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RESUMO
Amostras de mel produzido por abelhas sem ferrdo M. flavolineata (urucu-amarela)
provenientes de Belém do Pard foram analisadas quanto as suas caracteristicas
microbioldgicas e fisico-quimicas, com o objetivo de avaliar os efeitos que a fermentacéo
natural causa nas caracteristicas fisico-quimicas do mel ao longo do tempo. As amostras
foram coletadas de 5 diferentes potes de mel dispostos em cinco caixas racionais nos
seguintes tempos: 7, 14, 21, 31, 35 e 45 dias. As amostras foram coletadas através de pipetas
descartaveis e transferidas para recipientes plasticos esterilizados de 50mL. Apds a coleta das
amostras, estas foram mantidas sob-refrigeracdo até o momento dos ensaios. As andlises
fisico-quimicas e microbioldgicas realizadas foram: acidez, pH, acUcares, s6lidos soluveis,
umidade, atividade de agua e polifendis totais, coliformes, bolores e leveduras e contagem de
bactérias. A fermentacdo do mel foi comprovada pela diminuicdo dos agucares totais e pelo
alto contetdo de umidade. A acidez total aumentou ao longo dos 45 dias e consequentemente
0 pH diminuiu. A atividade de agua nao sofreu varia¢des significativas no decorrer do tempo.
Notou-se pequeno aumento dos solidos solGveis ao longo do tempo, assim como 0 aumento
de polifendis totais. Todas as amostras apresentaram resultado negativo para coliformes. Os
resultados das anélises de bolores e leveduras e de contagem padrédo de bactérias apresentaram
tendéncia a diminuir nas Ultimas analises das amostras. A fermentacdo natural no mel de M.

flavolineata pode acrescentar substancias que sao benéficas e importantes ao mel.

Palavras-chave: Mel de abelha sem ferrdo. Andlises fisico-quimicas. Melipona flavolineata.

Fermentagéo natural.



ABSTRACT
Samples of honey produced by stingless bees M. flavolineata (urucu-amarela) from Belém of
Para were analyzed for their microbiological and physico-chemical characteristics whit the
objective to evaluate the effects of natural fermentation on the physicochemical characteristics
of honey over time. The samples were collected from 5 different pots of honey arranged in
five rational boxes in the following times: 7, 14, 21, 31, 35 and 45 days. The samples were
collected through disposable pipettes and transferred to 50mL sterilized plastic containers.
After collect of samples, they were kept under refrigeration until the time of the tests. The
physical-chemical and microbiological analyzes were: acidity, pH, sugars, soluble solids,
humiduty, water activity and total polyphenols, coliforms, molds and yeasts, and bacterial
counts. The fermentation of honey was evidenced by the decrease of the total sugars and by
the high humidity content. The total acidity increased over the 45 days and consequently the
pH decreased. The water activity didn’t suffer significant variations over time. It was noted a
small increase in soluble solids over time, as well as an increase in total polyphenols. All the
samples showed negative results for coliforms. The results of the analyzes of mold and yeast
and standard bacterial counts showed a tendency to decrease in the last analyzes of the
samples. The natural fermentation in honey of M. flavolineata can add substances that are

beneficial and important to honey.

Keywords: Bee stingless honey. Physicochemical analyzes. Melipona flavolineata. Natural

fermentation.
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1 INTRODUCAO

As abelhas sem ferrdo ou meliponineos, também conhecidas como abelhas indigenas
ou abelhas nativas sdo assim conhecidas em virtude da criacdo realizada pelos indigenas por
muitos séculos (RODRIGUES, 2005). Essas espécies de abelhas possuem o ferrdo atrofiado o
que as torna incapazes de ferroar (SILVEIRA et al. 2002). Apesar das abelhas sem ferréo nao
possuirem um ferrdo funcional e serem incapazes de ferroar, elas possuem outras maneiras de
se defender. Elas podem enroscar no cabelo, morder, depositar resina ou secre¢do acida no
predador, manter guardas permanentes.

Estdo descritas no Brasil 244 espécies de abelhas sem ferrdo validas e cerca de 89
formas ainda ndo descritas, alocadas em 29 géneros (PEDRO, 2014). A meliponicultura é
uma atividade bastante difundida nas regides Norte e Nordeste do Brasil e assim como as
abelhas com ferrdo as abelhas nativas apresentam produtos e subprodutos, tais como, mel,
propolis, polen e geopropolis, sendo economicamente valorizado somente o mel, por esse
motivo e pela facilidade de manejo, a criacdo dessas abelhas vem crescendo ao longo dos
anos.

O mel é uma substancia produzida por abelhas meliferas, em especial as pertencentes
ao género Apis, 0 mesmo se produz a partir do néctar das flores, e possui um alto valor
nutricional (BERA e ALMEIDA- MURADIAN, 2007). Silva et al. 2006, complementaram
que o mel é constituido de varios acucares, havendo o predominio de D-frutose e Dglicose, a
cor do mel varia de quase incolor a marrom escuro, pode ser fluido, viscoso ou até mesmo
solido e seu sabor e aroma irdo variar de acordo com a origem da planta.

Embora produzam em menor quantidade, quando comparado com as abelhas com
ferrdo, os meliponineos fornecem um produto diferenciado do mel de Apis, apresenta maior
docura e aroma inigualaveis, possuindo consumidores distintos e dispostos a pagar altos
precos pelo produto no mercado (CARVALHO et al. 2005).

Em nossa regido amazonica hd um grande potencial tanto para meliponicultura quanto
para apicultura devido a grande diversidade de espécies que se pode encontrar. O mel ainda é
0 produto mais explorado por apicultores e meliponicultores, porém o mel de meliponineos
necessita de suporte tecnologico e cientifico para correta producdo e comercializacdo que
sigam padrdes exigidos por uma legislacdo especifica.

O mel de abelhas sem ferrdo possui maior teor de umidade que as abelhas estrangeiras
e por esse motivo podem fermentar com maior facilidade, o que faz com que haja uma estreita

relagcdo entre os microoganismos e as abelhas e consequentemente com o mel. Assim como
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em muitos insetos, 0S microorganismos apresentam um importante papel na nutricdo das
abelhas e na protecdo contra microorganismos prejudiciais. (GILLIAM et al. 1990;
ANDERSON et al. 2011). Os principais microrganismos responsaveis pela fermentagdo do
mel s&o as leveduras e bolores, alterando as caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas do
mesmo.

As mudancas que ocorrem nas caracteristicas do mel, ocasionadas pela acdo de
microorganismos, ainda ndo estdo totalmente elucidadas, pois até agora hd muitas discussdes
sobre o aspecto patogénico que esses seres causam, mas ha indicios de que a fermentacédo
causada por eles adicionam caracteristicas importantes ao mel, como a conservacdo do mesmo
e producdo de substancias antioxidantes.

No Brasil ha um vasto conhecimento sobre a apicultura, onde se pode contar com
legislacBes que estabelecem métodos bem definidos para analise e padrbes de qualidade, por
outro lado, para a meliponicultura ndo existem normas para o controle de qualidade que
assegure aos produtos uma comercializacdo legal e aos consumidores a compra de produtos
idoneos (SOUZA e BAZLEN, 1998). Na literatura existem poucos relatos das caracteristicas
fisico-quimicas do mel de abelha sem ferrdo ao longo do tempo.

Para tanto, visando contribuir para o entendimento dos processos bioquimicos e
biologicos que estdo relacionados com o processo de armazenamento do mel, por abelhas sem
ferrdo, neste trabalho estudaram-se os efeitos da fermentacdo natural sobre as caracteristicas
fisico-quimicas do mel da abelha Melipona flavolineata (urucu — amarela) — Belém PA, e

além das andlises fisico-quimicas, contou com analises microbioldgicas e polifenois totais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos que a fermentacao natural causa as caracteristicas fisico-quimicas do

mel de abelha sem ferrdo Melipona flavolineata ao longo do tempo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Realizar analises fisico-quimicas e microbiol6gicas no mel no decorrer do tempo;
v Analisar os resultados obtidos frente a fermentacao natural do mel.
v Comparar os resultados obtidos com as propostas de legislacdo para mel de ASF.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CONSIDERACOES SOBRE ABELHAS SEM FERRAO

As abelhas sem ferrdo fazem parte da tribo Meliponini ou subtribo Meliponina que séo
representadas por centenas de espécies nas regides tropical e subtropical do hemisfério sul
(SILVEIRA et al. 2002). Na regido amazOnica sdo descritas mais de 140 espécies e
atualmente existem 33 géneros exclusivamente neotropicais, totalizando 619 espécies
(MICHENER, 2000; CAMARGO, PEDRO, 2007).

