins
(Azeredo et al., 2000). Para Souza et al. (2003), o mel apresentou uma concentragdo
média de umidade na ordem de 28,6% + 4,6, sendo o maior percentual constatado na M.
compressis foi 34,6% + 0,5 e a menor concentragdo na Melipona rufiventris paraensis
obtida foi 23,9% =+ 0,6. Valores similares ao mel da M. compressipes manaosensis
(25,3% =+ 0,7) foram registrados nas andlises preliminares de caracteristicas fisico-
quimicas de méis de Titba (Melipona compressipes) do Piaui (25%) (Souza & Bazlen,
1998).

O excesso de agua encontrado no mel dos meliponineos ¢ devido a baixa taxa de
desidratacdo do néctar durante o processo de transformacdo em mel. Méis de espécies
de habitat umidos normalmente apresentam um conteido maior de agua, que ¢

influenciado pelas condi¢des ambientais (Cortopassi-Laurino, 2000).

4.1.4. Residuo Mineral Fixo

O teor de residuo mineral fixo (cinzas), nos méis das espécies em estudo obteve
variagdo de 0,03 a 0,24%, estando dentro dos padrdes exigidos pela Legislagdo
Brasileira (Tabela 7).

Tabela 7. Teores de residuo mineral fixo encontrados para méis “in natura” das espécies
A. mellifera, M. flavolineata e M. fasciculata.

Residuo Mineral Fixo %

Espécie
A. mellifera | M. flavolineata | M. fasciculata Legislacao
Localidade Brasileira
Tracuateua 0,06° (+0,01) 0,33%(+0,05) 0,08% (+0,01)
Sdo Jodo de Pirabas 0,13°(+0,01) 0,19°(+0,03) 0,15°(+0,01)
Nova Timboteua 0,14°(+0,02) 0,14°(+0,01) 0,22° (+0,04) Max. 0,6%
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Sao Miguel do Guama 0,03°(+0,01) 0,17°(£0,02)
Vigia 0,24°(+0,02) 0,24° (+0,02)

M: média; SD: desvio padrao;

---: ndo analisados

Letras verticais iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Estes resultados indicam que os processos de extragdo dos méis foram realizados
corretamente, pois segundo Rodrigues-Evangelista et al. (2004), valores elevados de
cinzas indicam algumas irregularidades no mel, como por exemplo, a falta de higiene e
nao decantacdo ou filtracdo no final do processo de retirada do mel.

Anacleto & Marchin (2004) encontraram valores de cinzas em méis de A.
mellifera que variam de 0,02 a 0,77%, com um valor médio de 0,29%. Marchini (2001)
cita os trabalhos de diversos autores que observaram valores numa faixa de variagao de
0,02 a 0,90% para méis de diferentes origens florais. Silva (2006) encontrou teores
médios de 0,2% de cinzas, semelhante ao encontrado neste trabalho. Souza et al. (2004)
encontraram para méis de meliponineo na regido amazdnica teor de cinzas para as
espécies M. compressipes manaosensis (Jupara), M. rufiventris paraensis (Urugu boca
de ralo) e M. seminigra merrillae (Jandaira) de 0,2%, 0,2% e 0,3%, respectivamente.
Silva (2006) obteve para mel de M. fasciculata do nordeste paraense teor médio de
0,1%.

4.1.5. Solidos Soluveis

O teor de sodlidos soluveis encontrado nos méis ndo variou significativamente

(Tabela 8).

Tabela 8. Valores de residuo mineral fixo para méis “in natura” das espécies A. mellifera,
M. flavolineata e M. fasciculata.

Acucar Redutor g/100 g

Espécie
A. mellifera M. flavolineata | M. fasciculata Legislacdo
Localidade Brasileira
Tracuateua 78,47%(+0,06) 70,30%(+0,68) 73,677 (+0,76)
Sdo Jodo de Pirabas 78,13%(+0,12) 71,40° (+1,22) 73,00° (£0,20)
Nova Timboteua 79,33%(+0,29) 72,93%(+0,12) 75,23%(+0,25) Min. 65 g/100 g
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Sdo Miguel do Guama

Vigia

78,00°(+0,01) o 78,63°(+0,32)

79,23°(+0,25) 73,77°(£0,25) ---

M: média; SD: desvio padrao;

---: ndo analisados

Letras verticais iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O teor médio para méis de A. mellifera foi 78,63%, para méis de M. flavolineata
foi 72,1% e para méis de M. fasciculata foi 75,13%. Estes valores correspondem aos
agucares e acidos soluveis presentes na solugdo de mel tendo relagdo direta com a
acidez e o teor de agtlicares totais do mel. A Legislacdo Brasileira ndo exige valores para
este parametro e ndo foram encontrados valores para este parametro na literatura

supracitada.

4.1.6. Acucares

Os resultados da andlise de agucares dos méis “in natura” coletados pelas
espécies A. mellifera e meliponineos, de municipios do nordeste do Estado do Para, sdo
apresentados na Figura 17,Figura 18 eFigura 19.

4.1.6.1. Acucares Redutores
No conteudo de agucares redutores foi encontrado variacao de 69,28 a 78,13%

nos méis da espécie A. mellifera. Os teores de agticar redutor para estas amostras estao

dentro dos padrdes minimos exigidos pela Legislacdo Brasileira (Tabela 9).

Tabela 9. Valores de acucar redutor para méis “in natura” das espécies A. mellifera, M.
flavolineata e M. fasciculata.

AcuUcar Redutor %

Espécie
A. mellifera M. flavolineata | M. fasciculata Legislacdo
Localidade Brasileira
Tracuateua 78,47°(+0,06) 70,30°(+0,68) 73,67°(+0,76)
Sdo Jodo de Pirabas 78,137 (+0,12) 71,407 (+1,22) 73,00° (£0,20)
Nova Timboteua 79,33%(+0,29) | 72,93%(+0,12) 75,23%(40,25) Min. 65%

Sado Miguel do Guama

78,00° (+0,01)

78,63 (+0,32)
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Vigia 79,23%(£0,25) | 73,77°(+0,25)

M: média; SD: desvio padrao;

---: ndo analisados

Letras verticais iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os méis de meliponineos apresentaram teores de agtcar redutor sem grandes
variagoes, porém inferiores ao da espécie A. mellifera (Figura 17), exceto para mel de M.
flavolineata da regido de Nova Timboteua que obteve valor superior comparado as
demais espécies da mesma localidade. Os méis apresentaram valores variando de 64,54
a75,83%.

A Figura 17 apresenta os teores de agucares redutores em méis das espécies A.

mellifera, M. flavolineata, M. fasciculata.
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Figura 17. Valores de agucar redutor dos méis das espécies A. mellifera, M, flavolineata e
M. fasciculata

Arruda et al. (2004) obtiveram variagdo de 74,76 a 81,99%, com a média de
77,94%. Assim como os valores apresentados por Rodrigues et al. (1996), que
obtiveram a média de 77,86% em méis de eucalipto cristalizados. Silva (2006) obteve
variagdo entre 86,9 a 85,9% em agucares redutores. Em méis do litoral baiano, Sodré et
al. (2002) encontraram 69,20% para acucares redutores. Anacleto e Marchini (2004)
apresentaram valores de acucar redutor com variacao de 66,7 a 78,0%, com valor médio
de 73,1%, semelhante aos valores encontrados neste trabalho. Os valores encontrados

por Komatsu (1996) em méis de diferentes origens florais do Estado de Sao Paulo

43




apresentaram variagoes de 53,2 a 80,3%. Campos (1998) encontrou em méis de Minas
Gerais valores variando de 60,4 a 77,1%. Magalhdes et al. (2002) registraram valor
médio de 71,33% em méis do sul do Estado da Bahia. Carneiro et al. (2002) analisaram
méis da regido de Simplicio Mendes (Piaui) e encontraram uma variacdo de 70,38 a
87,39% para agtcares redutores de méis de A. mellifera.

Alves et al. (2005) obtiveram conteido de aglcares redutores variando de
64,29% a 82,10% com média de 74,82 % em méis de M. mandaica. Souza (2003)
analisando amostras de méis do Estado da Bahia encontrou valores para agucar redutor
variando de 66 a 76%. Valores semelhantes foram encontrados neste trabalho. Estudo
sobre o0 mel de M. asilvai indicou o valor médio de 68,9% para esse parametro (Souza et
al., 2004). Silva (2006) obteve para mel de M. fasciculata do nordeste paraense varia¢ao
de 76 a 76,47%. Nesta mesma regido foram encontrados valores semelhantes variando
de 69,22 a 76,10% para os méis da mesma espécie durante o periodo de maior produgdo
que na regido ocorre de outubro a dezembro.

Os principais agucares encontrados no mel sdo a glicose e a frutose, em
proporg¢des quase iguais (Kerr, 1996), sendo importantes para o estabelecimento de uma
série de caracteristicas deste produto (Moreira & Maria, 2001). Normalmente a frutose é
predominante, sendo um dos fatores responsaveis pela docura do mel e sua alta
higroscopicidade (Crane, 1985). Méis com altas taxas de frutose podem permanecer
liquidos por longos periodos ou nunca cristalizar (Horn, 1996). Apesar das médias das
amostras estarem dentro dos parametros, pode ser notado um teor elevado de agucares

redutores, decorrente provavelmente da influéncia da flora de cada espécie.