A criacdo de abelhas da subtribo Melipona recebe o nome de meliponicultura. 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 producdo agricola e
regeneracao da vegetacdo natural (VENTURIERI et al. 2003).

Os meliponineos sdo abelhas eussociais, 0 que significa que s6 podem viver em
colénias, onde ha sobreposicdo de geracOes e divisdo de trabalho entre as castas. Essas
coldénias sdo perenes e, geralmente, possuem apenas uma rainha fecundada. S&o
extremamente diversas em morfologia, habitos de nidificagdo, comportamento e ecologia.
Dessa forma, existem desde abelhas minusculas, até abelhas maiores que as abelhas com
ferrdo. As abelhas sem ferrdo tambeém apresentam algumas diferencas em relacdo as abelhas
meliferas. A rainha mae fica no ninho, enquanto quem parte com as operarias € uma rainha
virgem. Esta rainha fara seu v6o nupcial para se acasalar e, logo apos, se estabelecer no novo
ninho. Entretanto, o contato entre a colonia filha e a colénia méde permanece por
aproximadamente 40 dias, e as operarias da col6nia filha podem levar material de construcéo
de ninho (cerume) da colénia mée, durante este periodo.

Os meliponineos sdo abelhas que necessitam de um manejo simples em relacdo as
abelhas com ferrdo devido serem menos agressivas ao homem e animais (NOGUEIRA-NETO
1997). A regido Amazodnica se destaca como grande berco para o sucesso da meliponicultura
de mercado devido ao clima, as espécies existentes e a disponibilidade de recursos florais
(VENTURIERI, 2005; VILLAS-BOAS & MALASPINA, 2005). Apesar de as abelhas sem
ferrdo produzirem mel em menor quantidade, elas oferecem um produto que se diferencia do
mel das abelhas africanizadas, principalmente no sabor caracteristico € no aroma, podendo
alcancar elevados precos no mercado (ALVES et al. 2005; CORTOPASSI-LAURINO, 2002;
KERR, 1996; NOGUEIRA-NETO, 1997).
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Entre as diversas peculiaridades dos méis de meliponineos, destacam-se sua maior
acidez e maior quantidade de agua. Outra caracteristica importante a ser destacada é a forma
de os meliponineos armazenarem o mel em seu ninho. Pdlen e mel sdo armazenados
separadamente. Portanto, em uma colbnia de abelhas sem ferrdo, podemos encontrar dois
tipos de potes de alimento: potes de p6len e potes de mel. O mel de meliponineos diferencia-
se do mel de Apis por diversos fatores, tais como: espécies colhidas (fontes vegetais),
espécies de abelhas que produzem o mel, estado fisioldgico da colbnia, estado de maturacdo
do mel, natureza do solo e condi¢des meteoroldgicas (CRANE, 1985; PAMPLONA, 1994). A
cor varia do quase transparente ao ambar escuro e 0 gosto e niveis de aglcar dependem da
espécie, da época, da regido e, principalmente, da florada (AZEREDO et al. 1999). Além dos
acucares em solucdo, o mel também contém &cidos organicos, enzimas, vitaminas,
flavondides, minerais e uma extensa variedade de compostos organicos, que contribuem para
sua cor, odor e sabor (PAMPLONA, 1989).

Apesar da sua importancia, a legislacéo brasileira que regulamenta a padronizacao do
mel para fins de comercializagdo s6 atende as caracteristicas do mel de A. mellifera, ndo
contemplando o mel das abelhas nativas do Pais. Isso leva a necessidade de estudo dos
diferentes méis destas abelhas, para sua padronizacao e elaboracdo de uma futura legislacao
brasileira especifica (AMAVIDA, 2006; AZEREDO et al. 1999).

3.2 ABELHA SEM FERRAO Melipona flavolineata

A abelha da espécie Melipona flavolineata ndo possui ferrdo e € muito comum no
nordeste paraense, onde é conhecida também por Urucu-amarela, sendo preferida pelos
agricultores para a criacdo racional, por ser considerada boa produtora de mel. Esta espécie
possui sistema de criacdo bem desenvolvido e o nimero de criadores que adotam o sistema de
caixas racionais tem aumentado ao longo dos anos. A referida espécie ocorre na porgédo
oriental do Estado do Para e parte nos Estados do Ceara, Maranhdo e Tocantins (PEDRO,
2014). As abelhas operéarias podem ser agressivas e as colénias possuem populacdo média. O

mel é saboroso, ndo apresentam habitos sujos e pode ser criada com facilidade.
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Figura 1. Rainha e operaria de Melipona flavolineata (urugu-amarela), no momento em
que antecede a 0voposicao.

Giorgio Venturieri

3.3 FERMENTACAO

A fermentacdo é um processo, com auséncia de oxigénio, pelo qual bactérias e fungos
transformam carboidratos em outras substancias organicas as quais fornecem energia aos
microorganismos. A fermentacdo pode ser alcodlica, onde os carboidratos sdo transformados
em alcool; acética, em que o alcool é transformado em &acido acético; e latica, na qual os
carboidratos sdo transformados em &cido latico e outras substancias.

A relacdo de bactérias, bolores e leveduras com as abelhas ainda ndo foi totalmente
elucidada. Os maleficios e os beneficios que esses microorganismos causam as abelhas sem
ferrdo e aos seus produtos precisam ainda ser mais investigados, pois devido ao grande
namero de espécies de abelhas existentes ndo ha como generalizar dados, visto que cada
espécie possui sua particularidade. Ha uma linha de pesquisa que discute o papel ndo
patogénico dos microorganismos em col6nias de abelhas sem ferrdo, ou seja, que tem o foco
nos beneficios que esses microorganismos podem causar as abelhas.

Alguns microorganismos como as leveduras podem crescer no mel por tolerar as
condigdes &cidas e niveis altos de sacarose, enquanto que as leveduras osmofilicas crescem
quando a pressdao osmdtica € alta, inclusive no mel maduro, fermentando-o facilmente. A
fermentacdo do mel resulta no crescimento da levedura convertendo o agtcar em alcool, gas
carbdnico, 4cidos orgénicos e outras combinacdes (SNOWDON, 1999). Em presenca de
oxigénio, o alcool pode ser convertido em &cido acético (PEREIRA et al. 2004).
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As abelhas podem adicionar muitas enzimas ao mel, que sdo produzidas por suas
glandulas (COSTA E CRUZ - LANDIM, 2005), mas 0s microorganismos que vivem em mel
também podem secretar muitas enzimas proteoliticas, glicoliticas e lipoliticas, que irdo
converter, fermentar e/ou preservar 0 mel (GILLIAM et al. 1990). H& alguma evidéncia de
que o mel de abelha sem ferrdo pode fermentar naturalmente dentro dos potes fechados do
mel. E muito comum ver espuma na superficie do mel dentro potes de mel (SOUZA et al.
2007; MENEZES, observacdes pessoais), indicando que as bolhas de gas estdo escapando do

mel, provavelmente da fermentacéo alcodlica

3.4 MICROBIOLOGIA DO MEL

Alguns microorganismos que se fazem presentes no mel natural, normalmente sdo
provenientes do nectar de flores e do contato com as proprias abelhas. Os produtos que
contém mel exigem, portanto, pasteurizacdo ou adi¢do de produtos quimicos (KRELL, 1996;
GONZALES, 2002). De acordo com Tysset e Rousseau (1981) as fontes secundarias de
contaminacdo do mel como o homem, equipamentos, recipientes, vento, poeira, agua, insetos
e outros animais sejam provavelmente iguais a de outros alimentos.

Coliformes totais (CT), bolores e leveduras (BL) séo indicativos de higiene associados
a manipulagdo. Coliformes fecais (CF) sdo indices higiénico-sanitarios por serem
potencialmente causadores de enfermidades. Bolores podem produzir toxinas hepatotdxicas
quando consumidas em longo prazo.

A quantidade de bactérias presentes no mel pode variar com o tipo de mel (néctar ou
honeydew), tipo da amostra (mel verde ou maduro), tempo e colheita, armazenamento e
técnica de analise utilizada (SNOWDON, 1999). A qualidade do mel ndo depende apenas das
praticas higiénicas do produtor, mas também esta relacionada com os habitos higiénicos das
abelhas, pois € conhecido que muitas espécies pousam em material fecal (NOGUEIRA-
NETO, 1997).

De acordo com Cano et al. (1994) e Camargo et al. (2000) bacterias do género Bacillus
sdo as bactérias mais comuns e presentes em coldnias de abelhas sem ferrdo. As fermentacdes
acetica e lactica, que ocorrem no mel, também sdo realizadas por estas bactérias. O
aparecimento de bolhas ou espuma na superficie do mel indicam fermentacdo alcodlica que
sob condi¢des aerdbicas pode tornar-se acética, pois certas bactérias, geralmente as do género
Bacillus, convertem alcool e oxigénio em acido acético e dgua. (GILLIAM, 1979b). Quando

hd a producdo de acido latico e agua ocorreu fermentagdo latica, a qual é geralmente
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proporcionada por bactérias. Além da funcdo aparente na digestdo dos alimentos, de maneira
que os torna menos suscetiveis a danos e proliferacdo de microrganismos, Yoshiyama e
Kimura (2009) encontraram fortes evidéncias de que espécies de Bacillus também secretam
antibioticos.

O mel é geralmente contaminado por microorganismos, sendo as leveduras
osmofilicas, principalmente  Saccharomyces, Schizosaccharomyces e Torula, 0s
predominantes (MIGDAL et al. 2000). Os géneros Candida e Starmerella também ocorrem
frequentemente no mel (CAMARGO et al. 1992; ROSA et al. 2003; TEIXEIRA et al. 2003).
Assim como as bactérias, as leveduras também possuem uma importante relagdo com as
colénias de meliponineos, pois também secretam enzimas que ajudam a conservar 0S
alimentos. O processo de fermentacdo alcodlica é também iniciado por leveduras.

Muitos fungos estdo associados ao contetdo intestinal das abelhas, colmeias e pasto
apicola. Fungos, como Aspergillus, Chaetomium, Penicillium e Peyronelia tém sido isoladas
em fezes de larvas de abelhas e no mel (GILLIAM; PREST, 1987). O mel pode ser
fermentando facilmente por microorganismos quando algumas condicdes lhes séo favoraveis,

tais como umidade elevada e pouca higiene no momento de manipulacgéo.

3.5 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO MEL

Neste trabalho os caracteres fisico-quimicos analisados foram:

3.5.1 ACIDEZ

O acido glicbnico é o principal &cido encontrado no mel e esta em equilibrio na forma
de glicono-lactona, que sera liberado quando o mel se alcaliniza. A acidez total € resultante da
hidrolise das glicolactonas (PASSAMANI, 2005). Existem outros acidos que podem ser
encontrados no mel, como o formico, acético, benzdico, butirico, citrico, iso- valérico, latico,
maleico, malico, oxalico, fenilacético, propibnico, piroglutanico, succinico e valérico, e
muitos desses acidos sdo adicionados pelas proprias abelhas. A acidez é extremamente
importante, pois influencia na viscosidade, na estabilidade do mel e na conservacao, por inibir

a acdo de microrganismos e, também, por realcar seu sabor (MOURA, 2010).
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3.5.2PH

O pH determinado no mel refere-se aos ions hidrogénio presentes numa solucéo,
podendo influenciar na formagdo de outros componentes, assim como na velocidade de
producdo do hidroximetilfurfural (HMF) (VIDAL; FREGOSI, 1984). O pH é influenciado
pela origem boténica, concentracdo de diferentes cidos, ions calcio, sodio e potassio, bem
como por outros constituintes das cinzas. Em geral todos os méis sdo acidos e o pH para 0s
méis brasileiros de Apis mellifera varia de 3,95 a 4,09, enquanto o de meliponineos varia de
3,39 a2 4,63 (CORTOPASSI-LAURINO E GELLI, 1991).

Evangelista-Rodrigues 2005 observou que houve diferenca significativa entre os méis
das espécies de abelhas africanizadas e nativas, mesmo quando produzidos na mesma
localidade, fator que poderia ser explicado pelas substancias mandibulares que séo acrescidas
ao nectar durante o transporte do mel até a colmeia.

Valores de pH abaixo de 4,5 geralmente restringem o crescimento de microorganismos
mesofilos, ou seja, a microbiota patogénica é deterioradora, contribuindo assim para maior
durabilidade do mel (SOUZA, B. et al., 2004).

O pH ¢ considerado um importante fator antimicrobiano, provendo maior estabilidade
ao produto quanto ao desenvolvimento de microorganismos. Embora ainda exista uma
discusséo a este respeito € facil compreender a sua relevancia quando se considera que varios
microorganismos patogénicos para 0os animais tem um pH &timo para 0 seu crescimento na
faixa de 7,2 a 7,4, embora algumas bactérias causadoras de enfermidades se desenvolva na
faixa de 4,0 a 4,5 (NOGUEIRA-NETO, 1997). O desenvolvimento destes microorganismos,
juntamente com conteddo mineral, atividade enzimatica e textura, podem levar a alteracdo de
valores de pH (CAVIA et al. 2007).

3.5.3 ACUCARES

De modo geral, os acucares sdo componentes predominantes no mel de abelhas sem
ferrdo, variando de 85 a 95%, em relacdo aos demais compostos, com percentual proximo aos
32% de glicose e 39% de frutose (SOUZA et al., 2006). Estes acglUcares estabelecem as
caracteristicas fisico-quimicas (viscosidade, cristalizacdo e acidez) e sensoriais (aroma e
docura) marcantes no mel de meliponineos (ALVES et al., 2005).

Em méis de abelhas indigenas sem ferrdo, esses valores sdo muito variados,

dependendo da espeécie e da flora que o originou. Para que ocorra a cristalizacdo do mel, a
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concentracdo de glicose deve estar acima de 30%. Acucares ndo redutores, como a sacarose,
que servem como parametros de pureza do mel, mas quando determinada em grande
quantidade, pode caracterizar adulteracdo, tanto na alimentacdo das abelhas quanto na adicéo
direta de sacarose no mel (BERA, 2004).

Os teores de frutose e glicose sdo extremamente importantes para o estabelecimento de
uma série de caracteristicas do mel. A glicose, por exemplo, € 0 monossacarideo responsavel
pela granulacdo do mel. O maior problema resultante dessa precipitacdo de glicose é o
aumento do teor de umidade da fase liquida, que permite que células de leveduras osmofilicas
(microorganismos que se desenvolvem em condigOes desfavoraveis: atividade de dgua baixa e
concentracdo de glicidios alta), que ocorrem naturalmente no mel, se multipliqguem e
provoguem a fermentagé@o do produto (MOREIRA; DE MARIA, 2001).

3.5.4 SOLIDOS SOLUVEIS

Os solidos soltveis no mel sdo definidos como a medida da concentracdo de solidos
dissolvidos em uma solugdo, como os acgucares e acidos (COULTATE, 2004). Os valores para
este parametro sdo altos, principalmente em mel, visto que este possui elevado valor de
acucares e acidez.

Sousa et al. (2010), em estudo de mel de abelhas mandacaia detectaram 66 °Brix, e
para mel de abelha tiuba detectaram 61 °Brix. Ressalta-se que a legislacdo ndo recomenda

valores minimos e/ou maximos para este parametro.