4.1.6.2. Acucares Totais

Os méis da espécie A. mellifera apresentaram teores de agtcar total variando de
78 a 81%. Para acucares totais ndo existe valor estabelecido na norma vigente (Tabela
10). Em relagdo a literatura supracitada, o valor encontrado estd de acordo com os
demais valores para méis de A. mellifera. A variagao de agticares totais para as espécies
de meliponineos analisadas variou de 69,1 a 86,13%.

O maior valor médio encontrado foi nos méis de M. fasciculata da regido
bragantina com teor de 85,80% £ 2,18 e 84,94% + 2,99, respectivamente. O menor
valor encontrado foi para a espécie M. flavolineata das regides de Tracuateua e Vigia

com teor médio de 69,35% £ 0,59 ¢ 69,16% + 1,60.
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Tabela 10. Valores de acUcar total para méis “in natura” das espécies A. mellifera, M.
flavolineata e M. fasciculata.

Acucar Total %

Espécie
A. mellifera M. flavolineata | M. fasciculata Legislacao

Localidade Brasileira
Tracuateua 82,13%(+1,08) 69,35%(+0,59) 85,80° (+2,18)
Sdo Jodo de Pirabas 78,60°(+0,26) | 76,43°(+2,02) | 84,94°(+2,99)
Nova Timboteua 78,20°(+0,80) | 77,66°(+1,36) | 74,53°(+0,24) | Nao indica
Sdo Miguel do Guama | 80,64°(+0,31) 77,08%(+0,51)
Vigia 78,45%(+1,98) 69,16° (+1,60) ---

M: média; SD: desvio padréo;

---: ndo analisados

Letras verticais iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Na Figura 18 sdo mostrados os teores de agucares totais em méis das espécies A.

mellifera, M. flavolineata, M. fasciculata.
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Figura 18. Valores de agUcares totais dos méis das espécies A. mellifera, M. flavolineata e

M. fasciculata.

Marchini (2004) obteve teor de acucares totais variando de 73,54 a 83,44% com
valor médio de 78,28%. Estes teores foram iguais aos obtidos por este trabalho. Nas
analises de Arruda et al. (2004), a quantidade de agucares totais variou de 77,04 a

87,16%, com o valor médio de 81,58% . Almeida (2002) verificou uma variagao de 72,4
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a 85,0% em méis poliflorais produzidos em area do cerrado paulista. Komatsu et al.
(2002) obtiveram agucares totais variando de 71,2 a 81,6% (média de 76,6%) em méis
de laranjeira. Campos (1998) observou teores de agucares totais variando de 58,36 a
81,93%, com média de 65,22%, em méis de diferentes origens florais e provenientes de
Minas Gerais e Santa Catarina. Sodré et al. (2002) analisando as amostras de méis no
litoral norte da Bahia obtiveram uma variagdo de 66,05 a 75,62% destes aglicares com
média de 71,72%. Souza et al. (2004) encontraram em méis de meliponineo da regido
amazoOnica teor de aglicares para as espécies M. compressipes manaosensis (Jupara), M.
rufiventris paraensis (Urugu boca de ralo) ¢ M. Seminigra merrillae (Jandaira) de

67,2% £ 0,3, 75,5% £ 0,6 ¢ 72,4% + 1,5, respectivamente.

4.1.6.3. Sacarose

A sacarose foi um parametro analisado nos méis, onde para Apis mellifera foi
obtido valores variando de 2,3 a 7,9%. (Tabela 11).

Entre os dissacarideos, a sacarose representa, em média, 2 a 3% dos carboidratos
e quando superior a este valor, indica se um mel estd verde ou foi adulterado. Ela
pertence aos oligossacarideos e quando sofre a hidrdlise, pela acdo de acidos diluidos ou
enzimas (invertase), resulta em dois monossacarideos: frutose e glicose (Vidal &

Fregosi, 1984).

Tabela 11. Valores de sacarose para méis “in natura” das espécies A. mellifera, M.
flavolineata e M. fasciculata.

Sacarose %

Espécie
A. mellifera M. flavolineata | M. fasciculata | Legislacdo

Localidade Brasileira
Tracuateua 7,05 (+0,95) 1,78 (+0,51) 12,96°(+4,52)
Sdo Jodo de Pirabas 7,85°(+2,10) 4,21°(+0,96) 13,28°(+1,47)
Nova Timboteua 2,30°(+0,54) 1,82°(+2,41) 4,60° (+2,25) Max. 6%
Sdo Miguel do Guama 3,62°(+1,30) 5,64° (+0,12)
Vigia 2,33%(+2,18) 4,98 (+1,0)

M: média; SD: desvio padrao;

---: ndo analisados

Letras verticais iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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O teor de sacarose analisado em méis de meliponineo variou de 1,75 a 13,4%
(Figura 19). Os méis de M. fasciculata da regido bragantina obtiveram os mais elevados
teores que correspondem a 12,96% para méis do municipio de Tracuateua e 13,28%
para méis do municipio de Sao Joao de Pirabas, estando acima do valor maximo exigido
pela Legislagdo Brasileira que de acordo com as normas para méis estabelecem um
maximo de 6% para méis de origem floral (Brasil, 2000). Os demais estdo dentro do
valor exigido pela Legislacdo Brasileira. O teor elevado de sacarose no mel de M.
fasciculata pode significar uma colheita prematura do mel, isto é, um produto em que a
sacarose ainda ndo foi totalmente transformada em glicose e frutose pela acdo da
invertase (Azeredo et al., 1999).

O grafico abaixo apresenta os teores de sacarose presente nos méis “in natura”

das espécies analisadas.
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Figura 19. Valores de sacarose dos méis das espécies A. mellifera, M. flavolineata e M.
fasciculata.

Anacleto ¢ Marchin (2004) encontraram teores de sacarose variando de 0,2 a
11,4%, com valor médio de 4%. Para Arruda et al. (2004), os valores de sacarose
aparente dos méis variaram entre 0,84 a 8,19%, com um valor médio de 3,45%. Sodr¢é et
al. (2002) constataram 0,38 a 7,39% de sacarose em méis brasileiros do Estado da
Bahia. Valores correspondentes aos descritos foram encontrados neste trabalho.

Komatsu (1996) observou valores de até 11,8% em amostras de méis do Estado de Sdo
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Paulo. Os valores de sacarose encontrados nas amostras de méis de A. mellifera por
Marchini (2001) variaram de 1,05 a 6,87% obtendo valor médio de 3,78%.

O teor de sacarose das amostras analisadas por Alves et al. (2005) variou de 0,61
a 6,19%, com valor médio de 2,91%. Os valores observados estdo proximos aos
encontrados para méis de A. mellifera da Bahia (2,40%) (Sodré et al., 2003) e de Sao
Paulo (4,50%) (Almeida & Marchini, 2004). Para méis de M. asilvai, o valor obtido foi
4,70% (Souza et al., 2004). Silva (2006) analisando os méis de M. fasciculata do
nordeste paraense obteve variagdo de 3,18 a 3,98%, sendo semelhante aos valores
encontrados para M. flavolineata no presente estudo. Ha uma grande variagdo na
distribuicao da sacarose nas amostras de mel nos diversos trabalhos encontrados na
literatura (Moreira & Maria, 2001). A concentragdo de sacarose constitui um bom

critério para diferenciar os méis monoflorais dos poliflorais (Magana, 1998).

4.1.7. Proteina

Os méis da espécie A. mellifera apresentaram varia¢ao de 0,1 a 0,69% (Tabela
12). Para proteina ndo existe valor estabelecido na norma vigente. A norma
internacional exige teor minimo de proteina seja de 0,26%, estando os méis analisados
de acordo com a os padrdes internacionais de consumo. O valor de proteina em mel ¢

extremamente baixo ndo ultrapassando 1%.

Tabela 12. Valores proteina para méis “in natura” das espécies A. mellifera, M.
flavolineata e M. fasciculata.

Proteina %

Espécie
A. mellifera M. flavolineata | M. fasciculata | Legislacéo
Localidade Brasileira
Tracuateua 0,43%(x0,07) 0,287 (+0,08) 0,1°(+0,05)
Sdo Jodo de Pirabas 0,68°(+0,05) 0,27°(+0,01) 0,15°(+0,04)
Nova Timboteua 0,33%(+0,17) 0,38°(+0,14) 0,40° (+0,04) Naio indica

Sao Miguel do Guama
Vigia

0,55°(+0,03)
0,61°(+0,07)

M: média; SD: desvio padrao;

---: ndo analisados

0,28°(+0,00)

0,41% (£0,24)

Letras verticais iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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Em amostras de mel da Bahia, Carvalho et al. (1998) e Sodré¢ et al. (2002)
encontraram médias de 0,44% assemelhando-se ao valor encontrado neste trabalho. O
conteudo de proteinas obtido por Anacleto & Marchin (2004) varia de 0,07 a 0,49%
com valor médio de 0,23%. Em amostras de mel da Bahia, Carvalho et al. (1998) e
Sodré et al. (2002) encontraram médias de 0,44% assemelhando-se ao valor encontrado
neste trabalho. Marchini & Moretti (2001) registraram valores médios de 0,38% para
proteina de méis de eucaliptos do Estado de Sdo Paulo. No mesmo Estado Almeida
(2002) observou 0,23%. Marchini (2004) obteve conteudo de proteina para as amostras
de méis analisados no Estado do Tocantins, variando de 0,24 a 0,49%.

Marchini et al. (1998) encontraram teor médio de proteina 0,51% = 0,32 no mel
da abelha urugu (M. scutellaris) na Bahia. Souza et al. (2003) encontraram teor médio
de proteina do mel para as espécies M. compressipes manaosensis (Jupara), M.
rufiventris paraensis (Urugu boca de ralo) ¢ M. seminigra merrillae (Jandaira) de 0,2%,

0,4% e 0,4%, respectivamente.

4.1.8. Atividade Diastésica

O presente trabalho obteve para amostra de mel de A. mellifera valor médio de
15 DN. Pode-se verificar que o mel esta de acordo com a norma vigente, ou seja, o valor
encontra-se acima de 8 DN que ¢ o valor minimo estabelecido.

Nao foi possivel com a utilizagdo da metodologia internacional C.A.C (1990) a
determinagdo da atividade enzimatica, por ndo apresentarem atividade diastdsica ou por
ndo possuirem em grande quantidade sendo necessario a padronizagdo de
metodologias para anélise desses méis (Tabela 13).

Na literatura cientifica ndo foram encontrados dados sobre a atividade diastasica
do mel de abelhas sem ferrdo. Entretanto, Villas Béas & Malaspina (2005) obtiveram
laudos fornecidos pelo Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da UNESP de Rio
Claro com informacdes sobre a diastase de mel de meliponineo. Estas informagdes
foram utilizadas no estudo dos pardmetros fisico-quimicos em méis de abelha sem
ferrdo. O referido estudo sugeriu que o valor minimo de atividade diastasica para o mel
de meliponineos do Brasil seja correspondente a 3,0 DN na Escala Gothe. O minimo

permitido para o mel de Apis mellifera corresponde a 8,0 DN.
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Tabela 13. Valores de atividade diastasica para méis “in natura” das espécies A. mellifera,
M. flavolineata e M. fasciculata.

Atividade Diastasica DN

Espécie
A. mellifera M. flavolineata | M. fasciculata | Legislacdo
Localidade Brasileira
Tracuateua 14° nd nd
Sdo Jodo de Pirabas 14,5° nd nd
Nova Timboteua 13° nd nd Naio indica
Sao Miguel do Guama 14° --- nd
Vigia 14° nd ---

M: média; SD: desvio padrao;

---: ndo analisados

nd: ndo detectados

Letras verticais iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Melo et al., (2003) obtiveram valor médio inicial da atividade diastasica
encontrado para os méis de florada silvestre armazenados na Paraiba variando de 0,021
DN a 18,72 DN. O valor encontrado por Bianchi (1989) para méis silvestres foi 17,65
DN. O valor médio inicial da atividade diastasica encontrado para os méis de florada de
baratna armazenados na Paraiba foi de 0,027 DN a 13,27 DN.

Marchini (2004) encontrou atividade diastasica das amostras de méis analisados
no Estado do Tocantins variando de 11,51 a 44,84 DN, com valor médio de 22,43 DN.
Sodré et al. (2002) obtiveram em diferentes amostras do Estado da Bahia. Costa et al.
(1999) encontraram em amostras de diferentes origens florais valores variando de 5,9 a
66,7 DN e Sodré et al. (2002) verificaram a atividade diastasica em méis da regido
litoral norte do Estado da Bahia variando de 16,66 a 62,81 DN, com média de 34,11
DN, sendo superior aos 22,43 DN observado no presente trabalho. Enquanto, Andrade

et al. (1999) observaram em méis portugueses valores variando de 13,00 a 51,10 DN.

4.1.9. Hidroximetilfurfural

Os valores encontrados para HMF variaram de 3,5 a 8,7 mg/kg, estando dentro

dos padrdes exigidos pela Legislacdo Brasileira que ¢ no méaximo 60 mg/ kg (Tabela 14).
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Tabela 14.

flavolineata e M. fasciculata.

Valores de HMF para méis “in natura” das espécies A. mellifera, M.

Hidroximetilfurfural mg/kg

Espécie
A. mellifera M. flavolineata | M. fasciculata Legislacdo
Localidade Brasileira
Tracuateua 8,07° (+0,5) 5,32° (+0,05) 6,6° (+1,41)
Sao Jodo de Pirabas 3,54° (+0,60) 6,38b (+1,90) 3,967 (+0,27)
Nova Timboteua 6,45° (£0,31) 6,73°(+0,17) 6,91° (+0,35) Max. 60 meq/kg
Séo Miguel do Guama 7,35(£0,20) -—- 8,29°(+0,71)

Vigia

8,70%(40,33)

5,457 (+0,1)

M: média; SD: desvio padrao;

---: ndo analisados

Letras verticais iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Os valores obtidos de hidroximetilfurfural em mel das espécies A. mellifera, M.

flavolineata e M. fasciculata, que estdo dentro valor maximo estabelecido pela

legislacdao nacional e internacional para méis, sao apresentados na Figura 20.

Tracuateua

S.J. Pirabas

N.Timboteua

Localidade

S.M.Guama

Vigia

Figura 20. Valores de HMF dos

fasciculata

HMF mg/Kg

i A. mellifera
H M. flavolineata

E M. fasciculata

meéis das espécies A. mellifera, M. flavolineata e M.
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Arruda et al. (2004), encontraram quantidade de hidroximetilfurfural (HMF),
semelhante ao encontrado nesta pesquisa, variando de 1,50 a 8,08 mg/ kg. Dayrell &
Vital (1991) analisaram amostras de méis brasileiros pelo método da A.O.A.C. (1990) e
encontraram valores variando de 1,1 a 248,2 mg/kg. Marchini (2001) em andlises de
méis de diferentes municipios de Sao Paulo encontrou valores médios de 19,3 ¢ 17,4
mg/ kg para méis de flores silvestres e de eucalipto, respectivamente.

Em méis do Estado da Bahia, Marchini et al. (2001) detectaram valores para
HMF que variaram de 0,449 a 268,36 mg/ kg. White Junior (1992) menciona que méis
de paises subtropicais podem ter, naturalmente, um alto valor d¢ HMF sem que o mel
tenha sido superaquecido ou adulterado, devido a altas temperaturas. Sodré et al. (2002)
observaram valores variando de 1,50 a 136,00 mg/ kg, com média de 24,33 mg/ kg em
amostras de méis da regido litoral norte da Bahia. Persono-oddo et al. (1995)
encontraram uma variacao de 2,0 a 11,6 mg/ kg (média 4,59 mg/ kg) em méis uniflorais
italianos.

O resultado médio de HMF encontrado por Alves et al. (2005) em méis da
subtribo melipona foi de 5,79 mg/kg. O HMF encontrado em amostras de méis de
outras espécies de Melipona também apresentou valores baixos, como em M. asilvai
2,44 mg/kg (White, 1979), M. quadrifasciata 1,03 mg/kg (Almeida & Marchini, 2004) ¢
M. scutellaris 0,38 mg/kg por Marchini et al., (1998).

Uma pequena quantidade de HMF ¢ encontrada em méis recém-colhidos (Horn,
1996). Esta substancia ¢ formada pela reacdo de certos agucares com acidos, sendo a
frutose considerada a principal formadora do composto, devido a agdo de acidos e do
calor. Além disso, o conteudo de HMF no mel também pode ser afetado pela acidez,
pH, contetido de agua e minerais (White, 1979). Méis com taxas maiores de frutose dao
origem a maiores taxas de HMF ao longo do armazenamento (Horn, 1996). A
quantidade de HMF observada numa analise de mel pode ser utilizada como indicador
de qualidade, sendo que os valores aumentam mais rapidamente em méis submetidos a
altas temperaturas por superaquecimento e armazenamento (Crane, 1985). Mesmo em
ambiente com temperaturas altas, como na regido onde habita os meliponineos em
estudo, os méis apresentaram baixos teores de HMF. Valores elevados de HMF
encontrados nos méis de meliponineos podem estar associados as técnicas inadequadas
de manejo e/ou condigdes climdticas adversas da regido (Rego et al., 2002). A
recomendacdo do Codex Alimentarius prevé uma taxa maxima de 80 mg/kg de HMF,

para méis provenientes de paises tropicais. Esta recomendag¢do de uma taxa maxima
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mais elevada baseia-se no fato de, nos paises quentes, o teor de HMF de o mel aumentar

mais rapidamente durante o tempo de armazenamento (Bogdanov et al., 1997).

4.1.10. Cor

As amostras analisadas estdo dentro dos padrdes exigidos pela Legislacao
Brasileira, que classifica o mel do incolor ao &mbar escuro. A cor do mel liquido pode,
realmente, variar de branco aquoso proximo de preto, com variantes tendendo para

matizes de verde ou vermelho, ou mesmo azul (Crane, 1985).

Tabela 15. Cores correspondentes aos méis “in natura” das espécies A. mellifera, M.
flavolineata e M. fasciculata.