3.5.5 UMIDADE

De maneira geral, o mel das espécies de meliponineos tem como principal
caracteristica a diferenciacdo nos teores de agua (umidade), o que 0 torna menos viscoso que
o mel das abelhas africanizadas (CAMPOS; MODESTA, 2000). Quanto a producdo de mel
por meliponineos, existem méis que se aproximam dos de A. mellifera em contetdo de agua e
em acucares, 0 que tecnologicamente € muito importante. Quando a concentracdo de agucares
é elevada, hd um menor nimero de moléculas de agua disponiveis para o desenvolvimento de
microorganismos, ficando estes inibidos, proporcionando um produto mais estavel a
degradacdo microbioldégica (NOGUEIRA-NETO, 1997). A agua presente no mel estd
diretamente relacionada com a origem floral, localizacdo geografica, condi¢bes climaticas

(temperatura e umidade) e edaficas (solos), estacdo do ano, umidade original do néctar e grau
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de maturacdo na colmeia (BIJLSMA et al. 2006; CARVALHO et al. 2003; GONZALEZ,
2002).

Os méis dos meliponineos contém até 36,4 % de agua, o que em condicBes especiais
de niveis elevados de umidade pode levar o mel a fermentar pela acdo de leveduras
osmofilicas (tolerantes ao aglcar) presentes também em sua composicdo. (GONZALEZ,
2002; CORTOPASSI-LAURINO & GELLI, 1991; BIILSMA et al. 2006). A maior
possibilidade de fermentacdo do mel esté ligada ao teor de umidade e a presenca de leveduras
gue, ao encontrarem um meio propicio, irdo converter o acucar presente em alcool. Para o mel
in natura, a fermentacdo € um processo indesejavel, uma vez que pode reduzir
significativamente a vida Gtil do mesmo. Entretanto, quando essa fermentacdo é controlada e
conduzida pela inducéo de leveduras selecionadas, pode-se obter um produto conhecido como
hidromel (MATTIETTO et al. 2006).

3.5.6 ATIVIDADE DE AGUA

E a agua que encontra-se disponivel, neste caso no mel, e que pode ser utilizada por
microorganismos resultando na fermentacdo do mesmo. Segundo Zamora & Chirife, 2005, o
limite de atividade de agua para o crescimento de leveduras que séo encontradas naturalmente
no mel esta por volta de Aw =0,61 - 0,62. Coultate, 2004 relaciona o desenvolvimento dos
principais microorganismos com seus respectivos valores minimos de atividade de agua,

segundo a tabela 1.

Tabela 1 Valores minimos de atividade de agua para o desenvolvimento de microorganismos.

Microorganismo Atividade de agua Microorganismo Atividade de 4gua
(Aw) (Aw)
Bactérias comuns 0,91 Bactérias halofilicas 0,75
Leveduras comuns 0,88 Bolores xerofilicos 0,65
Bolores comuns 0,80 Leveduras osmofilicas 0,60

Fonte: COULTATE (2004)

3.5.7 POLIFENOIS TOTAIS

Os compostos polifendlicos compreende um vasto grupo de substancias que incluem

familia de compostos com estruturas diversas, desde algumas relativamente simples, como 0s
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derivados de &cidos fendlicos aos de molécula polimérica de alto peso molecular como 0s
taninos e as lignanas. Muitos compostos fendlicos tém a propriedade de captar radicais livres,
0 que confere ao mel atividade antioxidante que poderia estar relacionada com a prevencéo de
doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer. Também apresentam atividade antiviral,
antiinflamatoria e antialérgica (BRAVO et al. 1994; MIDDLETON e KANDASWAMI, 1994;
RHODES, 1994; ROBARDS et al. 1999; MARTIN-CARRON, 2000; PAAR e BOLWELL,
2000).

A acdo antioxidante dos polifendis pode ser devido a uma combinacédo de varias etapas
quimicas, as quais incluem inibicdo enzimatica, quelacdo metalica e doacdo de hidrogénio. As
estruturas polifendlicas podem interagir fortemente com proteinas mediante seu anel
benzénico hidrofébico e o potencial do hidrogénio do grupo fendlico hidroxilico (PAAR e
BOLWELL, 2000).

Segundo Amiot et al. (1989) os compostos fendlicos de méis podem ser divididos em
trés grupos: acidos benzoicos e seus esteres; acidos cindmicos e seus ésteres e flavonoides
livres. A proporgdo desses trés grupos varia enormemente nos meis conforme as origens
florais. Os &cidos fenolicos sé&o os derivados do &cido benzoico e do &cido cindmico
(MANACH et al. 2004). Os derivados do acido benzoico, do acido cinamico e os flavonoides
sdo considerados possiveis marcadores bioldgicos presentes nos meéis monoflorais e/ou
heteroflorais, e podem auxiliar na determinacdo da origem botanica e/ou geografica dos
produtos apicolas. Os acidos fendlicos naturais tém a sua origem derivada da rota do acido
chiquimico. E este é o precursor de muitos constituintes quimicos das plantas que contenham

anel aromatico em sua estrutura (LIANDA, 2009).

3.6 PROPOSTAS DE LEGISLACAO PARA MEL DE MELIPONINEOS

Os padrbes da legislacdo brasileira para mel sdo regulamentados pela Instrucao
Normativa 11, de 20 de outubro/2000 e contemplam apenas o mel de Apis mellifera, ainda
ndo ha regulamentacdes para o mel de meliponineos, porém ha algumas propostas de
regulamentac6es para mel de abelhas sem ferrdo. As tabelas 3 e 4 mostram as propostas de
regulamentacdo para o mel de abelhas sem ferrdo elaboradas por alguns autores.

Em relacdo aos pardmetros microbiologicos do mel a tabela 2 mostra o padrdo da
Resolucdo — RDC N° 12, de 12 de janeiro de 2001, estabelecendo os requisitos minimos de

qualidade para melado, melaco, rapadura e similares.
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Tabela 2: Padréo de qualidade de melado, melaco, rapadura e similares

Matéria-prima Coliformes Fecais a 45°C Salmonella /25¢g Bolores e
(NMP/g) Leveduras
melado, melaco,
rapadura e similares 102 Ausente  emeeeeee

Fonte: BRASIL, 2001.

Tabela 3: Padronizagdo da Legislacdo Brasileira para mel de Meliponineo — proposta por
Villas-Bbas e Malaspina (2005) e Regulamento técnico de identidade e padrdo para 0 mel das
abelhas sem ferrdo — proposta por Camargo et al. (2017)

Mel de Abelhas sem Ferréao

Villas-Boas e Malaspina Camargo, et al.

Acucar Redutor
Sacarose
Umidade

Sélidos Insoluveis

Residuo Mineral Fixo

(2005)
Min. 50g/100g
Max. 6g/100g
Max. 35g/100g
Max. 0,49/100g
Méx. 0,6¢/100g

(2017)

Min. 60 g/100g
Max. 6 g/100g
Max. 40 g/100g
Max. 0,1 g/100g
Méx. 0,6 g/100g

Acidez Max. de 85 meqg/kg Max. 50 meg/kg
pH e 29a4,5

Hidroximetilfurfural Max. de 20 mg/kg

Atividade de Agua 0 - 0,52a0,80
Atividade diastasica Min.3DN e
Cor Branco d’4gua a Ambar escuro  -----ee-
Coliformesa45°C - 10> NMP/g
Bolores e Leveduras ~ -m--eee- 10* NMP/g
Salmonellaem25g  --eeeee- Auséncia

Fonte: VILLAS-BOAS e MALASPINA (2005); CAMARGO, et al. (2017)

Na tabela 3 estdo apresentadas as propostas de regulamentacdo para mel de abelhas
sem ferrdo. Os autores Villas-B6as e Malaspina, 2005 e Camargo, et al., 2017 realizaram
levantamento bibliografico de estudos cientificos para estabelecerem suas propostas. Os
valores estabelecidos pelos autores diferem nos pardmetros AR, umidade, Sl, acidez e
hidroximetilfurfural. Essas diferencas sdo explicadas pelo fato de que, do ano 2005 até 2017

novas pesquisas com mel de meliponineos foram realizadas e publicadas o que contribuiu de
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forma significativa para as mudancgas apresentadas por Camargo et al., 2017. Pois ampliou os
limites de alguns pardmetros como umidade e acidez, visto que o mel de abelhas sem ferréo

possui alto teor de umidade e elevada acidez.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIA PRIMA

O mel de abelha utilizado para realizagdo dos ensaios foi o da abelha Melipona
flavolineata (urucu — amarela) coletado de julho a agosto de 2016, proveniente da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) do Estado do Para. As abelhas foram
superalimentadas com xarope de agua e aglUcar 50% v/v. As abelhas comecaram a ser
alimentadas com o xarope no dia 24 de junho de 2016.