Cor
Espécie
A. mellifera M. flavolineata M. fasciculata Legislacao

Localidade Brasileira
Tracuateua 0,462 (ambar) 0,367 (ambar claro) 0,162 (extra ambar claro)
Sdo Jodo de Pirabas 0,592 (4mbar) 0,428 (dmbar) 0,496 (4mbar) dI?;ag:(;Oa
Nova Timboteua 0,442 (4mbar) 0,262 (4mbar claro) 0,334 (ambar claro) Ambar
Sdo Miguel do Guama 0,552 (ambar) — 0,335 (4mbar claro) escuro
Vigia 0,331 (4mbar claro) | 0,124 (extra dmbar claro) _—

M: média; SD: desvio padrao;

---: ndo analisados

Letras verticais iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A cor do mel estd associada a sua origem floral, porém as substancias
responsaveis pela cor sdo ainda desconhecidas (Pamplona, 1989). Acredita-se que
minerais estejam entre os fatores responsaveis. Entretanto, o armazenamento
prolongado, a luz, as possiveis reagdes enzimadticas, aquecimento € o processo de
colheita podem escurecer o mel (Crane, 1985).

Nos mercados mundiais o mel ¢ avaliado por sua cor, sendo que méis mais
claros alcangam pregos mais elevados (Carvalho et al., 2003) A predominancia de cores
claras nos méis de meliponineos pode resultar num produto de alta aceitagdo no
mercado internacional. E importante destacar que a composi¢io exata de qualquer mel

depende, principalmente, das fontes vegetais das quais ele ¢ derivado, mas também do
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clima, solo e outros fatores (Crane, 1983), estando suas caracteristicas diretamente
relacionadas ao local de produgdo. Este fato dificulta a proposi¢do de uma unica norma
para todo o Brasil, pais rico em espécies de meliponineos e caracterizado por um grande

mosaico de habitat e formagdes vegetais (Villas-Bboas & Malaspina, 2005).

4.1.11. Acido ascorbico

O valor de 4cido ascorbico, em mel de A. mellifera, encontrado ndo obteve
variagdo significativa com valor médio de 4,65 mg/100 g + 0,26. Este pardmetro nao

possui valor estabelecido pela norma vigente (Tabela 1Tabela 16).

Tabela 16. Valores de HMF para méis “in natura” das espécies A. mellifera, M.
flavolineata e M. fasciculata.

Acido Ascdrbico mg de acido galico/100g de mel

Espécie
A. mellifera M. flavolineata | M. fasciculata Legislacao

Localidade Brasileira
Tracuateua 4,63%(+0,26) 1,90 (+0,17) 1,05% (£0.00)
Séo Jodo de Pirabas 4,847 (+1,19) 1,05° (+0,00) 3,13°(+0,00)
Nova Timboteua 4,76 (+0,54) 4,99°(+0,14) 4,59°(+0,21) Naio indica
Séo Miguel do Guama 4,59°(+0,22) - 4,18°(+0,77)
Vigia 4,44°(10,67) 2,09° (+0,01)

M: média; SD: desvio padrao;

---: ndo analisados

Letras verticais iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O valor de 4cido ascorbico para os méis de meliponineo neste estudo variou de 1,05
a 5,1 mg/100 g . Os valores de 4cido ascorbico para mel de abelha com e sem ferrdo sao
baixos, quando comparados a outros alimentos.

A Figura 21 apresenta os valores de 4acido ascorbico obtidos para mel “in natura” das

espécies A. mellifera, M. flavolineata e M. fasciculata.
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Tracuateua

S.J. Pirabas

N.Timboteua i A. mellifera

Localidade

H M. flavolineata

S.M.Guama B M. fasciculata

Vigia

Acido Ascérbico mg de acido galico/100 g de mel

Figura 21. Valores de &cido ascorbico dos méis das espécies A. mellifera, M. flavolineata e

M. fasciculata

4.1.12. Polifendis Totais

O valor de polifenois totais extraidos do mel de A. mellifera variou de 36,7 a
154,3 mg de 4acido galico/100g (Tabela 17). O que indica um valor elevado em relagdo a

outros alimentos e também se refere a atividade antioxidante presente no alimento.

Tabela 17. Valores de polifendis totais para méis “in natura” das espécies A. mellifera, M.
flavolineata e M. fasciculata.

Polifendis Totais mg/100g

Espécie
A. mellifera M. flavolineata | M. fasciculata Legislagcdo

Localidade Brasileira
Tracuateua 68,25°(+3,64) | 26,39%(+2,44) | 25,53°(+0,94)
Sdo Jodo de Pirabas 138,25°(+3,92) | 236,71°(+0,61) 88,81%(+1,40)
Nova Timboteua 121,72°(+3,82) | 58,59°(+1,22) 62,21°(+1,81) Nio indica
Sao Miguel do Guama | 154,28°(+2,44) 59,78° (+1,74)
Vigia 36,68°(+1,65) | 56,78°(+0,78)

M: média; SD: desvio padréo;
---: ndo analisados
Letras verticais iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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As amostras coletadas no municipio de Vigia atingiram as menores
concentragdes com valor médio de 36,6+0,01 mg /100g, as regides de Sao Jodo de
Pirabas, Sao Miguel do Guama e Vigia ndo obtiveram variacgao significativa com média
de 138 mg/100g.

Para méis de melipona (Figura 22) o valor de polifenodis totais extraidos 25,6 a
236,8 mg/100 g. Sendo que as amostras de M. flavolineata do municipio de Sdo Jodo de
Pirabas obtiveram o maior valor médio de 23,67 = 0,01 mg/100 g e com menor valor,
M. fasciculata com 25,53 + 0,32 mg/100 g. M¢éis de M. flavolineata obtiveram valor
médio de 26,39 mg/100 g, 58,59 mg/100 g e 56,78 mg/100 g para as regides de
Tracuateua, Nova Timboteua e Vigia, respectivamente. Os méis de M. fasciculata
obtiveram valor médio de 88,81 mg/100 g, 62,21 mg/100 g e 59,78 mg/100 g para os
municipios de S3ao Jodo de Pirabas, Nova Timboteua e S3o Miguel do Guama,
respectivamente. Os méis de abelha com ferrdo possuem, normalmente, maior

concentragdo de polifenois totais que os méis de meliponineo.

Tracuateua

S.J. Pirabas
()]
°
3
= N.Timboteua i A. mellifera
[S)
8 E M. flavolineata
$.M.Guama B M. fasciculata
Vigia
i - # = "
0 50 100 150 200 250

Polifenéis Totais (mg ac. Galico/L)

Figura 22. Valores de polifenois totais dos méis das espécies A. mellifera, M. flavolineata e
M. fasciculata

Socha et al.(2009) encontraram para méis de A. mellifera valores de 21,7 a 75,3
mg/100g. O teor em compostos fenodlicos encontrado por Serra (2005), apresentou
valores entre 48 e 207 mg acido galico/100g de amostras de diferentes origens florais.

Al-Mamary et al.(2002), obtiveram para méis de A. mellifera de diferentes localidades,
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conteudo de polifenois totais variando de 53,52 a 246,21 mg/100g, valores semelhantes
aos obtidos por este trabalho. Ferreita et al.(2009), pesquisaram o conteido de
polifendis totais presentes em méis de Portugal e encontrou variagdo de 22,6 a 72,7
mg/100g. Lianda (2009) obteve para méis de A. mellifera teores totais de fenois

variando de 34 a 78,2 mg de acido galico/100g de mel.

4.2. Andlise Estatistica Multivariada

A andlise de Componentes Principais (PCA- do inglés Principal Component
Analysis) mostrou que os quatro eixos principais representaram 60,34%, 27,78%,
12,99% e 10,48% do total da variancia, respectivamente. A parcela estabelecida de
acordo com os eixos da PCA (Figura 23) sugere a existéncia de quatro grupos de

espécies de abelhas.

A seguir estdo representadas as andlises de componentes principais (PCA):

4 4
3
e Grupo IV
H
[ =
o
%‘ 8
O [ ]
[}
-
s 12
3 ®
o
-3 |
3 2 A a 1 2 3 4
Primeira Componente

Figura 23. Scores para amostras de méis de A. mellifera e meliponineos.

(1) A. mellifera Tracuateua; (2) A. mellifera Sdo Jodo de Pirabas; (3) A. mellifera Nova
Timboteua; (4) A. mellifera Sdo Miguel do Guama; (5)A. mellifera Vigia; (6) M. flavolineata Tracuateua;
(7) M. flavolineata Sao Jodo de Pirabas; (8) M. flavolineata Nova Timboteua; (9) M. flavolineata Vigia;
(10) M. fasciculata Tracuateua; (11) M. fasciculata Sdo Jodo de Pirabas; (12) M. fasciculata Nova

Timboteua; (13) M. fasciculata Sdo Miguel do Guama.
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O grafico dos loadings na Figura 24 mostra a influéncia das varidveis sobre as
amostras.

O comportamento distinto apresentado pelas amostras de mel da espécie A.
mellifera, ou seja, a discriminagdo da composigdo fisico-quimica destas amostras em
relagdo as amostras das demais espécies foi causada, principalmente, pela concentracao
de acidez e atividade diastasica, pois as amostras de mel provenientes da espécie A.
mellifera, de todos os municipios estudados, apresentam as maiores concentragdes de
acidez e atividade diastasica em relacdo as demais amostras. Ja4 as amostras de mel
provenientes da espécie de meliponineos coletados no municipio de Nova Timboteua e
M. fasciculata de Sdo Jodo de Pirabas, tiveram carater distintivo devido ao maior teor
de HMF apresentado. As amostras da espécie M. flavolineata agruparam devido ao teor
de umidade, que nesta espécie sdo elevados. O grupo das espécies de M. fasciculata

apresentou os maiores teores de sacarose, comparado as demais espécies deste estudo.
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Primeira Componente

Figura 24. Loadings para méis amostras de méis de A. mellifera e meliponineos.