4.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE MEL

As amostras de mel foram coletadas de 5 caixas racionais (denominadas 2, 3, 4, 5 e 6)
atraves de pipetas descartaveis. Os potes com mel (potes de cerume produzidos pelas abelhas,
dispostos nas 5 caixas racionais, para armazenamento do mel) foram abertos manualmente
com o auxilio de um material pontiagudo esterilizado. As amostras de mel foram transferidas
para recipientes plasticos esterilizados de 50 mL. Apos a coleta das amostras, estas foram
mantidas sob-refrigeracdo (aproximadamente 4°C) até o0 momento dos ensaios.

As andlises foram executadas de acordo com a disponibilidade de mel, produzido pelas
abelhas, disposta nos potes. Foram efetuadas seis coletas de mel, sendo a primeira realizada
com 7 dias (a contar do dia em que se iniciou a alimentacdo artificial com o xarope), a
segunda com 14 dias, a terceira com 21 dias, a quarta com 31 dias, a quinta com 35 dias e a
sexta 45 dias, para acompanhar a fermentacdo do mel no decorrer deste periodo.

As analises realizaram-se da seguinte forma: as amostras das caixas 2 e 3 tiveram suas
andalises efetuadas nos tempos 7 dias, 21 dias, 35 dias e 45 dias; as amostras das caixas 4 e 5
tiveram suas andlises efetuadas nos tempos 14 dias e 31 dias; E a amostra da caixa 6 teve suas

andlises efetuadas nos tempos 14 dias, 31 dias e 45 dias.

4.3 PREPARO DO XAROPE PARA ALIMENTACAO DAS ABELHAS

O xarope foi elaborado com acucar cristal, na propor¢do de 50%, batido no
liquidificador e adicionado de anilina comestivel verde para identificacdo do mel no momento
da colheita e assim ndo misturar com o mel de outras fontes florais. As abelhas foram

alimentadas artificialmente com o xarope de aglcar para que o mel produzido nas colénias
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fosse proveniente da mesma fonte e todos armazenados no mesmo periodo, para que assim

pudesse se conhecer a “idade” de cada mel.

4.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO MEL

As andlises de acidez total, pH e aglcares foram realizadas no Laboratorio de Bebidas
e Vinagre (LABEV — LANAGRO PA), as demais analises foram realizadas no laboratdrio de
Engenharia de Alimentos da UFPA. Algumas analises foram realizadas em duplicatas outras
em triplicatas e devido a pouca quantidade de amostra algumas ndo puderam ser repetidas.

4.4.1 ACIDEZ TOTAL

A anélise de acidez foi realizada de acordo com o método n° 962.19 da A.O.A.C
(1998), na qual utiliza-se 5g da amostra na titulacdo com solucdo de NaOH 0,1N até atingir
pH 8,3. Utilizou-se titulador potenciométrico modelo 848 Titrino Plus. Esta analise ndo pode
ser replicada devido a pouca quantidade de amostra.

Calculo:

Acidez (meg/kg)= Vx fex N x 1000

Onde:

V: n°. de mL de solucdo de NaOH 0,1N gasto na titulacéo
Fc: fator da solucdo de NaOH

N: concentracdo da solucdo de NaOH

A: n° de gramas da amostra
4.4.2prH
A leitura de pH foi realizada utilizando-se pHmetro digital METROHM, modelo 780,

de acordo com a metodologia BRASIL (2000). Antes das leituras o pHmétro foi calibrado

com solugdes tampdo 4,0 e 7,0. Foram realizadas trés leituras para cada amostra.
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4.4.3 ACUCARES
4.4.3.1 ACUCARES REDUTORES

Preparou-se uma solucdo de mel a 20 %, desta solucdo retirou-se uma aliquota de 2
mL a qual foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL que em seguida foi aferido com
agua destilada. Desta ultima solucdo foi retirada uma aliquota de 10 mL e transferida para
enrlenmyer de 300 mL. Ao enrlenmyer adicionou-se 40 mL de agua destilada, algumas
pérolas de vidro e 20 mL da solucdo Soxhlet (Fehling A (34,65g de sulfato de cobre para
preparo de 500ml de solucdo) + Fehling B (173g de sal de Rochelle (tartarato de sodio e
potassio) + 125g de KOH em &gua até 500mL)). Esta solucdo foi titulada com solucédo
alcoolica de glicose a 0,5%. Utilizou-se também na titulacdo o indicador azul de metileno a
1%. Prosseguiu-se a titulacdo de acordo com o método Eynon Lane (1986) adaptado.

O teor de agucar redutor foi calculado pela seguinte equagéo:

_ (b-a)x5xf;xf,

ARG 10xV

Onde:
ARG: acucares redutores em glicose g/100g
b: volume de glicose gasto no branco
a: volume de glicose gasto na amostra
f,: fator de diluicédo
f,: fator de conversdo (Glicose: 1,0)

V: volume da amostra utilizado na titulacéo.

4.4.3.2 SACAROSE (AGCUCARES NAO REDUTORES)

Preparou-se uma solucdo de mel a 20 %, desta solucdo retirou-se uma aliquota de 2
mL a qual foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL que em seguida foi aferido com
agua destilada. Desta ultima solucdo foi retirado 50 mL e transferiu-se para outro baldo
volumétrico de 100 mL, a este baldo adicionou-se 1 mL de HCI concentrado, esta solucao foi
colocada em banho-maria por 15 minutos. Em seguida neutralizou-se a solucdo com NaOH
5N e aferiu-se o0 baldo com agua destilada. Retirou-se desta solu¢do uma aliquota de 10 mL e

transferiu-se para enrlenmyer de 300 mL. Ao enrlenmyer adicionou-se 40 mL de agua
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destilada, algumas pérolas de vidro e 20 mL da solucdo Soxhlet (Fehling A (34,659 de sulfato
de cobre para preparo de 500ml de solugdo) + Fehling B (173g de sal de Rochelle (tartarato
de sodio e potéssio) + 125g de KOH em &gua até 500mL)). Esta solucdo foi titulada com
solucdo alcodlica de glicose a 0,5%. Utilizou-se também na titulacdo o indicador azul de
metileno a 1%. Prosseguiu-se a titulacdo de acordo com o método Brasil (1986) adaptado.

O teor de sacarose (acucar ndo redutor) foi calculado pela seguinte equacdo:

(b—a)x5x(f;x2)
10xV

ANRS = { — ARG} xf,

Onde:

ANRS: Acucares Nado Redutores em Sacarose g/100g
b: volume de glicose gasto no branco

a: volume de glicose gasto na amostra

f,: fator de diluigéo

f,: fator de conversédo (Sacarose: 0,96)

V: volume da amostra utilizado na titulacéo.
4.4.3.3 ACUCARES TOTAIS

Para o calculo dos acgucares totais somou-se 0 valor dos agucares redutores em glicose
(ARG) com o valor dos acgucares ndo redutores em sacarose (ANRS) através da formula:
AT = ARG + ANRS
Onde:
AT: acUcares totais g/100g
ARG: acUcares redutores em glicose g/100g
ANRS: Acucares Ndo Redutores em Sacarose g/100g

4.4.4 SOLIDOS SOLUVEIS

O método utilizado foi por refratometria a 20°C. Onde 1 gota do mel foi colocada no
prisma do refratbmetro de bancada tipo Abbé SBA-9006B e feita a leitura, conforme
recomendado pelo ministério da agricultura (BRASIL, 2000). Esta analise foi realizada em

triplicata.
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4.4.5 UMIDADE

Foi determinada pelo método refratrométrico n° 969.38 b da A.O.A.C. (1997), através
da conversdo do indice de refracdo do mel em % de umidade com o auxilio da tabela de
Chataway (tabela 5). Para cada grau (°C) acima de 20°C foi adicionado 0,00023 ao indice de
refracdo lido e entdo, obtido o valor de umidade em %. As leituras foram realizadas em
triplicata.