(AT) Acucares Totais; (AR) Acucares Redutores; (HMF) Hidroximetilfurfural; (PT) Polifenois Totais;
(AD) Atividade Diastasica; (AA) Acido Ascorbico; (RMF) Residuo Mineral Fixo.

As tendéncias observadas através da andlise de componentes principais (PCA)
foram confirmadas através do dendograma obtido pela HCA (Figura 25).
O grupo I, integrado pela espécie A. mellifera, possui similaridade de 72,57 a

40%. O grupo II ¢é representado pelas espécies M. flavolineata ¢ M. fasciculata da
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regido de Nova Timboteua ¢ M. fasciculata da regido de Sao Miguel do Guama com
similaridades correspondentes 49,69% e 68,48%, respectivamente. O grupo III,
integrado pela espécie M. flavolineata, possui similaridade de 66,95 a 33,17%. O grupo
IV ¢ formado pela espécie M. fasciculata com similaridade de 57,15%.

A estrutura geral do dendograma produzido pelo método Ward de agrupamento
hierarquico, baseado na distancia euclidiana entre as populagdes, mostra o agrupamento
das treze populacdes para os mesmos quatro principais polos. Esta andlise também
enfatiza o carater distintivo das espécies de abelhas sem ferrdo da regido de Nova
Timboteua.

A seguir estdo representadas as andlises de agrupamento hierarquico (HCA):

-90,65—

-27,10—-

Simllaridade

36,45

100,00 T
1 4 3 3 2 8 12 13 6 9 7 10 11

Espécies

Figura 25. Dendograma para amostras de méis de A. mellifera e meliponineos.

(1) A. mellifera Tracuateua; (2) A. mellifera Séo Jodo de Pirabas; (3) A. mellifera Nova Timboteua; (4) A.
mellifera Sdo Miguel do Guama; (5)A. mellifera Vigia; (6) M. flavolineata Tracuateua; (7) M.
flavolineata S&o Jodo de Pirabas; (8) M. flavolineata Nova Timboteua; (9) M. flavolineata Vigia; (10) M.
fasciculata Tracuateua; (11) M. fasciculata Sdo Jodo de Pirabas; (12) M. fasciculata Nova Timboteua;
(13) M. fasciculata Sao Miguel do Guama

Nem PCA nem HCA mostraram uma clara relagdo linear entre as origens
geograficas das espécies e seu padrdo de agrupamento, exceto para os méis de M.
flavolineata e M. fasciculata da regido de Nova Timboteua. Assim, pode ser inferido
que a distribuicao geografica das espécies poderia ser explicada como resultado do
efeito da diversidade botanica nesta mesorregido e que o agrupamento por espécie deve-

se a diferenca no perfil fisico-quimico caracteristico dos méis de cada espécie.
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4.3. Isolamento de marcadores quimicos por HPLC- UV em méis de Apis

mellifera, Melipona flavolineata e Melipona fasciculata.

Para analise do perfil cromatografico dos méis foram otimizadas as condi¢des

cromatograficas com padroes de acidos fendlicos e flavonoides (Figura 26), para

posterior comparacao dos tempos de retengdo obtidos por cada amostra de mel coletadas

pelas espécies em estudo em diferentes localidades do Estado do Para.

A figura abaixo mostra o cromatograma da solu¢do metandlica da mistura dos

onze padrdes utilizados neste estudo.
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Figura 26. Perfil cromatografico da mistura dos padrdes de &cidos fendlicos e flavonoides

a 290 nm.

Os acidos fenolicos sdo: (AG) acido galico, (AC) acido cafeico, (AV) acido vanilico, (APC) acido p-
cumarico, (AF) acido ferulico, (AMC) acido m-cumarico (AOC)acido o-cumarico (ATC) acido trans-
cinamico ¢ (AOMC) acido o-metoxinamico. Os flavondides sdo: (MRC) Mircetina e (QRC) Quercetina.
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4.3.1. Compostos fendlicos em meis de Apis mellifera.

Os cromatogramas das amostras de A. mellifera, mostram que os méis coletados
nas diferentes regides do Estado possuem como acido fendlico principal, majoritario, o

acido gélico (Figura 27).

HAG
H QRC
EAOC
HPhl
HAV
i AF
i APC
i Ph2
kd MRC
M AMC
K ATC

Figura 27. Percentual de compostos fenélicos em mel de A. mellifera

Para os méis coletados na regido de Tracuateua houve maior representatividade
o acido galico com 35%, como mostra a Figura 28Erro! Fonte de referéncia néo

encontrada.:

AG
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Fh1 AF

AMC

T ko ko L = Lm;“

Figura 28. Cromatograma obtido para é&cidos fendlicos e flavondides em méis de A.
mellifera da regido de Tracuateua, através de RP-HPLC a 290nm.

(A) A. mellifera, regido de Tracuateua - Os compostos fenolicos sdo: (AG) acido galico, Ph;, (AV) acido
vanilico, (APC) acido p-cumarico, (AF) acido fertlico, (AMC) éacido m-cumarico (QRC) flavondide
quercetina, *Ph-acido fendlico desconhecido
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Os acidos p-cumdrico, ferrulico, acido desconhecido (Ph;) e flavonoide
quercetina sdo considerados compostos secundérios e estdo presentes na matriz com
11,1% 15,7%, 15,5% e 11,2%, respectivamente. Os demais acidos fendlicos presentes
nos méis analisados obtiveram porcentagem baixa em relacdo a propor¢do total de
acidos fendlicos com valores de 8% para acido vanilico e 0,98% para acido m-
cumadrico. A presenca de 4cido galico juntamente com acido p-cumarico, 4cido ferralico
e quercetina ¢ uma caracteristica do mel de A. mellifera da regido de Tracuateua
podendo ser usada como marcador quimico de origem geografica.

Os méis da regido de Sao Jodo de Pirabas possuem como compostos fenolicos
principais o flavondide quercetina e os acidos galico € o-cumarico (Figura 29). O
flavondide quercetina representa 33,4%, enquanto os acidos o-cumarico, e galico
representam 29,8% e 24,5 % do total de acidos fendlicos, respectivamente. O acido
ferralico, os acidos fendlicos desconhecidos (Ph;, Phy) e o acido trans-cinamico estio
presentes em pequenas quantidades. Estes trés compostos fendlicos representam 87,7%
do total de fenolicos presentes, este perfil fendlico ¢ caracteristico dos méis desta
regido, sugerindo que podem ser considerados marcadores quimicos para este tipo de

mel.
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Figura 29. Cromatograma obtido para acidos fenolicos e flavondides em méis de A.
mellifera da regido de sdo Jodo de Pirabas, através de RP-HPLC a 290nm.

(B) A. mellifera, regido de Séo Jodo de Pirabas - Os compostos fendlicos sdo: (AG) acido galico, Ph;, Ph,

(APC) acido p-cumarico, (AF) écido ferulico, (AOC) é4cido o-cumarico, (QRC) flavonodide quercetina,
(ATC) acido trans-cindmico, *Ph-acido fenolico desconhecido

Os méis coletados em Nova Timboteua sdo compostos de 45,8% de acido galico

e 20,9% de acido p-cumarico como componentes principais (Figura 30), enquanto o
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acido desconhecido (Ph;) e o flavonodide quercetina sdo os compostos fenolicos

secundarios com 19,3% e 16,4%, respectivamente.
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Figura 30. Cromatograma obtido para acidos fenodlicos e flavondides em méis de A.
mellifera da regido de Nova Timboteua, através de RP-HPLC a 290nm.

(C) A. mellifera, regio de Nova Timboteua - Os compostos fendlicos sdo: (AG) acido galico, Phy, (AV)
acido vanilico, (APC) acido p-cumarico, (QRC) flavonoide quercetina, *Ph-acido fendlico desconhecido.

Os méis da regido de Sao Miguel do Guama apresentaram como acido fendlico
principal o acido galico com 69,7% (Figura 31). O acido fenolico desconhecido (Ph;), o
acido p-cumarico e o flavondide miricetina apresentaram 10,3%, 4,1% e 1,7%,
respectivamente. A presenca do flavondide miricetina diferencia o mel desta regido dos
méis coletados nas demais regides, sendo juntamente com o 4acido galico, marcador

quimico do mel da espécie A. mellifera da regido de Sao Miguel do Guama.
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Figura 31. Cromatograma obtido para acidos fendlicos e flavondides em méis de A.
mellifera da regido de Sdo Miguel do Guama, através de RP-HPLC a 290nm.
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(D) A. mellifera, regido de Sdo Miguel do Guama - Os compostos fenolicos sdo: (AG) acido galico, Phy,
Ph,, (APC) acido p-cumarico, (MRC) flavondide miricetina, *Ph-acido fenodlico desconhecido.

No municipio de Vigia, os méis coletados obtiveram como &acido fenolico
principal o 4cido gélico com 79,6% (Figura 32). Os acidos p-cumarico, o-cumarico €
trans-cindmico, além do flavondide quercetina obtiveram valores que correspondem a
5,3%, 2,8%, 0,6% e 5,7%, respectivamente. A presenc¢a do acido trans-cindmico e a alto
teor de acido galico presente nos méis desta regido podem indicar estes compostos

como marcadores quimicos de origem botanica e geografica.
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Figura 32. Cromatograma obtido para é&cidos fenodlicos e flavondides em méis de A.
mellifera da regido de Vigia, através de RP-HPLC a 290nm.

(D) A. mellifera, regido de Vigia - Os compostos fendlicos sdo: (AG) acido galico, (APC) acido p-

cumarico, (AOC) acido o-cumarico, (QRC) flavondide quercetina, (ATC) acido trans-cinamico, *Ph-
acido fenolico desconhecido

A Tabela 18 mostra os teores individuais para os acidos fenolicos e flavonodides
identificados nos extratos metandlicos das amostras de mel coletadas pela espécie A.

mellifera obtido de diversos municipios do Estado do Para.

Tabela 18. Acidos fendlicos presentes em méis de A. mellifera (africanizada)

Amostras Acidos fenolicos * (%)°

AG Ph; Ph, AV APC MRC AF AMC AOC QRC ATC

Tracuateua 350 155 - 80 11,1 - 15,7 0,98 - 11,2 -
S.J. Pirabas 24,5 6,1 34 - 0,7 - 1,9 - 29,8 33,4 0,2
Nova Timboteua 458 19,3 - 9,7 209 - - - - 16,4 -
S.M. Guama 69,7 10,3 3.8 - 4,1 1,7 - - - - -
Vigia 79,6 - - - 53 - - - 2,8 5,7 0,6

® AG- 4cido galico, Ph, e Ph,- 4cido fenolico desconhecido, APC- 4cido p-cumdrico, MRC- mircetina,
AF- acido ferralico, AMC- acido m-cumarico, AOC- acido o-cumarico, QRC- quercetina
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P Porcentagem individual dos acidos fenélicos em relagio ao total de 4cidos fenolicos.
- acidos ndo encontrados nas amostras de mel das espécies analisadas

4.3.2. Compostos fendlicos em méis de Melipona flavolineata.

Na analise por cromatografia liquida dos méis da espécie M. flavolineata (Figura
33) observou-se presenga predominante de acido gélico e quercetina como principais

compostos fenolicos presentes.
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Figura 33. Percentual de compostos fendlicos em mel de M. flavolineata

Em méis coletados no municipio de Tracuateua o flavonoide quercetina
apresentou 67,8% do total de compostos fenolicos presentes, seguido pelos acidos
galico e o-cumdrico como componentes secundarios com 13,9% e 16,5%,
respectivamente. Os demais acidos fenodlicos, dcido m-cumdrico e o-cumarico, sao

encontrados em pequenas quantidades. Isto pode ser visto na Figura 34.
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Figura 34. Cromatograma obtido para acidos fendlicos e flavondides em méis de M.
flavolineata da regido de Tracuateua, através de RP-HPLC a 290nm.

(A) M. flavolineata, regido de Tracuateua - Os compostos fendlicos sao: (AG) acido galico, (AMC) acido

m-cumadrico, (AOC) acido o-cumarico, (QRC) flavondide quercetina, Ph;, (ATC) acido trans-cinamico,
*Ph-acido fenolico desconhecido
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Este perfil de fenolicos € caracteristico nos méis de M. flavolineata podendo ser
usado como marcador para origem botanica e geografica. Em relacdo aos méis de A.
mellifera coletados nesta mesma regido, observou-se diferenga na composigao do perfil
fenolico, que obteve como composto fendlico dominante o acido gélico. Isto ocorre,
devido a possivel preferéncia destas espécies por origens botanicas diferentes.

O perfil de compostos fendlicos de méis da regido de Sdo Jodo de Pirabas,
mostrado na Figura 35, ¢ dominado pelos compostos fenolicos quercetina, acido galico e
acido o-cumarico, semelhante ao encontrado em méis da espécie A. mellifera da mesma

regido.
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Figura 35. Cromatograma obtido para acidos fendlicos e flavondides em méis de M.
flavolineata da regido de Sao Jodo de Pirabas, através de RP-HPLC a 290nm.

(B) M. flavolineata, regifio de Sdo Jodo de Pirabas - Os compostos fendlicos sdo: (AG) acido galico, Phy,

Ph, (APC) éacido p-cumarico, (AF) acido feralico, (AOC) acido o-cumarico, (QRC) flavondide
quercetina, (ATC) acido trans-cinamico, *Ph-acido fendlico desconhecido

O flavondide quercetina representa 31,3%, enquanto o acido galico e o-cumarico
compde 23,8% e 23,6 % do total de compostos fendlicos, respectivamente. O acido p-
cumarico, fertlico, trans-cinamico e os acidos fenolicos desconhecidos (Ph; e Phy)
também estdo presentes, porém, em pequenas quantidades representando 21,3% do total
de fenolicos. A composicao fendlica de méis desta regido indica estes compostos como
marcadores quimicos potenciais para identificagao de origem botanica e geografica.

O perfil fendlico dos méis da regido de Nova Timboteua apresentou como
compostos fenolicos predominantes o 4cido gélico e o flavonodide quercetina com 30,1%

e 32,6%, respectivamente (Figura 36).

66



QRC
AG
<

150 —
.::ém—

AMC ATC

Ph1 APCAF AOC I

mj A ﬂ ‘ U\MWUJ

(= ¥ i _\llh'k L/\‘\——ff\/\ﬂ/\_/'/\'! J\M
= To by by ™ b

minutos

Figura 36. Cromatograma obtido para acidos fendlicos e flavondides em méis de M.
flavolineata da regido de Nova Timboteua, através de RP-HPLC a 290nm.

(C) M. flavolineata, regido de Nova Timboteua - Os compostos fendlicos sdo: (AG) acido galico, Phy,
(AV) éacido vanilico, (APC) acido p-cumarico, (AF) acido fertlico, (AMC) acido m-cumarico, (AOC)

acido o-cumarico, (QRC) flavonodide quercetina, (ATC) acido trans-cindmico, *Ph-acido fendlico
desconhecido

Os 4acidos p-cumarico, ferulico, m-cumdrico, o-cumadrico e trans-cinamico
variam de 6 a 7% em sua composicao individual. Os acidos vanilico e 4cido fenodlico
desconhecido (Ph;) estdo presentes com baixos teores, representando 5,5% do total de
compostos fenolicos. Comparado ao perfil fendlico obtido em méis de A. mellifera desta
regido, observa-se que apesar dos compostos predominantes nestes méis serem 0s
mesmos, os méis coletados por abelhas da espécie M. flavolineata apresentam maior
variedade de compostos fenolicos, demonstrando, assim, a preferéncia diferenciada de
origem botanica.

No municipio de Vigia, os méis coletados obtiveram como &cido fenodlico
principal o acido galico com 34,2% e o flavonoide quercetina com 30,4%. Os acidos p-
cumadrico, o-cumadrico e os acidos fendlicos desconhecidos (Phl, Ph2 e Ph3) valores
inferiores de 3,6%, 5,8 % e 13,2%, respectivamente (Figura 37).

O perfil fenolico destes méis caracteriza estes compostos como possiveis
marcadores de origem botanica e geografica. As espécies A. mellifera e M. flavolineata
desta regido diferenciam-se em relagdo a espécie botanica visitada, devido a diferenca
significativa na quantidade de compostos fendlicos presentes no perfil cromatografico

dos méis analisados.
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Figura 37. Cromatograma obtido para acidos fendlicos e flavondides em méis de M.
flavolineata da regido de Vigia, através de RP-HPLC a 290nm.

(D) M. flavolineata, regido de Vigia - Os compostos fenolicos sdo: (AG) acido galico, Ph;, Ph, (APC)
acido p-cumarico, (AOC) acido o-cumarico, (QRC) flavonoide quercetina, Ph; *Ph-acido fendlico
desconhecido

A Tabela 19 mostra os teores individuais para os acidos fenolicos e flavonodides
identificados nos extratos metandlicos das amostras de mel coletadas pela espécie M.

flavolineata obtido de diversos municipios do Estado do Para.

Tabela 19. Acidos fendlicos presentes em méis de M. flavolineata (urucu-amarela)

Amostras Acidos fenolicos * (%)°

AG Ph; Ph, AV APC AF AMC AOC QRC Ph; ATC

Tracuateua 13,9 - - - - - 1,3 16,5 0,5 0,1 0,5
S. J. Pirabas 238 12,1 43 - 0,53 4,1 - 236 313 - -
Nova Timboteua 30,1 5,1 - 0,4 6,4 59 68 5,8 32,6 - -
Vigia 342 29 103 - 3,6 - - 5,8 304 10,1 -

% AG- 4cido gilico, Ph, Ph,, Ph;- 4cido fendlico desconhecido, APC- &cido p-cumarico, MRC- mircetina,
AF- acido ferralico, AMC- acido m-cumarico, AOC- acido o-cumarico, QRC- quercetina

® Porcentagem individual dos acidos fendlicos em relagdo ao total de 4cidos fenolicos.

- acidos ndo encontrados nas amostras de mel das espécies analisadas
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4.3.3. Compostos fendlicos em meéis de Melipona fasciculata.