Tabela 4 — Relagéo entre o indice de Refracdo (IR) e a porcentagem de dgua dos méis.

IRa  Umidade IRa Umidade IRa Umidade IRa Umidade
20°C % 20°C % 20°C % 20°C %
1,5044 13,0 1,4961 16,2 1,4880 19,4 1,4800 22,6
1,5038 13,2 1,4956 16,4 1,4875 19,6 1,4795 22,8
1,5033 13,4 1,4951 16,6 1,4870 19,8 1,4790 23,0
1,5028 13,6 1,4946 16,8 1,4865 20,0 1,4785 23,2
1,5023 13,8 1,4940 17,0 1,4860 20,2 1,4780 23,4
1,5018 14,0 1,4935 17,2 1,4855 20,4 1,4775 23,6
1,5012 14,2 1,4930 17,4 1,4850 20,6 1,4770 23,8
1,5007 14,4 1,4925 17,6 1,4845 20,8 1,4765 24,0
1,5002 14,6 1,4920 17,8 1,4840 21,0 1,4760 24,2
1,4997 14,8 1,4915 18,0 1,4835 21,2 1,4755 24,4
1,4992 15,0 1,4910 18,2 1,4830 21,4 1,4750 24,6
1,4987 15,2 1,4905 18,4 1,4825 21,6 1,4745 24,8
1,4982 15,4 1,4900 18,6 1,4820 21,8 1,4740 25,0
1,4976 15,6 1,4895 18,8 1,4815 22,0 - -
1,4971 15,8 1,4890 19,0 1,4810 22,2 - -
1,4966 16,0 1,4885 19,2 1,4805 22,4 - -

FONTE: Instituto Adolfo Lutz, 2008

4.4.6 ATIVIDADE DE AGUA

A leitura da atividade de agua (Ay) foi efetuada em medidor com modelo AQUALAB
4TEV (por ponto de orvalho), utilizando-se padrdes 0,76 e 0,25 respectivamente. As amostras

estavam a 25°C. A analise foi realizada em triplicata.
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4.4.7 POLIFENOIS TOTAIS

A concentracdo dos fendis totais nos méis foi determinada pelo método
espectrofotométrico descrito previamente na literatura (MEDA et al., 2005) utilizando-se o
reagente Folin-Ciocalteau. Foram efetuados trés ensaios para cada amostra, sendo apresentada
a média, expressa em mg de equivalentes de &cido galico (EAG) /100 g de mel. Solubilizou-se
100 mg do mel em 1 mL de &gua destilada. A uma aliquota de 0,5 mL dessa solucao
adicionou-se 2,5 mL de Reagente de Folin-Ciocalteau, apds 5 minutos adicionou-se 2,0 mL
de solucdo recém-preparada de carbonato de s6dio 4%. Manteve-se a mistura incubada por
2h. Em seguida, fez-se a medida de sua absorbancia a 760 nm (em temperatura ambiente), em
espectrofotometro (Evolution 300 UV-VIS, Thermo Scientific).

O branco utilizado foi preparado com 0,5 mL de etanol absoluto P.A; 2,5 mL do
reagente Folin-Ciocalteau e 2 mL de carbonato de sddio. Os teores dos compostos fenolicos
foram calculados construindo-se uma curva padréo de calibracdo do acido galico, contendo:

10; 25; 40; 70; 85 e 100 ppm desse mesmo &cido dissolvido em alcool etilico absoluto.

4.4.8 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As andlises de Bolores e Leveduras, Coliformes e contagem de bactérias, foram
realizadas segundo a metodologia de Vanderzant e Splittstoesser (1992). Os resultados foram

analisados segundo Brasil (2001).

4.4.8.1 COLIFORMES

Pesou-se 25 g de amostra de mel e adicionou-se 225 mL de peptona simples, obtendo-
se uma diluicdo inicial de 10, a partir dessa diluicdo foram preparadas diluicées decimais até
10°. A determinacdo de coliformes foi realizada pelo método de fermentacdo em tubos
multiplos, utilizando série de trés tubos nos procedimentos e caldo Lauril Sulfato Triptona
(CLST). Os indculos foram incubados a 36°C por 24 horas. A partir dos tubos com resultados
positivos, foram inoculados em tubos contendo caldo E.C e incubados a 45°C, em banho-
maria por 24 horas. A determinacdo do NMP de coliformes foi empregando-se a Tabela para

Numero Mais Provavel (NMP).
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4.4.8.2 BOLORES E LEVEDURAS

Foi pesado 25g de amostra de mel e adicionado em 225 mL de peptona simples,
obtendo-se assim uma diluicdo inicial de 10 e a partir dessa diluicio foram preparadas
diluicdes decimais até 10°. A contagem de bolores e leveduras foi realizada pela técnica de
semeadura em superficie, utilizando-se Potato Dextrose Agar para contagem adicionado de de
acido tartarico a 10% e incubado por 5 dias a 22°C.

4.4.8.3 CONTAGEM PADRAO DE BACTERIAS

Homogeneizou-se 25g de amostra de mel em 225 mL de APA (diluicdo 10™), a partir
dessa diluicio foram preparadas diluicdes decimais até 10°. Para o plaqueamento foi
adicionado 1mL de cada diluicdo em placas de Petri esterilizadas, em seguida adicionou-se
15mL de Agar para contagem padréo em placa (Plate Count Agar — PCA), apds solubilizacdo
do agar as placas foram incubadas em posicao invertida a 35°C por 48 h.
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A tabela 5 mostra os resultados das analises do xarope puro, antes das abelhas

armazenarem.

Tabela 5 — Resultado das analises do xarope puro

Acidez 2,36 meqg/Kg Umidade 48,40 %
pH 4,90 Atividade de agua 0,94
Acucares Redutores 2,50 g/100g Polifendis Totais 6,69 mgEAG/100g
Sacarose 40,80 g/100g Coliformes 150 NMP/g
. . Bolores e .
AcUcares Totais 43,30 ¢/100g 2,70 x 10
Leveduras
- . Contagem de .
Solidos Soluveis 47,90 % 1,30 x 10

Bactérias

FONTE: Elaborado pela autora.

O xarope para alimentacdo das abelhas apresentou acidez baixa e pH proximo de 5, pH

que é muito suscetivel a predominancia de crescimento bacteriano, assim como a elevada

umidade e atividade de agua apresentadas. Os agucares e os solidos soliveis chegam muito

proximos a quantidade de acucar utilizado na preparacdo do xarope (50%), 0 que mostra que

0 acucar utilizado ndo é totalmente puro. O teor de polifendis encontrado indica uma pequena

quantidade destes presentes no xarope. E as andlises microbioldgicas indicam alta

contaminacdo por bactérias, bolores e leveduras, que provavelmente estdo presentes pela

pouca higienizacdo dos materiais utilizados no preparo do xarope.

5.1 ACIDEZ TOTAL E ACUCARES TOTAIS (AT)

O grafico 1 exibe os resultados das médias de acidez e acgUcares totais nas amostras ao

longo do tempo.
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Grafico 1 — Médias dos teores de acidez (meq/kg) e aclcares totais (g/100g) em amostras de

méis “in natura” de M. flavolineata
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FONTE: Elaborado pela autora.