Os perfis cromatograficos das amostras de M. fasciculata indicam como
compostos fenodlicos principais, obtidos nas regides de Sdo Jodo de Pirabas, Nova
Timboteua e na regido de Tracuateua, os acidos &cido galico, o-cumarico e o flavondide
quercetina, o acido galico e flavonodide quercetina e apenas o acido desconhecido (Ph;)

como composto fendlico predominante, respectivamente (Figura 38).
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Figura 38. Percentual de compostos fendlicos em mel de M. fasciculata

Para os méis coletados na regido de Tracuateua, o acido galico apresentou um
teor de 80,7%. O acido vanilico e o flavondide quercetina obtiveram teores inferiores
em relagdo a propor¢do total de compostos fendlicos presentes com valores de 6,3%

para acido vanilico e 12% para o flavondide quercetina (Figura 39).

AG

(A)

mAU

QRC
AV

N S

ho by ) ™ &
minutos

— |

Figura 39. Cromatograma obtido para acidos fendlicos e flavonoides em méis de M.
fasciculata da regido de Tracuateua, através de RP-HPLC a 290nm.

(A) M. fasciculata, regido de Tracuateua - Os compostos fendlicos sdo: (AG) acido galico, Phy, Ph,,

(APC) acido p-cumarico, (AOC) acido o-cumarico, (QRC) flavondide quercetina, Ph; *Ph-acido fenolico
desconhecido
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O perfil cromatografico indica a presenca de apenas trés compostos fenolicos,
sendo acido galico predominante, caracterizando os méis de M. flavolineata desta
regido, podendo seus componentes fenodlicos ser considerados marcadores quimicos
potenciais. A espécie A. mellifera desta regido também apresenta como composto
fenodlico principal o acido galico, apenas a espécie M. flavolineata possui caracteristica
diferenciada, sendo o 4cido galico componente secundério.

Os méis da regido de Sdo Jodo de Pirabas possuem como compostos fenolicos
principais os acidos galico e flavondide quercetina (Figura 40). O 4cido galico representa
39,2%, enquanto a quercetina apresenta teor de 26,7% do total de compostos fenolicos.
O acido p-cumarico, ferrulico, o-cumarico e o acido fendlico desconhecido (Ph;) estao
presentes em pequenas quantidades 14,8%, 1,1 %, 16,9% e 1,3%, respectivamente. As
espécies A. mellifera e M. flavolineata desta regido apresentam caracteristicas
semelhantes, diferenciando-se apenas no percentual individual dos compostos fenolicos

predominantes, podendo ser usado com o marcador de origem botanica e geografica.
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Figura 40. Cromatograma obtido para acidos fendlicos e flavondides em méis de M.
fasciculata da regido de Sao Jodo de Pirabas, através de RP-HPLC a 290nm.

(B) M. fasciculata, regido de Sdo Jodo de Piraabs - Os compostos fenolicos sdo: (AG) acido galico, Phy,

(APC) acido p-cumarico, (AF) acido fertlico, (AOC) acido o-cumarico, (QRC) flavondide quercetina,
*Ph-acido fenolico desconhecido

Os compostos fendlicos dominantes encontrados em méis de Nova Timboteua
foram o acido gélico com 27,6%, acido fenolico desconhecido (Phs) com 27,5% e
quercetina com 18,0%. Como compostos secundarios estdo os acidos p-cumarico e

acido desconhecido (Ph;) com 5,4% e 7,3%, respectivamente. Os demais acidos
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possuem baixos valores em relagdo ao total de compostos fenolicos, sendo estes: acido
cafeico, acido desconhecido (Phy), acido ferulico, acido m-cumarico, acido o-cumarico,

e acido trans-cinamico (Figura 41).
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Figura 41. Cromatograma obtido para acidos fendlicos e flavondides em méis de M.
fasciculata da regido de Nova Timboteua, através de RP-HPLC a 290nm.

(C) M. fasciculata, regido de Nova Timboteua - Os compostos fenolicos sdo: (AG) acido gélico, (AC)
acido cafeico, Ph;, Ph,, (APC) acido p-cumarico, (AF) acido fertlico, (AMC) acido m-cumarico, (AOC)

acido o-cumarico, (QRC) flavondide quercetina, Ph; (ATC) acido trans-cindmico, *Ph-acido fenolico
desconhecido

Os méis de A. mellifera e M. flavolineata também apresentaram como composto
fendlico principal o dacido galico, entretanto, diferenciam-se pela quantidade de
compostos fenodlicos presentes no perfil cromatografico de cada espécie, além de
compostos fenolicos especificos, como a presenca do acido cafeico apenas em méis de
M. fasciculata. Esta regiao apresenta-se com grande diversidade boténica o que justifica
a diferenca nos perfis fenolicos de cada espécie. Esta caracteristica indica estes
compostos fendlicos como possiveis marcadores de origem boténica.

Os méis da regido de Sao Miguel do Guamé apresentaram como composto
fenolico identificado apenas o acido gélico com 2% do total de compostos fenolicos
(Figura 42). O composto fendlico principal foi o acido desconhecido (Ph;) com 97, 8%.
Os méis da espécie A. mellifera apresentaram maior variedade de compostos tendo

como principal componente o acido galico com 69,7%.
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Figura 42. Cromatograma obtido para acidos fenolicos e flavondides em méis de M.
fasciculata da regido de Sdo Miguel do Guama, através de RP-HPL.C a 290nm.

(D) M. fasciculata, regido de Sdo Miguel do Guama - Os compostos fendlicos sdo: (AG) acido galico e
Ph, *Ph-acido fenolico desconhecido

A Tabela 20 mostra os teores individuais para os acidos fenodlicos e flavonoides
identificados nos extratos metandlicos das amostras de mel coletadas pela espécie M.
fasciculata obtido de diversos municipios do Estado do Para.

Tabela 20. Acidos fendlicos presentes em méis de M. fasciculata (urugu-cinzenta)

Amostras Acidos fenélicos® (%)

AG AC Ph Ph, AV APC AF AMC AOC QRC Ph; ATC

Tracuateua 80,7 - - 6,3 - - - - 12,2 - -
S.J. Pirabas 39,2 1,3 - - 14,8 1,1 - 16,9 26,7 - -
Nova Timboteua 276 40 73 2.2 - 54 0,8 2,3 3,0 18 27,5 1,6
S.M. Guama 2,0 - 97,8 - - - - - - - - R

% AG- 4cido galico, Ph; e Ph,- 4cido fendlico desconhecido, APC- 4acido p-cumarico, MRC-
mircetina, AF- acido ferralico, AMC- acido m-cumarico, AOC- acido o-cumarico, QRC-
quercetina

® Porcentagem individual dos 4cidos fendlicos em relagio ao total de acidos fendlicos.

- acidos nao encontrados nas amostras de mel das espécies analisadas

4.4. Atividade Antioxidante em méis de Apis mellifera, Melipona flavolineata e

Melipona fasciculata.
Foi possivel observar que os méis que apresentaram os melhores resultados

foram aqueles que acompanharam os teores mais elevados de polifenodis totais e méis de

coloragdo mais escura (Tabela 21). Seus compostos majoritarios identificados por
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cromatografia liquida foram, respectivamente, os dacidos galico, o-cumarico e p-
cumadrico e o flavondide quercetina.
Tabela 21. Valores de CEs, (mg/100g) obtidos para os méis das espécies em estudo, bem

como os teores totais de fendis (mg de acido galico/ 100g mel) e cor.

Localidade A. mellifera M. flavolineata M. fasciculata

Méis Cor PT CEsy Cor* PT CEsy Cor* PT CEs
Tracuateua A 68,25 29,31 AC 26,39 48,92 EAC 25,53 54,43
Sao Jodo de Pirabas A 138,25 9,13 A 236,71 6,85 A 88,81 15,58
Nova Timboteua A 121,72 10,24 AC 58,59 31,27 AC 62,21 29,92
Sado Miguel do Guama A 154,28 8,87 - - - AC 59,78 31,04
Vigia AC 36,68 41,76 | EAC 56,78 32,03 - -

- amostras nao analisadas;
*- A- ambar; AC- ambar claro; EAC- extra ambar claro

Os méis da espécie A. mellifera das regides de Sdo Jodo de Pirabas, Nova
Timboteua e Sdo Miguel do Guamé mostraram melhor inibicdo do radical DPPH, tendo
assim atividade antioxidante significativa em relacdo as demais espécies, exceto para
méis de M. flavolineata da regido de Sao Jodo de Pirabas que obteve o melhor
percentual de inibi¢do com média de 6,85%.

Para méis de meliponineos apenas as amostras coletadas no municipio de Sao Joao
de Pirabas apresentaram melhores atividades antioxidantes.

Os méis da espécie M. flavolineata e M. fasciculata das regides de N.
Timboteua, S.M do Guama e Vigia, apesar dos altos teores de polifenodis totais, tiveram
os resultados menos significativos de CEsy.

Os polifendis presentes em menor concentragdo também tiveram menor
influéncia na atividade antioxidante dos méis, bem como a coloragao variando do ambar
claro ao extra ambar claro. A correlacao entre a CEsg e o contetdo de fendlicos totais foi
estatisticamente significativa, o coeficiente de correlagdo foi de 0,87.

Estevinho (2008), encontrou para CEsy 27,24 mg/100mL em méis escuros e
68,17mg/100g em méis claros, valores semelhantes aos encontrados neste estudo, onde
os méis mais escuros possuem melhores atividades antioxidantes. M¢is analisados no
Rio de Janeiro apresentaram concentragdo efetiva em 50% do total do efeito (CEs)
variando de 4,82 a 77,05% (Lianda et al., 2004). Lianda et al., (2009), obteve para méis
de A. mellifera de regides do Rio de Janeiro valores de CEs5, variando de 10,81 a 52,84
mg/100g. Os valores obtidos de CEsy para méis multiflorais de diversas regides de

Burkina Faso variaram de 1,63 a 29,13 mg/ml (Meda et al.,2005).
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CONCLUSOES

E possivel concluir que o mel de abelhas indigenas sem ferrdo possui diversas
caracteristicas diferenciadas do mel de A. mellifera, sendo de extrema

importancia a regulamentagdo de uma legislagao para o controle de qualidade.

Os méis coletados pela espécie A. mellifera apresentaram valores elevados de

acidez.

Os méis de meliponineos apresentaram naturalmente elevados teores de

umidade, quando comparado ao mel de A. mellifera.

A metodologia oficial de atividade diastasica para mel de A. mellifera ndo foi

eficiente para méis de meliponineo.

A concentragdo de polifenodis totais em mel de A. mellifera foi, na maioria dos
municipios, superior quando comparados aos méis de meliponineos, exceto para
mel de M. flavolineata da regido de Sao Jodo de Pirabas que obteve a maior
concentracdo de polifendis totais com valor médio de 236,71 mg 4cido

gélico/100 g.

A andlise estatistica multivariada através de PCA e HCA agrupou as amostras
em relagdo a espécie de abelhas diferenciando as abelhas indigenas sem ferrdo

da espécie A. mellifera através da caracterizacéo fisico-quimica.

Houve correlacdo significativa entre a atividade antioxidante e a presenca das
substancias fenolicas detectadas, indicando que o valor terapéutico do mel pode

ser atribuido a presenga dessas substancias.

A atividade antioxidante obteve relacdo com a cor dos méis, onde méis mais
escuros possuiram teores mais elevados de polifendis totais € maior atividade

antioxidante.
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O perfil cromatografico dos méis indicou a presenca de marcadores quimicos
especificos das espécies e suas regides para possivel identificagdo de origem

botanica e em alguns casos geografica, desses méis.

Os compostos fendlicos majoritarios presentes nos méis analisados foram o

acido gélico, acido o-cumarico, 4cido p-cumarico e o flavonoide quercetina.

Apesar do conhecimento existente sobre o potencial antioxidante apresentado
pelos acidos fendlicos dos alimentos, ¢ de extrema importancia o estudo da agao
destas substancias in vivo, pois ndo foram encontrados dados a respeito de sua
absorc¢ao, biodisponibilidade em condigdes fisiologicas e concentragao
plasmatica ideal para sua atividade de prote¢do contra os radicais livres e
doengas associadas, ainda que tenha sido verificado um elevado potencial

antioxidante destes compostos in vitro.
A preservagao da flora silvestre da Amazodnia ¢ fundamental como a biota

meliponinea que por sua vez produz o mel com atividade farmacolédgica tao

essencial para a vida
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Esta pesquisa representa mais um passo no sentido de contribuir com resultados que
incentivem a evolucdo da meliponicultura no Estado do Para e a implantacdo de um
modelo diferenciado de controle para o mel de meliponineos. Muitas questdes ainda
estdo em aberto, definindo pontos que devem ser explorados em outros trabalhos que
sigam a mesma linha de pesquisa. Desse modo, a seguir sdo destacados elementos de

pesquisa para serem investigados no futuro préximo:

e Validagdo de metodologias para verificacdo de atividade diastasica em méis de
meliponineo;

e Estudo da origem polinica dos méis.

e Estudo da agdo farmacologica de acidos fendlicos e flavonoides nos méis

e Estudo da acdo de compostos fenolicos in vivo para verificagdo de absor¢ao,
biodisponibilidade em condigdes fisiologicas e concentracdo plasmatica ideal

para sua atividade de protecao contra os radicais livres e doengas associadas.
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ANEXO

Parametros
Apis mellifera Melipona flavolineata Melipona fasciculata
Espécie T S.J.P N.T S.M.G \Y; T S.J.P N.T \; T S.J.P N.T S.M.G
pH 3,45° 3,62° 3,01° 3,33° 3,35° 3,69° 3,62° 3,87° 3,79° 4,27° 3,62° 3,35° 2,99°
M(SD) (0,01) | (+0,01) (0,01) | (+0,01) | (+0,01) | (£0,19) | (+0,01) (£0,02) (+0,01) (+0,01) | (£0,01) | (£0,01) | (+0,04)
Acidez meqg/kg 73,17° 74,62° 71,04° 66,56 76,37° | 44,98° 34,06° 47,73 35,53° 15,52° 20,20° | 45,51° 67,81°
M(SD) (0,01) | (+0,28) (£0,51) | (+0,23) | (+0,48) (0,68) (3,05) (1,92) (0,93) (1,08) (2,06) (0,95) (1,89)
Umidade % 20,07° 21,20° 19,87° 20,07° 20,01° 27,70° 26,73° 25,30° 24,00° 24,90° 25,23° 23,33° 21,17°
M(SD) +0,12) | (+1,04) (#0,29) | (+0,12) | (£0,29) | (x0,17) | (£1,10) (£0,17) (+0,20) (0,79) | (£0,25) | (£0,29) | (+0,76)
RMF % 0,06° 0,13° 0,14° 0,03° 0,24° 0,33° 0,19° 0,14° 0,24° 0,08° 0,15° 0,22° 0,17°
M(SD) (0,01) | (+0,01) (0,02) | (+0,01) | (£0,02) | (0,05) | (+0,03) (£0,01) (+0,02) (+0,01) | (£0,01) | (£0,04) | (£0,02)
Brix % 78,47° 78,13° 79,33° 78,00° 79,23° 70,30° 71,40° 72,93° 73,77° 73,67° 73,00° 75,23° 78,63°
M(SD) (+0,06) | (+0,12) (0,29) | (+0,00) | (+£0,25) | (+0,68) | (+1,22) (£0,12) (0,25) (0,76) | (£0,20) | (£0,25) | (0,32)
AR % 75,08° | 70,75°(+1 | 69,94° 77,02° 76,12° | 67,48 71,99° 75,84° 64,18° 72,84° | 71,66° | 69,94° | 71,45°
M (SD) (+0,75) ,96) (+2,18) | (+1,48) | (+0,66) | (+0,4) (+1,51) (+1,07) (+1,95) (£3,46) | (+1,52) | (+2,18) | (+0,61)
AT % 82,13° 78,60° 78,20° 80,64° 78,45° 69,35° 76,43" 77,66" 69,16° 85,80° 84,94° | 74,53° 77,08°
M(SD) (+1,08) | (+0,26) (+0,80) | (+0,31) | (+1,98) | (£0,59) | (+2,02) (+1,36) (+1,60) (£2,18) | (£2,99) | (£0,24) | (+0,51)
Sacarose % 7,05° 7,85° 2,30° 3,62° 2,33° 1,78° 4,21° 1,82° 4,98° 12,96° 13,28° 4,60° 5,64
M(SD) (+0,95) | (+2,10) (+0,54) | (+1,30) | (+2,18) | (£0,51) | (+0,96) (£2,41) (£1,0) (+4,52) | (£1,47) | (£2,25) | (£0,12)
Proteina % 0,43° 0,68° 0,33° 0,55° 0,61° 0,28° 0,27° 0,38° 0,28° 0,1° 0,15° 0,40° 0,41°
M(SD) (0,07) | (+0,05) (0,17) | (+0,03) | (+0,07) | (£0,08) | (+0,01) (£0,14) (+0,00) (£0,05) | (£0,04) | (£0,04) | (£0,24)
HMF mg HMF/Kg | 8,07° 3,54° 6,45° 7,35° 8,70° 5,32° 6,38° 6,73° 5,45° 6,6° 3,96° 6,91° 8,29°
M(SD) (0,5) (£0,60) (0,31) | (+0,20) | (£0,33) | (£0,05) | (+1,90) (£0,17) (£0,1) (+1,41) | (£0,27) | (£0,35) | (£0,71)
AA mg/100g 4,63° | 4,84° 4,76° 4,59° 4,44° 1,90° 1,05° 4,99° 2,09° 1,05° 3,13° 4,59° 4,18°
M(SD) (+0,26) | (£1,19) (+0,54) | (+0,22) | (+0,67) | (£0,17) | (£0,00) | (+0,14) (+0,01) (£0.00) | (£0,00) | (£0,21) | (£0,77)
PT mg/100g 68,25° | 138,25° | 121,72° | 154,28° | 36,68° | 26,39° | 236,71° | 58,59° 56,78" 25,53° 88,81° | 62,21° | 59,78°
M(SD) (+3,64) | (£3,92) (£3,82) | (+2,44) | (+1,65) | (£2,44) | (+0,61) (£1,22) (+0,78) (£0,94) | (£1,40) | (£1,81) | (£1,74)
AD 14° 14,5° 13° 14° 14° nd nd nd nd nd nd nd nd
Cor (nm) 0,462 0,592 0,442 0,552 0,331 0,367 0,428 0,262 0,124 0,162 0,496 0,334 0,335

M: média; SD: desvio padrdo; RMF: residuo mineral fixo; AR: acUcares redutores; AT: acuUcares totais; HMF: hidroximetilfurfural; AA:acido
ascorbico; PT: polifendis totais; AD: atividade diastasica; nd: ndo detectado;
Letras horizontais iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