Observando os dados dispostos no grafico acima, todas as amostras tiveram sua acidez
aumentada com o decorrer do tempo. Analisando individualmente os resultados das amostras,
o valor minimo de acidez encontrada foi de 13,19 meg/kg (no tempo 7 dias) e 0 maximo foi
de 52,11 meg/kg (no tempo de 45 dias). O aumento da acidez ao longo do tempo pode esta
relacionado as quantidades de &cidos organicos provenientes pela diferentes fontes de néctar,
pela acdo da enzima glicose-oxidase, a mesma possui atividade maxima em méis mais
diluidos, produzindo niveis elevados de acido glucdnico e pela acdo de bactérias durante a
maturacdo do mel, as mesmas degradam carboidratos e promovem a formacdo de acidos
(NOGUEIRA-NETO, 1997; RODRIGUES-EVANGELISTA, SILVA, BESERRA, 2003;
MORAES et al. 2005).

Ainda observando-se o grafico 1, apesar de na segunda analise as amostras 2, 3 e 6
terem aumentado, todas as amostras tiveram seu teor de agucar total diminuido ao longo do
tempo indicando a fermentacdo do mel (Pérez-Pérez et al. 2007). Pois 0s microorganismos
convertem os aglcares em outras substancias, o que explica o fato do seu decréscimo. Souza
et al. 2009, verificaram, em méis de meliponineos da regido Nordeste, valores médios de
acucares totais entre 57,9 a 95,6%. J& em méis produzidos na regido Amazonica, Souza et al.

2004, verificaram para agUcares totais valores de 60,2 a 61,7%.
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5.2 pH E ATIVIDADE DE AGUA (Aw)

O grafico a seguir mostra os resultados das médias de pH e atividade de agua

obtidos nas amostras no decorrer do tempo.

Grafico 2 — Médias dos teores de pH e atividade de 4gua em amostras méis “in natura” de M.

flavolineata
Médias das amostras de pH e Atividade de
Agua
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0,50

0,00

7 14 21 31 35 45
Tempo (dias)
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FONTE: Elaborado pela autora.

Observando-se o gréafico 2, todas as amostras tenderam a ter seu pH diminuido ao
longo do tempo. Analisando individualmente os resultados das amostras, o valor maximo
encontrado foi de 3,48 (no tempo 7 dias) e o minimo foi de 1,53 (no tempo 45 dias).
Cortopassi-Laurino e Gelli, 1991, encontraram valores entre 3,39 e 4,63. Camargo, 2017, apos
revisao bibliografica estabeleceu valores entre 2,9 e 4,5. O aumento da acidez confirma os
resultados do pH. A reducdo do pH de um alimento contribui para reduzir a capacidade de
desenvolvimento microbiano, porém em alimentos com pH abaixo de 4.0 (alimentos muito
acidos) ainda ha a possibilidade do surgimento de leveduras e bolores que conseguem
sobreviver em ambientes muito acidos e bactérias acéticas, e Zymomonas. O valor do pH
pode ainda ser influenciado pela concentracdo de diferentes acidos, do calcio, sddio, potassio
e outros constituintes das cinzas (SEEMANN e NEIRA, 1988).
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Ainda analisando-se o gréfico 2, apesar do ligeiro decréscimo, ndo observou-se
modificacOes significativas de Aw. Apenas as amostras 4 e 6 tiveram atividade de agua
ligeiramente aumentada. Os valores variaram de 0,72 a 0,80 Ay, 0 que segundo Coultate
(2004) indica a presenca de bacteérias halofilicas e bolores comuns.

5.3 SOLIDOS SOLUVEIS (SS), UMIDADE E POLIFENOIS TOTAIS (PT)

No gréfico a seguir estdo apresentados os resultados das médias dos sélidos soluveis,
umidade e polifendis totais ao longo do tempo.

Grafico 3 — Médias dos teores de sdlidos soltveis, umidade e polifendis totais em amostras
de méis “in natura” de M.flavolineata
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FONTE: Elaborado pela autora.

Como pode ser observado no grafico 3, ao longo dos 45 dias, a amostra que
apresentou menor variacdo no teor de solidos sollveis foi a amostra 2. Analisando
individualmente os resultados das amostras, 0 menor teor foi de 64,20 % e o0 maior teor foi de
73,20 %. Observando-se as médias entre as amostras, o conteido de sélidos sollveis obteve
pouca variacdo no decorrer do tempo, mas pdde-se notar um pequeno aumento e, apesar dos
acucares terem diminuido o aumento dos s6lidos soltveis € explicado pelo aumento da acidez

e dos compostos fendlicos, como pode-se observar nos resultados de polifendis totais.
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Analisando individualmente os resultados das amostras, os teores de umidade
encontrados variaram de 25,28 % a 33,90 %. O alto valor de umidade se da, em méis
meliponineos, por suas caracteristicas diferenciadas como viscosidade e fluidez. Tomando-se
como referéncia a média final entre as amostras, no decorrer do tempo a umidade no mel
sofreu pouca variagdo, como pode ser observado no grafico 3. Analisando as amostras
individualmente, com exce¢do da amostra 3, todas as amostras tiveram sua umidade
aumentada. O aumento da umidade justifica o decréscimo dos agucares totais e reafirma a
fermentacdo no mel, pois certos microrganismos osmofilicos (tolerantes ao agucar) quando
presentes no mel multiplicam-se com o aumento da umidade, favorecendo o seu processo de
fermentacdo. Estes microrganismos estdo presentes nos corpos das abelhas, no néctar, no solo,
nas areas de extracio e armazenamento do mel (WHITE JUNIOR, 1978).

Cortopassi-Laurino e Gelli, 1991, ao analisarem amostras de méis de diferentes
espécies de abelhas nativas apontaram valores entre 18 e 36%. Souza et al. (2006a), também
com diferentes espécies de meliponineos, constataram variacdo entre 19,9 e 41,9% de
umidade. Portanto, os valores obtidos neste estudo estdo proximos aos valores geralmente
encontrados para méis de abelhas sem ferrdo. Por apresentarem valores maiores que do que
abrange a tabela de Chataway, esta, geralmente, tem que ser expandida para que se obtenha a
umidade correspondente ao indice de refracdo encontrado.

Ainda observando-se o gréafico 3, as amostras tenderam a ter seus teores de fenolicos
totais aumentados ao longo do tempo. O aumento do teor de polifendis totais explica o
acréscimo de solidos soliveis. Os valores de fenolicos totais obtidos nas ultimas analises
deste trabalho aproximam-se dos valores encontrados por Oliveira et al. (2012), que para mel

de M. flavolineata do municipio de Tracuateua encontraram valor de 26,39 mgEAG/100g.

5.4 COMPARACAO COM AS PROPOSTAS DE LEGISLACAO PARA MEL DE
ABELHAS SEM FERRAO

Apenas os resultados das analises de acidez, pH, acucares, umidade, atividade de agua,
coliformes e bolores e leveduras, obtidos neste trabalho, puderam ser comparados com as

propostas de regulamentacdo para mel de abelhas sem ferrao.
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Tabela 6 — Comparacdo entre os resultados obtidos neste trabalho com as propostas de

legislacdo para mel de abelhas sem ferréo

Meédias dos resultados

Villas-Bodas e Malaspina Camargo, et al. obtidos neste trabalho

(2005) (2017) (T = 45 dias)
Umidade Max. 35g/100g Max. 40 g/100g 28,69 g/100g
Acidez Max. de 85 meg/kg Max. 50 meg/kg 38,81 meg/kg
pH e 29a45 2,46
AT (AgUcar
Redutor + 56 g/100g 66 g/100g 64,99 g/100g
Sacarose)
Atividadede 0,52 20,80 0,74
Agua
Coliformes a 2
ssec 10° NMP/g <3 NMP/g
Bolorese 4
Leveduras 10" NMP/g 7,00 x 10 NMP/g

FONTE: Villas-B6as e Malaspina (2005); Camargo, et al. (2017); Autora deste trabalho

Em relacdo aos pardmetros citados, ao analisar as medias dos resultados, todas as
amostras no tempo de 45 dias estdo de acordo com Camargo et al., 2017, como mostra a
tabela 6. E apenas acidez e umidade, em todos 0s tempos, estdo de acordo com Villas-Bbéas e
Malaspina, 2005. No grafico acima, que mostra as médias de acidez e agucares ao longo do
tempo, pode-se observar o aumento dos aglcares e o0 decréscimo da acidez, com destaque para
0s ultimos pontos que estdo de acordo com Camargo et al., 2017. Por tanto com o tempo de

45 dias o mel de M. flavolineata se enquadra dentro dos padroes.

5.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

5.5.1 COLIFORMES

Na tabela 7 estdo apresentados os resultados das analises de coliformes nas amostras

ao longo do tempo.
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Tabela 7 — Resultados das analises de Coliformes em amostras de méis “in natura” de M.

flavolineata (NMP/q)

AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA

2 3 4 5 6 MEDIA
e
R - o a o
MbiAS. <8 <3 - - - <3
noas ‘ ‘ <3 <3 <3
3DiAs <3 <3 - - - <3
R R

FONTE: Elaborado pela autora.
Nota: *Ndo havia amostra suficiente para realizar a analise.

Segundo Brasil (2001), o padrdo de coliformes para melado, melaco, rapadura e

similares é de 10 NMP/g, assim como a proposta feita por Camargo et al. (2017)

Meliponineo. Analisando a tabela 7 todas as amostras apresentaram resultado neg

para mel

ativo (<3

NMP/g), ou seja, ndo apresentaram bactérias do grupo coliforme. Oliveira et al. (2005)

analisando amostras de méis de abelhas sem ferrdo ndo constatou presenca de coliformes.

Anacleto, 2007 analisando amostras de méis de T. angustula também encontrou

negativo de coliformes para maioria das amostras.

5.5.2 BOLORES E LEVEDURAS

Os resultados de bolores e leveduras podem ser observados na tabela a seguir.

resultado
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Tabela 8 — Resultados das analise de Bolores e Leveduras em amostras de méis “in natura”

de M. flavolineata (UFC/q)

AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA

2 3 4 5 6 MEDIA
T7ED'\:|£SO 840x10*  1,37x10° & * * 1.10 x 10°
LE g:i% * * 5,40 x 10° 1,14 x 10* 5,80 x 10 2,49 x 107
;1E[';A|PA(; 450x10° 3,60 x 10° & * * 4,05 x 102
;E ['\)A,PA% * * * 9,00 x 10 4,10 x 10> 2,50 x 10
JEMPO 800x100  400x10° « x . Bp—
PO 00 6,00 x 10 * * 150x10° 7,00 x 10

FONTE: Elaborado pela autora.
Nota: *Ndo havia amostra suficiente para realizar a analise.

Analisando-se a tabela 8 os valores variaram de 0 a 1,37 x 10° UFC/g. Ao longo do

tempo as unidades formadoras de colonias diminuiram, estes resultados mostram que a

fermentacdo estd cessando devido as condigdes inapropriadas para estes microorganismos,

pois a analise de pH revelou que no decorrer do tempo seu valor diminui deixando o mel com

acidez muito elevada. Devido a altas concentra¢Ges de agucares as leveduras mais provaveis

no mel sdo as osmofilicas que sdo tolerantes ao acucar (MIGDAL et al. 2000).

5.5.3 CONTAGEM PADRAO DE BACTERIAS

A legislacdo brasileira ndo estabelece um padrdo para contagem de bactérias em meéis

e também ndo ha proposta para tal parametro em mel Meliponineos.

Os resultados das analises de contagem padrdo de bactérias podem ser observados na

tabela a seguir.
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Tabela 9 — Resultado das analises de Contagem Padrao de Bactérias em amostras de méis “in
natura” de M. flavolineata (UFC/g)

AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA

; : ) ; ] MEDIA
T7EDI\:IESO INC 1,13 x 10° * * * 1,13 x 10*
If['\)/:ZCS) * * 580x10°  590x10°  3,80x10° 516 x 10°
e 700x10 180X 10° * * * 1,05x10°
glE['\)/:ch) * * * 320x10°  1,80x10° 2,50 x 107
JSEMPA% 310x10° 5,10 x 10> * * * 1,80 x 10°
ol 108x10°  320x10° * * 2,30x 107 543 x10°

FONTE: Elaborado pela autora.

Nota: *Ndo havia amostra suficiente para realizar a analise.

Analisando a tabela 9 todas as amostras apresentam alto nimero de col6nias, mas,

observando-se a média entre as amostras, ha uma tendéncia a diminuir no tempo de 45 dias, 0

que indica que a fermentacdo estd cessando. As bactérias mais geralmente encontradas em

coldnias de abelhas sem ferréo sdo as do género Bacillus que provocam fermentacao acética e
latica (CANO et al., 1994; CAMARGO et al., 2000). A qualidade do mel ndo depende apenas

das préticas higiénicas do produtor, mas também esta relacionada com os habitos higiénicos

das abelhas, pois é conhecido que muitas espécies pousam em material fecal (NOGUEIRA-
NETO, 1997).
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6 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

v O xarope utilizado para alimentacdo das abelhas apresentou alto elevada contaminagéo
por bactérias e bolores e leveduras. Por tanto, para trabalhos futuros seria importante
realizar a pasteurizagdo do xarope para assim evidenciar que 0S microorganismos
encontrados no mel ocorrem de forma natural.

v Tentar isolar os grupos de microrganismos presentes no mel e/ou nas caixas, a fim de

elucidar o processo de maturacdo que ocorre nos potes de armazenamento.
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7 CONCLUSAO

Os resultados das analises do xarope puro utilizado para alimentagcdo das abelhas
mostram que, 0 xarope estava propicio a fermentacdo devido a alta umidade e baixa acidez
(sugere-se para trabalhos futuros pasteurizacdo do xarope) e as abelhas aceitaram facilmente
esta alimentacdo artificial.

A fermentacdo no mel foi comprovada pela diminuicdo dos agUcares totais e pelo alto
contetdo de umidade que proporciona fermentacdo espontanea do mel através de leveduras
que encontram ambiente favoravel. Ao longo dos 45 dias o processo de fermentacdo
ocasionou 0 aumento da acidez total no mel de M. flavolineata e consequentemente o pH
diminuiu, pois microorganismos atuam durante a maturagdo do mel degradando carboidratos
e promovendo a formacdo de acidos. Alimentos com pH abaixo de 4,0 estdo propicios ao
surgimento de leveduras e bolores que suportam ambientes super acidos.

Apesar do ligeiro decréscimo, ndo observou-se variagdes significativas nos valores de
atividade de agua ao longo do tempo. O conteudo de sélidos soluveis apresentou pouca
variacdo no decorrer do tempo, mas notou-se um pequeno aumento que pode ser explicado
pelo aumento de compostos fendlicos, pois através da fermentacdo as bactérias promovem a
formacdo de &cidos que ddo origem a compostos fendlicos.

Ao longo dos 45 dias todas as amostras apresentaram resultado negativo para presenca
de bactérias do grupo coliformes. Para bolores e leveduras as unidades formadoras de
colénias por grama de mel apresentaram tendéncia a diminuir nas ultimas analises das
amostras, assim como as unidades formadoras de col6nias por grama de mel na contagem
padrdo de bactérias, o que indica que a fermentacdo esta cessando devido as condicdes
inapropriadas para estes microorganismos, pois no decorrer dos 45 dias os valores de pH
diminuiram deixando o mel com acidez elevada.

Apesar de ha muito associarmos somente caracteristicas patogénicas a relacdo dos
microorganismos com o mel, existem fortes indicios de que microorganismos possuem
funcbes importantes como a segregacao de enzimas (que convertem substancias dos alimentos
armazenados no mel e ajudam a conserva-los) que causam fermentacdo e que auxiliam na pré-
digestdo dos alimentos das abelhas. As bactérias que ocasionam fermentacdo acética e latica
no mel também secretam antibioticos.

Por tanto, a fermentacdo natural no mel de M. flavolineata pode acrescentar

substancias benéficas e importantes ao mel como conservagdo do mesmo devido a elevada
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acidez que evita o surgimento de microorganismos patogénicos e producgédo de substancias

antioxidantes que combatem radicais livres e previnem alguns tipos de canceres.
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